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1 Einleitung 
 

1.1 Die Störungen des Autismusspektrums 

 

Bei den Autismusspektrumstörungen handelt es sich um eine Gruppe an 

neuropsychiatrischen Krankheitsbildern, denen das Vorhandensein von Defiziten in der 

sozialen Interaktion, des Verhaltens, der Kommunikation (Donovan und Basson, 2017), 

der Sprache und der Motorik (Reeber et al., 2013) gemein ist. Ein Autismus manifestiert 

sich typischerweise spätestens bis zur Vollendung des dritten Lebensjahres, wobei die 

konkrete Ausprägung des autistischen Syndroms sowohl initial als auch im chronischen 

Krankheitsverlauf beträchtlich zwischen den betroffenen Patienten variieren kann (Lord et 

al., 2000). Weltweit leiden ungefähr 0,76 % der Bevölkerung an einer autistischen Störung 

(Hodges et al., 2020). Als ursächlich für die Erkrankung wird eine Kombination aus 

genetischer Prädisposition in Gestalt von Genmutationen beziehungsweise Gen-

polymorphismen einerseits und Umweltfaktoren andererseits angesehen (Larsson et al., 

2005). Unterschieden werden nach der Ätiologie idiopathische (primäre) und sympto-

matische (sekundäre) Autismusstörungen. 

 

1.1.1 Morphologische Veränderungen des Gehirns bei Autismusspektrum-

störungen 

 

Morphologische Alterationen in Gehirnen autistischer Individuen werden bereits seit 

Jahrzehnten beleuchtet und sind somit gut bekannt. Als gesichert gilt, dass sich in der 

Großhirnrinde autistischer Patienten frontal, parietal sowie temporal betont eine erhöhte 

Dichte an vergrößerten dendritischen Dornen findet (Hutsler und Zhang, 2010). Bei 

genauerer Betrachtung zeigt sich, dass es sich bei diesen alterierten dendritischen 

Dornen in der Hauptsache um postsynaptische Endigungen glutamaterg-exzitatorischer 

Synapsen handelt (Penzes et al., 2011). Zu diesem Befund passt die Erkenntnis, dass 

einige ASD-Suszeptibilitätsgene für Genprodukte codieren, die letztlich funktionell auf 

zelluläre Signalwege konvergieren, welche insbesondere auf der postsynaptischen Seite 

glutamaterger Synapsen von Bedeutung sind (Bourgeron, 2009; Peça und Feng, 2012; 

Tang et al., 2014; Duan et al., 2020; Chaudry und Vasudevan, 2022). Aus diesen 

morphologischen Befunden ist geschlussfolgert worden, dass in den Großhirnrinden 



– 14 – 
 

autistischer Patienten eine Hyperkonnektivität hinsichtlich der glutamatergen synap-

tischen Transmission vorliegt (Penzes et al., 2011; Chaudry und Vasudevan, 2022). 

Ferner konnte gezeigt werden, dass eine verminderte GABA-erge Transmission un-

abhängig von einer vermehrten glutamatergen Transmission mit einem autistischen 

Phänotyp assoziiert ist (Chao et al., 2010; Zhao et al., 2022). Somit scheint eine 

Verschiebung des in der Großhirnrinde herrschenden Gleichgewichtes aus GABA-erger 

Inhibition und glutamaterger Exzitation, sei sie nun durch die Verminderung des einen 

oder die Vermehrung des anderen Neurotransmitters bedingt, pathogenetisch relevant für 

die Entstehung eines Autismus zu sein (El-Ansary und Al-Ayadhi, 2014; De Vries et al., 

2018; Chaudry und Vasudevan, 2022; Zhao et al., 2022). 

In bildgebenden Studien konnte darüber hinaus mittels Magnetresonanztomographie 

nachgewiesen werden, dass die Kleinhirnrinden autistischer Patienten signifikant dünner 

sind als diejenigen nicht-autistischer Patienten (Lord et al., 2000). Als mikroskopisches 

Korrelat zu diesem makroskopischen Befund wurde in postmortalen Studien gezeigt, dass 

sich in den Kleinhirnrinden autistischer Patienten signifikant weniger Purkinjezellen finden 

als in den Kleinhirnrinden gesunder Patienten (Ritvo et al., 1986; Kemper und Bauman, 

1998; Palmen et al., 2004; Amaral et al., 2008; Reeber et al., 2013). Bei diesem Befund 

handelt es sich um die am häufigsten reproduzierbare und damit am besten gesicherte 

morphologische Alteration beim Autismus, während andere Befunde sich im Vergleich als 

eher variabel erweisen (Bauman und Kemper, 2005). Des Weiteren konnte gezeigt 

werden, dass intrinsische und extrinsische Faktoren, die in der Pathogenese des 

Autismus von Bedeutung sind, sowohl unabhängig voneinander als auch miteinander zu 

autismustypischen morphologischen Alterationen der Purkinjezellen führen (Bahaaeldin 

et al., 2024). Somit liegt der Schluss nahe, dass morphologische und konsekutiv auch 

funktionelle Veränderungen in den Kleinhirnrinden autistischer Individuen, insbesondere 

der Purkinjezellen, relevante Korrelate autistischer Erkrankungen darstellen. 

Die herabgesetzte Anzahl an Purkinjezellen beruht hierbei auf dem heutigen 

Wissensstand nicht auf einer primär verringerten Zahl ontogenetisch entstandener 

Purkinjezellen, sondern auf dem sekundären Untergang bereits entstandener und korrekt 

an ihren Zielort im Cortex cerebelli migrierter Purkinjezellen (Whitney et al., 2009). Neben 

der Anzahl an Purkinjezellen ist auch deren Morphologie verändert; so erscheinen die 
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Purkinjezellen autistischer Kleinhirne gegenüber denjenigen gesunder Kleinhirne 

beispielsweise verkleinert (Palmen et al., 2004). 

 

1.1.2 Pathogenese der Autismusspektrumstörungen 

 

Wie vorbeschrieben, liegt Autismusleiden eine gestörte Entwicklung des Gehirnes 

zugrunde (Lord et al., 2000; Palmen et al., 2004). Hierbei spielen sowohl intrinsische als 

auch extrinsische Faktoren eine Rolle; je nachdem, ob ein Autismus eigenständig besteht 

oder als Symptom einer zugrundeliegenden Erbkrankheit auftritt, überwiegt entweder der 

Einfluss umweltbezogener oder genetischer Faktoren. Einer etablierten Theorie zufolge 

führt zunächst eine in utero oder aber früh postnatal erworbene Schädigung des Gehirnes, 

die beispielsweise infektiös, konvulsiv oder autoimmun verursacht sein kann, zur 

Herausbildung einer neuroinflammatorischen Reaktion, im Rahmen derer es zur Ent-

stehung reaktiver Sauerstoffspezies kommt (Anderson et al., 2008). Diese Sauerstoff-

radikale schädigen die nukleäre und mitochondriale DNA (Anderson et al., 2008), welches 

anschließend die Bildung von aggressiven ROS unterhält sowie die Aktivierung von Astro- 

und Mikroglia bewirkt (Anderson et al., 2008). Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass in 

den Groß- und Kleinhirnrinden von Autismuspatienten sowohl makrogliale (astrozytäre) 

als auch mikrogliale Zellen neuroinflammatorisch aktiviert sind (Vargas et al., 2005). 

Zudem konnten im Liquor cerebrospinalis sowie im Kleinhirn autistischer Individuen 

erhöhte Zytokinspiegel nachgewiesen werden, die ihren Ursprung in neuroglialem 

Gewebe haben (Vargas et al., 2005; Wei et al., 2011). Es ist somit nachvollziehbar, dass 

die Rolle einer pathologisch erhöhten neuroinflammatorischen Aktivität im Kleinhirn in der 

Pathogenese von Störungen des Autismusspektrums allgemein anerkannt wird 

(Anderson et al., 2008; Young et al., 2011; van der Heijden et al., 2021). 

Hierzu passend konnten in postmortalem Hirngewebe verstorbener Autismuspatienten 

erhöhte NFKB-Spiegel nachgewiesen werden (Young et al., 2011). Der Transkriptions-

faktor NFKB wird ubiquitär exprimiert (Camandola und Mattson, 2007) und vermittelt die 

zelluläre Antwort auf extrazelluläre Signale; insbesondere kommt ihm bei der Regulation 

der Immunantwort eine zentrale proinflammatorische Rolle zu, denn er induziert inflamma-

torische Chemokine und Zytokine (Young et al., 2011; für weiterführende Informationen 

zum NFKB siehe Kapitel 1.2.1.1). Interessant ist die nachgewiesene aberrante NFKB-
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Aktivität in Gehirnen autistischer Patienten deshalb, weil erhöhte NFKB-Spiegel 

experimentell zu autismusähnlichen morphologischen Veränderungen der dendritischen 

Dornendichte führen (Boersma et al., 2011) und weil sich über einen erhöhten NFKB-

Spiegel eine pathogenetische Verbindung zwischen dem NFKB- und dem mTOR-

Signaltransduktionsweg herstellen lässt, denn eine erhöhte mTOR-Aktivität führt in 

Neuronen zu einer erhöhten NFKB-Aktivität (Xu et al., 2021).  

Der mTOR-Signalweg ist in Neuronen für die Regulation der synaptischen Protein-

synthese (Sahin und Sur, 2015; Pagani et al., 2021) und der synaptischen Protein-

degradation mittels Makroautophagie von Bedeutung (Egan et al., 2011; Tang et al., 2014; 

Wu et al., 2020; Pagani et al., 2021). Bei autistischen Patienten liegt häufig eine 

Überaktivität von Genprodukten, die mit dem mTOR-Signalweg assoziiert sind, vor 

(Rosina et al., 2019). Ferner betreffen Mutationen, die mit einem erhöhten Autismus-

Erkrankungsrisiko assoziiert sind, häufig Gene, deren Genprodukte in Verbindung mit 

dem mTOR-Signalweg stehen (Tang et al., 2014). Ein überaktiver mTOR-Signalweg führt 

im Mausmodell zu einem autistischen Phänotyp beziehungsweise zu morphologisch-

funktionellen Veränderungen, die auch bei Autismusspektrumstörungen beobachtet wer-

den – wie z. B. einer verringerten Anzahl an Purkinjezellen, einer alterierten Morphe 

synaptischer Kontakte oder einer pathologisch gesteigerten Aktivität glutamaterg-

exzitatorischer Schaltkreise (Tsai et al., 2012; Zoghbi und Bear, 2012; Russo et al., 2020; 

Chaudry und Vasudevan, 2022).  

Ein aberrant aktiver mTOR-Signalweg kann jedoch nicht nur über eine Beeinflussung des 

NFKB-Signalweges an der Pathogenese des Autismus beteiligt sein, sondern auch über 

eine Beeinflussung der synaptischen Proteinhomöostase, welche für eine regelrechte 

synaptische Plastizität benötigt wird (Bingol und Sheng, 2011). Ist der mTOR-Signalweg 

übermäßig aktiv, so ist die synaptische Proteinsynthese erhöht (Auerbach et al., 2011), 

während die Degradierung synaptischer Proteine durch Autophagolysosomen erniedrigt 

ist (Egan et al., 2011). Passend dazu ist das autophagosomale Markerprotein MAP1LC3A 

in autistischen Gehirnen pathologisch vermindert nachweisbar (Yoshioka, 1992; Chaudry 

und Vasudevan, 2022). Somit kommt es zu einer pathologischen Akkumulation 

synaptischer Proteine, welche die neuronale Plastizität stört, da die Rückbildung einmal 

herausgebildeter synaptischer Kontakte erschwert ist (Tang et al., 2014), sodass es zu 

einer neuronalen Hyperkonnektivität kommt (Pagani et al., 2021; Chaudry und 
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Vasudevan, 2022). In diesem Zusammenhang konnte im Mausmodell bereits gezeigt 

werden, dass der Verlust der mTOR-regulierten Makroautophagie mit autismusähnlichen 

Defekten der ontogenetisch benötigten Synapseneliminierung einhergeht (Purves und 

Lichtman, 1980; Rakic et al., 1986; Tang et al., 2014; Pagani et al., 2021). 

Während in der Literatur bislang zwar eigenständige pathogenetische Rollen eines 

aberrant aktiven NFKB- sowie eines überaktiven mTOR-Signalweges in der Entstehung 

des Autismus beschrieben werden, fehlt eine molekularbiologische Erklärung für die 

beobachtete Erhöhung der NFKB-Aktivität in Abhängigkeit einer aberranten mTOR-

Aktivität (Xu et al., 2021). Eine mögliche Erklärung ergibt sich aus der näheren 

Betrachtung eines am NFKB-Signalweg beteiligten regulatorischen Proteins, des Proteins 

TNFAIP3 (für weitergehende Informationen zum TNFAIP3 siehe Kapitel 1.2.1.2). Dieses 

wirkt sowohl hemmend auf die NFKB-Aktivität als auch auf die des mTORs ein 

(Matsuzawa et al., 2015; Vetters et al., 2019; Chen et al., 2020); mit einer erniedrigten 

TNFAIP3-Aktivität in autistischen Gehirnen ist somit eine potentielle Verbindung in der 

Pathophysiologie des Autismus – zwischen der dysregulierten synaptischen Protein-

homöostase (erhöhte mTOR-Aktivität) einerseits und der Neuroinflammation (erhöhte 

NFKB-Aktivität) andererseits – vorstellbar. 

 

1.2 Das Protein TNIP1 

 

TNIP1 (auch ABIN1, VAN oder NAF1 genannt) ist ein Protein von 72 kDa Molekular-

gewicht, welches außerhalb des Zentralnervensystems ubiquitär exprimiert zu werden 

scheint (G’Sell et al., 2015; Lei et al., 2020; Shamilov, Ackley et al., 2020). Das für TNIP1 

codierende humane Gen ist auf Chromosom 5q32-33.1 lokalisiert (Shiote et al., 2006), 

das murine Gen liegt auf Chromosom 11 (Verstrepen et al., 2009). Es besteht jeweils aus 

18 Exons (Verstrepen et al., 2009), wobei mehrere Spleißvarianten des TNIP1-Proteins 

nachgewiesen werden konnten, die sich jeweils durch die Deletion von Exons mit oder 

ohne alternative Insertion auszeichnen (Favre et al., 2003; Shiote et al., 2006). 

Das Protein TNIP1 kommt in der Zelle sowohl in zytoplasmatischer als auch in nukleärer 

Lokalisation vor (Gurevich et al., 2011). Es pendelt fortwährend zwischen Zytosol und 

Zellkern (Gupta et al., 2000) und erfüllt eine ganze Reihe an unterschiedlichen 

Funktionen. So fungiert es im Zellkern als Corepressor ligandengebundener nukleärer 
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Rezeptoren, der Retinsäurerezeptoren auf der einen und der Peroxisomproliferator-

aktivierten Rezeptoren auf der anderen Seite (Gurevich und Aneskievich, 2009; Flores et 

al., 2011); insbesondere Ersteres legt eine Beteiligung des TNIP1 an der Steuerung der 

embryonalen Entwicklung nahe, welche auch experimentell nachgewiesen werden konnte 

(Oshima et al., 2009). Im Zytosol interagiert TNIP1 zum einen mit HIV-Proteinen (Favre 

et al., 2003), hemmt zum anderen die ligandengesteuerte Aktivierung eines Opioid-

rezeptors (Zhou et al., 2018) und moduliert darüber hinaus die NFKB-abhängige 

Signaltransduktion (Nanda et al., 2011). 

 

1.2.1 Interaktion des Proteins TNIP1 mit dem Transkriptionsfaktor NFKB und dem 

ebenfalls mit diesem interagierenden Protein TNFAIP3 

 

1.2.1.1 Der Transkriptionsfaktor NFKB 

 

NFKB-Proteine sind spezifische (regulatorische) Transkriptionsfaktoren, die eine bedeu-

tende Schlüsselrolle für die Änderung der zellulären Genaktivität auf äußere Stimuli hin 

inne haben (Rothschild et al., 2018) und in fast allen Zelltypen exprimiert werden (Young 

et al., 2011), so auch in Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten und Mikrogliazellen 

(Camandola und Mattson, 2007).  

NFKB-abhängig exprimierte Proteine sind im Allgemeinen für die Regulation der Entzün-

dungsreaktion und der Immunantwort (Hoffmann et al., 2006) sowie für die Kontrolle der 

Zellproliferation, des Zellüberlebens und der Zellapoptose von Bedeutung (Pranski et al., 

2012). Andererseits ist die NFKB-abhängige Genregulation darüber hinaus im Speziellen 

an der Steuerung der neuronalen Entwicklung sowie der synaptischen Plastizität beteiligt 

(O’Mahony et al., 2006). 

Die Expression NFKB-abhängig transkribierter Gene wird hierbei durch die NFKB-

abhängigen Signaltransduktionskaskaden gesteuert, deren transduktorische Aktivität – 

unter Berücksichtigung der in ebendiese eingreifenden NFKB-Regulationsmechanismen 

(siehe Kapitel 1.2.1.2 sowie 1.2.1.3) – das Ausmaß der NFKB-Aktivierung und damit der 

NFKB-abhängigen Genexpression festlegt. 
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1.2.1.2 Das Protein TNFAIP3 als negativer Regulator der NFKB-abhängigen 

  Signaltransduktion 

 

Die NFKB-Aktivität und damit die Aktivität der NFKB-abhängig transkribierten Gene kann 

sowohl positiv – im Sinne einer Erhöhung der Transkriptionsrate – als auch negativ – im 

Sinne einer Erniedrigung der Transkriptionsrate – reguliert werden (Oeckinghaus et al., 

2011). Die negative Regulation der NFKB-abhängigen Genexpression erfolgt haupt-

sächlich vermittels des Zinkfingerproteins TNFAIP3 (Momtazi et al., 2019), welches im 

Sinne einer negativen Rückkopplungsschleife NFKB-abhängig induziert wird (Abbasi et 

al., 2015; Urbano et al., 2018; Zhou et al., 2011). Die TNFAIP3-vermittelte NFKB-

Deaktivierung beginnt hierbei jedoch erst nach dem Ablauf einer intrinsischen, für die 

NFKB-abhängige Biosynthese funktioneller TNFAIP3-Proteine erforderlichen Zeit, sodass 

zwischenzeitlich NFKB unbeeinträchtigt aktiv ist (Renner und Schmitz, 2009).  

Bei TNFAIP3 (auch A20 genannt) handelt es sich um ein bifunktionelles Enzym, welches 

sowohl über eine K48-Polyubiquitin-Ligasefunktion als auch über eine K63-Polyubiquitin-

Deubiquitinasefunktion verfügt und welches, wie NFKB auch, im Zentralnervensystem, 

insbesondere in Neuronen, exprimiert wird (Pranski et al., 2012; Malynn und Ma, 2019; 

Yu et al., 2020; Perga et al., 2021). K48-verknüpfte Polyubiquitinylierungen fungieren 

typischerweise als Markierungen zur Degradation im Proteasom, während K63-

verknüpfte Polyubiquitinierungen in der Regel zur Modulation der intermolekularen Bin-

dungsaffinität zwischen verschiedenen Proteinen dienen (Pergolizzi et al., 2019). 

TNFAIP3 kann demnach, einerseits, an der NFKB-aktivierenden Signaltransduktions-

kaskade beteiligte Proteine durch K48-Polyubiquitinierung zum proteasomalen Abbau 

markieren und auf diese Weise die NFKB-Aktivität senken, andererseits kann es durch 

K63-Depolyubiquitinylierung die Interaktion zwischen den an dem NFKB-aktivierenden 

Signalweg beteiligten Proteinen stören, wodurch ebenfalls die NFKB-Aktivität gesenkt 

werden kann (Vereecke et al., 2009). In beiden Fällen resultiert eine erniedrigte 

Transkriptionsrate der NFKB-abhängig exprimierten Gene; somit hat TNFAIP3 im 

Allgemeinen einen antiinflammatorischen Effekt (Onizawa et al., 2015), der auch daran 

zu erkennen ist, dass eine gestörte TNFAIP3-Funktion mit einer ganzen Reihe an 

(auto)inflammatorischen Krankheitsbildern außerhalb und innerhalb des Zentral-

nervensystems assoziiert ist (Zhai et al., 2018; Montarolo et al., 2020), so z. B. mit der 

Multiplen Sklerose (Wertz et al., 2015; Perga et al., 2017) oder dem systemischen Lupus 
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erythematodes (Musone et al., 2008; Ma und Malynn, 2012) mit neuropsychiatrischer 

Manifestation (Duan et al., 2019). Eine regelrechte TNFAIP3-Aktivität spielt folglich eine 

ganz wesentliche Rolle für die Vermeidung pathologischer (auto)inflammatorischer 

Prozesse (Dasgupta et al., 2004; Malynn und Ma, 2019). So geht eine erhöhte TNFAIP3-

Aktivität mit einem geringeren Ausmaß an neuroinflammatorischer Schädigung einher 

(Wang et al., 2013; Amjad et al., 2019), während eine erniedrigte TNFAIP3-Aktivität zu 

einer ausgedehnteren Hirngewebeschädigung infolge einer Neuroinflammation führt 

(Meng et al., 2017; Voet et al., 2018; Momtazi et al., 2019; Mohebiany et al., 2020). 

 

1.2.1.3 Das Protein TNIP1 als negativer Regulator der NFKB-abhängigen  

  Signaltransduktion 

 

TNIP1 besitzt die Fähigkeit, den NFKB-aktivierenden Signalweg entweder unabhängig 

von TNFAIP3 oder aber durch Interaktion mit TNFAIP3 zu beeinflussen, wobei die Wir-

kung von TNIP1 in Anwesenheit von TNFAIP3 verstärkt ist (Heyninck et al., 2003; Zhou 

et al., 2011; G’Sell et al., 2015; Shamilov, Vinogradova et al., 2020). Für diese Interaktion 

mit TNFAIP3 ist die TNIP1-Domäne AHD1 (siehe Abbildung 1) von Bedeutung 

(Samulevich et al., 2025). Umgekehrt wird auch der Effekt des TNFAIP3 durch das TNIP1 

gesteigert, wobei TNFAIP3 seine Funktion ebenfalls sowohl in Anwesenheit als auch in 

Abwesenheit vom TNIP1 erfüllen kann (Heyninck et al., 1999; Zhou et al., 2011). Im 

Gegensatz zu TNFAIP3 verfügt TNIP1 nicht über eine eigenständige biokatalytische 

Aktivität (Shamilov und Aneskievich, 2018).  

 

 

 

 

 

Abb. 1: Überblick über die Domänenstruktur des humanen/murinen Proteins TNIP1. Die 
Nummerierungen zeigen die jeweiligen Aminosäuresequenzpositionen an. Es finden sich 
im Wesentlichen fünf funktionelle Proteindomänen, vier autologe Homologiedomänen 
(AHD1 bis AHD4) und eine NEMO-bindende Domäne (NBD). Die AHD2 ist für die Bindung 
an Ubiquitinmotive zuständig und wird daher auch UBAN genannt (Le Guerroué et al., 
2023). 
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TNIP1 bindet an ubiquitinierte Signalmoleküle (Wagner et al., 2008; Oshima et al., 2009; 

Verstrepen et al., 2009; Ramirez et al., 2012); es fungiert durch seine K48-

Polyubiquitinketten-bindende Eigenschaft als Autophagierezeptor und dirigiert so die ent-

sprechend ubiquitinylierten Moleküle zur autophagolysosomalen Degradation (Shinkawa 

et al., 2022). Für die ubiquitinbindende Eigenschaft von TNIP1 ist dessen Domäne AHD2, 

auch UBAN genannt, von Bedeutung (siehe Abbildung 1; Samulevich et al., 2025). Da 

TNFAIP3 am NFKB-Signalweg beteiligte Moleküle durch K48-Polyubiquitinylierung zum 

Abbau markiert (Malynn und Ma, 2019; Yu et al., 2020), beschleunigt TNIP1 als 

Autophagierezeptor den autophagolysosomalen Abbau ebendieser Moleküle. Somit 

ergänzen TNFAIP3 und TNIP1 einander jeweils in ihrer Funktionsweise ergänzen und 

dämpfen die NFKB-abhängige Signaltransduktion durchaus synergistisch (Kattah et al., 

2018). 

 

1.2.2 Potentielle Bedeutung des Proteins TNIP1 in der Pathogenese der Autismus-

spektrumstörungen 

 

TNIP1-Proteine werden als Schlüsselmediatoren inflammatorischer Signaltransduktion 

erkannt (Shamilov und Aneskievich, 2018), die antiinflammatorisch wirken (Lei et al., 

2020). Sie ziehen im Falle verminderter Aktivität eine aberrante NFKB-Aktivität nach sich 

(Ippagunta et al., 2016; Rudraiah et al., 2018) und unterliegen einer NFKB-gesteuerten 

Induktion, sodass TNIP1-Proteine an einer Termination der NFKB-Aktivität im Sinne einer 

negativen Rückkopplungsschleife beteiligt sind (Verstrepen et al., 2009). Ferner ist TNIP1 

mit einer pathologisch übersteigerten neuroinflammatorischen Aktivität in Verbindung 

gebracht worden (Zhou et al., 2020); beispielsweise zeigte sich für eine verminderte 

TNIP1-Expression eine Assoziation mit autoinflammatorischen Krankheitsbildern des 

Zentralnervensystems wie dem (neuropsychiatrischen) systemischen Lupus erythema-

todes (Gateva et al., 2009; Nanda et al., 2011; Zhou et al., 2011; Jiménez-Sousa et al., 

2019; Brady et al., 2020; Shinkawa et al., 2022). 

Ähnlich der Beteiligung einer pathologisch verminderten Expression des Proteins 

TNFAIP3 an der Entstehung des Autismus, ist eine solche Beteiligung ebenso für eine 

verminderte Expression des Proteins TNIP1 denkbar. Im Gegensatz zur Expression des 

TNFAIP3 ist diejenige des TNIP1 im Gehirn jedoch bislang nicht untersucht worden; 
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sämtliche verfügbaren Expressionsanalysen beziehen sich lediglich auf die Tnip1-mRNA. 

So konnte im Jahre 1999 mittels Northern Blot-Analyse gezeigt werden, dass die Tnip1-

mRNA, verglichen mit anderen Geweben und Organen des Körpers, nur in geringen 

Mengen im Gehirn exprimiert wird (Fukushi et al., 1999). Dieses Forschungsresultat steht 

im Widerspruch zur in situ-Hybridisierung der Tnip1-mRNA, die vom Allen Institute for 

Brain Science in Seattle, Washington, USA vorgenommen wurde und eine gut erkennbare 

Anfärbung der Tnip1-mRNA zeigt. 

  

1.3 Das Kleinhirn der Maus 

 

Das Kleinhirn der Maus ist aus mehreren Gründen ein hervorragendes Modell für 

morphologische Untersuchungen. Einerseits ist es aufgrund seiner Lage leicht für 

Präparationen zugänglich, was eine artefaktarme Gewinnung des Probemateriales 

erlaubt. Andererseits sind die einzelnen Zelltypen des Kleinhirnes gut beschrieben und es 

existieren, was von besonderer Wichtigkeit ist, geeignete Markerproteine, anhand derer 

die Identifikation der einzelnen Zelltypen möglich ist. Aus diesen strukturellen Gründen, 

aber auch aus funktionellen Erwägungen – die neuronalen Zellen des humanen und des 

murinen Kleinhirnes sind identisch verschalten –, fiel die Entscheidung zur Verwendung 

des Kleinhirnes der Maus als Modell zur Untersuchung der Expression des Proteins 

TNIP1 im Gehirn leicht. 

 

1.3.1 Überblick und makroskopische Anatomie des Kleinhirnes 

 

Das Kleinhirn sitzt dem Hirnstamm dorsal auf, wobei es über die paarig ausgeprägten 

Kleinhirnstiele seine sämtlichen Afferenzen erhält und Efferenzen entsendet. Die 

Kleinhirnstiele verbinden das Kleinhirn mit dem Hirnstamm und begrenzen seitlich den IV. 

Ventrikel, der sich zwischen Kleinhirn und Hirnstamm befindet. Das Dach des IV. 

Ventrikels wird durch das obere Marksegel gebildet, der Boden durch das untere; die 

beiden Marksegel verbinden ebenfalls Kleinhirn und Hirnstamm miteinander. 

Beim Kleinhirn handelt es sich um ein analog zum Großhirn in Rinde und Mark 

gegliedertes Organ, wobei die Afferenzen jeweils über eine im Kleinhirnstiel verlaufende 

Bahn zur Kleinhirnrinde gelangen, dort sowie in den zentral im Marklager gelegenen 
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Kleinhirnkernen verrechnet werden (siehe Kapitel 1.3.2) und dann als Efferenzen das 

Kleinhirn wieder über eine ihrerseits im Kleinhirnstiel verlaufende Bahn verlassen. 

Das Kleinhirn lässt sich strukturell entlang der mediolateralen Achse in drei Bereiche 

untergliedern, den mediansagittal gelegenen Kleinhirnwurm sowie die diesem beiderseits 

benachbart gelegenen Kleinhirnhemisphären; entlang der kraniokaudalen Achse können 

drei Lappen unterschieden werden, die Lobi anterior, posterior und flocculonodularis. Wie 

aus Abbildung 2 hervorgeht, kann der Kleinhirnwurm weiter untergliedert werden in zehn 

Läppchen, die Lobuli I – X (Larsell, 1952). Funktionell lassen sich ein Spinocerebellum, 

ein Pontocerebellum (Cerebrocerebellum) sowie ein Vestibulocerebellum unterscheiden, 

phylogenetisch ein Palaeocerebellum, ein Archicerebellum sowie ein Neocerebellum; 

hierbei entsprechen das Spino- bzw. das Palaeocerebellum den Lobuli I – V nach Larsell 

(in ihrer Gesamtheit zum Lobus anterior gehörig), das Ponto- bzw. das Archicerebellum 

den Lobuli VI – IX nach Larsell (zugehörig zum Lobus posterior) sowie das Vestibulo- bzw. 

das Neocerebellum dem Lobulus X nach Larsell (zum Lobus flocculonodularis gehörig) 

(Frantz et al., 1994; Altman und Bayer, 1997). 

 

 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung eines vermalen murinen Kleinhirnsagittalschnittes zur 
Veranschaulichung der Kleinhirnlobulierung nach Larsell. 
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Dem Kleinhirn wurden lange Zeit nur motorische Funktionen zugeschrieben 

(Beckinghausen und Sillitoe, 2019); inzwischen setzt sich aber zunehmend die Erkenntnis 

durch, dass das Kleinhirn auch eine wichtige Rolle in der Koordination der Aktivität der 

verschiedenen Großhirnrindenareale innehat und damit an weit mehr Gehirnfunktionen 

beteiligt ist (Reeber et al., 2013). So geht man davon aus, dass das Kleinhirn durch seine 

reichliche Verschaltung mit der Großhirnrinde die Kohärenz verschiedener Areale der 

Großhirnrinde koordinieren könnte, die per se unterschiedliche Funktionen erfüllen. Dem 

Kleinhirn kommt in dieser Theorie gewissermaßen die Rolle eines Schrittmachers zu, der 

die kognitive Integrationsleistung verbessern könnte (van der Heijden et al., 2021). Zu 

dieser Hypothese passen Forschungsergebnisse, die auf eine Beteiligung des Kleinhirnes 

an der Kognition hinweisen (Reeber et al., 2013; van der Heijden et al., 2021). 

 

1.3.2 Neuronale Verschaltung des Kleinhirnes und mikroskopische Anatomie der 

Kleinhirnrinde 

 

Afferenzen von extrazerebellär gelangen auf beiden Seiten jeweils einerseits über den 

Tractus olivocerebellaris und andererseits über die Tractus spino-, ponto- und vestibulo-

cerebellares zum Kleinhirn. Die Axone, die die Tractus olivocerebellares bilden, werden 

„Kletterfasern“ genannt; diejenigen, die in den Tractus spino-, ponto- und vestibulo-

cerebellares verlaufen, werden als „Moosfasern“ bezeichnet. Die Kletterfasern gelangen 

zunächst durch Marklager, Körnerschicht und Purkinjezellschicht (Ganglienzellschicht) 

hindurch in die Molekularschicht der dreischichtig aufgebauten Kleinhirnrinde. In dieser 

äußeren Schicht der Kleinhirnrinde winden sie sich rankend um die Äste des Dendriten-

baumes der Purkinjezellen, auf die sie jeweils aspartaterg-exzitatorisch verschalten sind. 

Die Purkinjezellen, deren Perikaryen jeweils in der mittleren Ganglienzellschicht liegen 

(Binda et al., 2020), bilden hierbei zur Aufnahme exzitatorischer synaptischer Kontakte 

dendritische Dornen aus (Altman und Bayer, 1997) – dies entdeckte bereits Santiago 

Ramón y Cajal als Begründer der modernen Neurowissenschaften (Sotelo, 2003). Die 

Moosfasern hingegen gelangen durch das Marklager in die innere Körnerschicht, wo sie 

glutamaterg-exzitatorisch mit den dort ansässigen Körnerzellen verschalten sind 

(Delvendahl et al., 2013). 
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Die ebenfalls glutamatergen Körnerzellen senden ihrerseits exzitatorisch wirksamen 

Efferenzen über ihre Axone, die sogenannten „Parallelfasern“, zu den inhibitorischen 

Interneuronen der Kleinhirnrinde sowie den Purkinjezellen (Altman und Bayer, 1997). 

Korb-, Stern- und Golgi-Zellen bilden hierbei die Gruppe der GABAergen, inhibitorischen 

Interneurone der Kleinhirnrinde (Schilling et al., 2008). Stern- und Korbzellen sind in der 

Molekularschicht, Golgizellen hingegen in der Körnerzellschicht gelegen; während Stern- 

bzw. Korbzellen jeweils inhibitorisch auf den Dendritenbaum bzw. das Soma der 

Purkinjezellen verschalten sind, dämpfen die Golgi-Zellen im Sinne einer retrograden 

Inhibition die Körnerzellen. Nachdem letztlich durch die Purkinjezellen eine Integration 

deren verschiedenartiger exzitatorischer und inhibitorischer Afferenzen stattgefunden hat 

(Beckinghausen und Sillitoe, 2019), entsenden jene ihre Axone zu den im Marklager 

gelegenen Kleinhirnkernen, den jeweils paarigen Nuclei dentati, Nuclei interpositi (bei der 

Maus; entsprechen den paarigen Nuclei globosi und Nuclei emboliformes des Menschen) 

sowie Nuclei fastigii (Altman und Bayer, 1997). Mit diesen sind sie als einzige efferente 

Zellen der Kleinhirnrinde GABAerg-inhibitorisch verschalten (Dusart und Flamant, 2012; 

Binda et al., 2020). Die Neurone der Kleinhirnkerne entsenden daraufhin über die in den 

Kleinhirnstielen jeweils beidseits verlaufenden Tractus cerebellothalamici, -olivares und -

rubrales Efferenzen zu extrazerebellären Strukturen. Die intra- und extrazerebellären 

Verschaltungen des Kleinhirnkortex sind in Abbildung 3 skizziert. 

Neben Neuronen finden sich in der Kleinhirnrinde auch neurogliale Zellen: außer den ubi-

quitär im Zentralnervensystem vorkommenden Mikrogliazellen als dessen geweberesi-

denten Makrophagen (Miron, 2017) einerseits astroglial differenzierte Zellen und anderer-

seits Oligodendrozyten. In der Molekular- und Körnerschicht sitzen hierbei die Astrozyten, 

während sich in der Molekular- und in der Ganglienzellschicht die Zellen der Bergmannglia 

als spezialisierter Radialglia des Kleinhirnes finden (Dusart und Flamant, 2012). Das Vor-

kommen der Oligodendrozyten ist in der Kleinhirnrinde auf die Körnerschicht beschränkt, 

da sich nur dort in der Kleinhirnrinde myelinisierte Axone finden, nämlich Kletterfasern, 

Moosfasern (jeweils afferente Faserqualität) und Purkinjezellaxone (efferente 

Faserqualität). Zu beachten ist jedoch, dass nicht alle Axone in der Körnerzellschicht 

myelinisiert sind, so z. B. die Parallelfasern nicht. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der neuronalen Verschaltung des Kleinhirnes. Grün: 
exzitatorische Verschaltung; rot: inhibitorische Verschaltung. CF: Kletterfaser, MF: 
Moosfaser, PF: Parallelfaser. Die Abbildung verdeutlicht die zentrale Position der 
Purkinjezellen als einzigen efferenten Zellen der Kleinhirnrinde. 
 

 

1.3.3 Ontogenese 

 

1.3.3.1 Pränatale ontogenetische Entwicklung 

 

Das zerebelläre Primordium erscheint zwischen dem zehnten (E10) und zwölften 

embryonalen Tag (E12) als verdickte Ausstülpung der dorsalen Wand des primitiven IV. 

Ventrikels, welche die Entstehung der primären Keimzonen anzeigt (Miale und Sidman, 

1961). Diese primären Keimzonen werden in etwa um den Zeitpunkt E13 herum erkenn-

bar; bei ihnen handelt es sich um definierte, mehrschichtige Areale des das Neuralrohr 

auskleidenden Neuroepithels beziehungsweise primitiven Ependyms (Miale und Sidman, 

1961; Altman und Bayer, 1997). Man unterscheidet hier die beiderseits medial an der 

Hinterwand des künftigen IV. Ventrikels gelegenen Ventrikularzonen und die ebenfalls 

beiderseits jeweils lateral der Ventrikularzonen und damit an den Seitenwänden des 
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naszierenden IV. Ventrikels gelegenen Rautenlippen (van Essen et al., 2020). Erstere 

sind der Entstehungsort der (in dieser zeitlichen Reihenfolge, aber teils überlappend 

entstehenden) GABAergen Neurone des Kleinhirnes, namentlich der inhibitorischen 

Kleinhirnkernneurone, der Purkinjezellen und der inhibitorischen Interneurone, sowie 

sämtlicher astroglialer Zellen des Kleinhirnes (Altman und Bayer, 1997; Haldipur et al., 

2018), während in Letzteren hingegen (ebenfalls in dieser zeitlichen Reihenfolge, aber 

teils überlappend) die glutamatergen Neurone des Kleinhirnes, exzitatorische Klein-

hirnkernneurone sowie Körnerzellprogenitoren, entstehen (van Essen et al., 2020). Der 

Vollständigkeit halber sei erwähnt, dass die Mikrogliazellen aus dem Knochenmark über 

die Blutbahn und die Oligodendrozyten ausgehend von extrazerebellären Strukturen über 

die Vela medullaria jeweils erst sekundär ins Kleinhirn immigrieren (Leto et al., 2016). 

Die beiden Populationen an Körnerzellprogenitoren migrieren nach ihrer Entstehung in 

den lateralen rhombischen Lippen jeweils beiderseits entlang der Kleinhirnoberfläche – 

direkt tangential unter der entstehenden weichen Hirnhaut und damit näherungsweise 

parallel zur meningealen Oberfläche des Kleinhirnes – nach dorsal und proliferieren 

währenddessen weiter (Miale und Sidman, 1961; Altman und Bayer, 1997; Haldipur et al., 

2018). So entsteht die äußere Körnerschicht; diese stellt eine sekundäre Keimzone dar, 

in der die Körnerzellprogenitoren nach ihrer Entstehung in den primären Keimzonen 

weiterproliferieren (Leto et al., 2016), und bedeckt ungefähr ab dem Zeitpunkt E15 die 

gesamte Oberfläche des primitiven Kleinhirnes (Miale und Sidman, 1961).  

Die Purkinjezellen migrieren hingegen nach ihrer Entstehung in den medialen Ventri-

kularzonen hauptsächlich entlang der Zellen der Radialglia, die von innen nach außen 

gerichtete und nahezu senkrecht zur meningealen Oberfläche des Kleinhirnes stehende 

Leitschienen für die neuronale Migration darstellen, nach dorsal (Leto et al., 2016; 

Haldipur et al., 2018; Beckinghausen und Sillitoe, 2019). Bemerkenswerterweise ist die 

Entstehung der Purkinjezellen nach ihrem Beginn zum Zeitpunkt E11 mit dem Verschwin-

den der letzten der nur etwa 100-150 Purkinjezellprogenitoren in der Ventrikularzone 

schon zum Zeitpunkt E13 abgeschlossen (Miale und Sidman, 1961; Oberdick et al., 1988; 

Baader et al., 1996), sodass bereits zu diesem Zeitpunkt die gesamte Anzahl an jemals 

vorhandenen Purkinjezellen entstanden ist.  

So entsteht in etwa bis E15 eine Kleinhirnplatte, die (von innen nach außen) aus dem 

primitiven Ependym mit Ventrikularzonen und Rautenlippen, einer Mantelzone mit mi-
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grierenden Purkinjezellen, einer Molekularschicht sowie einer äußeren Körnerschicht be-

steht (Miale und Sidman, 1961). Bis zum Zeitpunkt E17 ist die Migration der Purkinjezellen 

abgeschlossen (Dusart und Flamant, 2012). Es hat sich eine mehrschichtige Purkinjezell-

platte als Ganglienzellschicht herausgebildet, die von der äußeren Körnerschicht durch 

die dazwischenliegende Molekularschicht abgegrenzt wird (Leto et al., 2016); die 

Purkinjezellen stimulieren nun die Proliferation der über ihnen gelegenen Körnerzell-

progenitoren (Wechsler-Reya und Scott, 1999).  

Ebenfalls pränatal abgeschlossen sind die Neurogenese und die Migration der Neurone 

der Kleinhirnkerne, die hierzu in etwa während der Purkinjezellmigration die Ventriku-

larzonen und rhombischen Lippen verlassen und deren Migration entlang der Radial-

gliazellen dann, gewissermaßen „auf halbem Weg“, mitten in der Mantelzone (als zukünf-

tigem Marklager) endet (Altman und Bayer, 1997). Die in den Ventrikularzonen entstan-

denen neuroglialen Progenitoren verlassen ebenso noch pränatal ihre Keimzonen und mi-

grieren in das Kleinhirngewebe, in welchem sie anschließend weiterproliferieren (Altman 

und Bayer, 1997; Dusart und Flamant, 2012). 

 

1.3.3.2 Postnatale ontogenetische Entwicklung 

 

Zum Zeitpunkt der Geburt stellt sich die Entwicklung des Kleinhirnes folgendermaßen dar: 

Das Kleinhirn besteht noch immer aus einem primitiven Ependym, das die Ventri-

kularzonen mit den bereits entstandenen, aber noch nicht emigrierten Korbzellen, 

Sternzellen und Golgizellen (Beckinghausen und Sillitoe, 2019) beherbergt. Sowohl die 

Purkinjezellen und die inhibitorischen Kleinhirnkernneurone als auch die neuroglialen 

Progenitoren haben die Ventrikularzonen bereits verlassen. Die Körnerzellprogenitoren 

sind inzwischen alle vom primären ins sekundäre Keimzentrum, die äußere Körnerschicht, 

gewandert (Edwards et al., 1990) und die exzitatorischen Kleinhirnkernneurone sind 

ebenso aus den rhombischen Lippen emigriert, sodass diese verschwunden sind. Die 

Purkinjezellen haben sich in einer mehrschichtigen Ganglienzellschicht (sog. multilayer) 

angeordnet, welche durch eine Molekularschicht von der äußeren Körnerschicht abge-

grenzt wird (Edwards et al., 1990). Eine innere Körnerschicht existiert (noch) nicht. Die 

ursprüngliche Mantelzone ist durch die Immigration der Kleinhirnkernneurone und der 

Gliazellen zum Marklager geworden. 
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Im Verlauf der postnatalen Entwicklung bis hin zum adulten Kleinhirn (vom Tag der Geburt 

(:= P0) bis zum einschließlich 59. postnatalen Tag (P59)) finden nun im Wesentlichen drei 

relevante Entwicklungsprozesse statt: i. die Differenzierung der Purkinjezellen unter 

Herausbildung einer einschichtigen Purkinjezellschicht, ii. die Beendigung der Proli-

feration der Körnerzellen mit anschließender Migration von der äußeren in die dadurch 

entstehende innere Körnerzellschicht (Kuhar et al., 1993) sowie iii. die Herausbildung der 

in Kapitel 1.3.2 beschriebenen zerebellären Schaltkreise, wobei sich die Punkte i. und ii. 

binnen der ersten drei postnatalen Wochen (P0 bis einschl. P21) ereignen, während sich 

der Punkt iii. über einen längeren Zeitraum erstreckt (Altman und Bayer, 1997). Im Fol-

genden soll auf die Entwicklungsprozesse während der ersten drei postnatalen Wochen 

näher eingegangen werden. 

Die postnatale Entwicklung der Purkinjezellen beginnt mit der Ausbildung einer apikal 

gelegenen Zellschwellung als Somaausziehung am apikalen Zellpol, von welchem sich 

im Verlauf zunehmend verzweigende Fortsätze im Sinne einer Dendritogenese aus-

sprossen (Holst et al., 2008). Die Purkinjezellen sind zu diesem Zeitpunkt multipolar. Im 

Rahmen der weiteren Entwicklung bildet sich aus dieser apikalen Schwellung der Stamm-

dendrit der Purkinjezelle, von dem somit alle Dendriten der Zelle ausgehen; etwaige nicht 

von diesem Stammdendriten ausgehende dendritischen Zellfortsätze bilden sich zurück 

(Dusart und Flamant, 2012). Zugleich entsteht aus einer Zellkörperverdickung am basalen 

Zellpol ein aussprossendes Axon; die zunächst multipolare Purkinjezelle wird so bipolar. 

Die Aussprossung neuer Dendriten und die damit verbundene Herausbildung des charak-

teristischen Dendritenbaumes in der Molekularschicht dauert in der Folge noch bis zur 

Beendigung der Körnerzellmigration an (Sotelo und Dusart, 2009), wobei die Purkinje-

zellen sich zwischen dem Ende der ersten und dem Beginn der zweiten postnatalen 

Woche sowohl bedingt durch das Wachstum des Kleinhirnes und das damit zunehmende 

Platzangebot als auch bedingt durch eine postnatale Apoptoseaktivität, die etwa zum 

Zeitpunkt P3 ihr Maximum erreicht und zur Reduktion der Purkinjezellanzahl führt, strikt 

nebeneinander (und nicht mehr auch über- bzw. untereinander) im typischen monolayer 

anordnen (Jankowski et al., 2004; Jankowski et al., 2009; Dusart und Flamant, 2012). 
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Abb. 4: Schematische Darstellung der postnatalen Entwicklung der Purkinjezellen sowie 
der Körnerzellen. Blau: Körnerzell(progenitor)en (dunkelblau: noch mitotisch aktiv, 
hellblau: bereits postmitotisch), orange: Purkinjezellen. EGL: äußere Körnerschicht, ML: 
Molekularschicht, PL: Purkinjezellschicht, IGL: innere Körnerschicht, WM: Marklager. 
 

 

Gleichzeitig kommt es zur Proliferation (in der superfiziellen äußeren Körnerzellschicht als 

Proliferationszone) und zur Differenzierung (in der profunden äußeren Körnerschicht als 

Differenzierungszone) der Körnerzellen (Haldipur et al., 2018). Die äußere Körnerschicht 

erreicht hierbei in der zweiten postnatalen Woche ihre maximale Ausdehnung (Miale und 

Sidman, 1961). Die Körnerzellen entsenden nach dem Austritt aus dem Zellzyklus und 

dem Übergang von der äußeren in die innere Zone der äußeren Körnerschicht als 

postmitotische Neurone zwei entlang einer imaginären Geraden verlaufende Fortsätze, 

die von gegenüberliegenden Zellpolen ausgehen (Schilling et al., 2008; Haldipur und 

Millen, 2019; van Essen et al., 2020). Hierbei orientieren sie sich an den senkrecht zur 

Kleinhirnoberfläche stehenden Bergmanngliazellen als ehemaligen Radialgliazellen 

(Hartfuss et al., 2001; Haldipur et al., 2018), zu denen ihre Fortsätze wiederum orthogonal 

stehen – und damit parallel zur Kleinhirnoberfläche. Anschließend migrieren sie zwischen 

P7 und P21 (Oberdick et al., 1988), im Sinne eines Prinzips der glial guidance geleitet von 

den Bergmanngliazellen (Sotelo et al., 1994), durch die Molekular- und die Purkinje-

zellschicht hindurch bis in das unter Letzterer gelegene Marklager und lassen sich dort 

nieder, sodass die (innere) Körnerschicht entsteht (Haldipur et al., 2018). Hierbei wandert 

der Zellkörper schneller als die Zellfortsätze, sodass sich die typische T-Form der 
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Körnerzellaxone herausbildet (Tharmalingam und Hampson, 2016). Die Proliferation in 

der äußeren Körnerschicht dauert bis zum Zeitpunkt P15 an (Haldipur et al., 2018), 

sodass die äußere Körnerschicht nach Abschluss der Körnerzellmigration im Laufe der 

dritten postnatalen Woche verschwindet (Miale und Sidman, 1961). Abbildung 4 gestattet 

einen Überblick über die postnatale Entwicklung der Kleinhirnrinde bezogen auf Purkinje- 

und Körnerzellen. 

Die Myelinisierung der Kletterfasern, Moosfasern und Purkinjezellaxone in der 

Körnerschicht beginnt zum Ende der ersten postnatalen Woche hin und schreitet dann 

zusehends fort (Foran und Peterson, 1992). 

 

1.4 Zielsetzung und Fragestellung 

 

Eine aberrant verminderte TNIP1-Aktivität ist – besonders in Anbetracht seiner bekannten 

Interaktion mit dem NFKB-abhängigen Signaltransduktionsweg – als pathogenetischer 

Faktor sowohl bezogen auf autistische Störungen als auch in Bezug auf andere 

(auto)inflammatorische Krankheitsbilder des Zentralnervensystems möglich. Bislang ist 

jedoch noch nicht untersucht worden, ob das TNIP1-Protein überhaupt unter physio-

logischen Bedingungen in Zellen des Gehirns der Maus exprimiert wird. Da das murine 

Kleinhirn als Modell für die Erforschung der Gehirnentwicklung hervorragend geeignet ist 

(Oberdick et al., 1988; Schilling et al., 1991; Smeyne et al., 1995; Baader et al., 1998; 

Oberdick, 1998; Schilling et al., 2008) und insbesondere dessen Purkinjezellen als Modell 

für die Entwicklung der Dendriten und synaptischer Verschaltungen außerordentlich 

attraktiv sind (Kapfhammer und Gugger, 2012), soll in der vorliegenden Arbeit die TNIP1-

Expression zu verschiedenen Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung des Kleinhirnes 

der Maus in verschiedenen Zellarten mittels immunchemischer Färbeverfahren unter-

sucht werden. Dass das TNIP1-Protein im Kleinhirn der Maus exprimiert wird, lassen 

öffentlich zugängliche in situ-Hybridisierungsdaten des Allen Brain Atlas vermuten. Der 

Einsatz immunhistochemischer Doppelfärbungen an aldehydfixierten Vibratomschnitten 

als auch immunzytochemischer Doppelfärbungen an aldehydfixierten gemischten dis-

soziierten Primärzellkulturen soll hierbei einerseits die zelluläre Zuordnung der erhaltenen 

TNIP1-Färbesignale ermöglichen und andererseits die subzelluläre Lokalisation der 

TNIP1-Anfärbungen zeigen. 



– 32 – 
 

2 Material und Methoden 
 

2.1 Geräte und Chemikalien 

 

2.1.1 Geräte 

 

Zur pH-Einstellung wurde ein pH-Meter der Firma Mettler Toledo, zur Gewichtsermittlung 

wurde eine Waage der Firma Mettler Toledo verwendet. An Zentrifugen kamen sowohl 

Gerätschaften der Firma Heraeus als auch der Firma Thermo Fisher Scientific zum 

Einsatz. 

Die darüber hinaus im Rahmen dieses Promotionsprojektes eingesetzten speziellen 

Gerätschaften werden grundsätzlich an den Stellen benannt, an denen sie erstmals 

Verwendung finden.  

 

2.1.2 Chemikalien 

 

2.1.2.1 Lösungen 

 

Tabelle 1 listet die Zusammensetzung sämtlicher Lösungen auf, die für die in dieser 

Dissertation beschriebenen Experimente verwendet wurden und deren Bestandteile 

und/oder deren Herstellungsverfahren nicht in der zugehörigen Versuchsbeschreibung 

aufgeführt sind. 

 

 

Tab. 1: Auflistung der Lösungen in alphabetischer Reihenfolge 
 

Bezeichnung der 
Lösung 

Herstellung Zielkonzentrationen der 
gelösten Substanzen 

DTT-Puffer - 3,86 g DTT 
- Aqua bidestillata ad 250 mL 

- 0,1 M DTT 
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Bezeichnung der 
Lösung 

Herstellung Zielkonzentrationen der 
gelösten Substanzen 

Hank’sche Lösung - 8 g Natriumchlorid 
- 0,375 g Kaliumchlorid 
- 0,350 g Natriumhydrogen-   
  carbonat 
- 0,125 g Dinatriumhydrogen- 
  phosphat 
- 0,368 g Calciumchlorid 
- 0,317 g Magnesiumchlorid 
- 1 g Glukose 
- Ampuwa® (Firma Fresenius Kabi)  
  ad 1.000 mL 

 pH-Einstellung auf pH 7,2 
durch Zugabe von Salzsäure 
oder Natronlauge 

 Sterilisierende Filtration 

 Aufbewahrung im 
Kühlschrank (+4 °C) 

- 140 mM Natriumchlorid 
- 5,2 mM Kaliumchlorid 
- 4,2 mM Natrium- 
  hydrogencarbonat 
- 0,9 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 
- 3,3 mM Calciumchlorid 
- 3,3 mM Magnesium- 
  chlorid 

- 5,5 mM Glukose 

Hybridisierungs-
lösung 

- 50 mL 100 % (w/v) Formamid 
- 7 mL Ultra PureTM 20X SSC  
  buffer (Firma Invitrogen) 
- 0,1 mL 0,5 M EDTA 
- 0,5 mL 1 % (w/v) Hefe-tRNA  
  (Firma Invitrogen) 
- 0,2 mL Tween® 20 (Firma Roth) 
- 5 mL 10 % (w/v) CHAPS 
- 0,1 mL 5 % (w/v) Natriumheparin 
- PBS-DEPC ad 100 mL 

- 50 % (w/v) Formamid 
- 7 % (v/v) Ultra PureTM  
  20X SSC buffer 
- 0,5 mM EDTA 
- 0,005 % (w/v) Hefe- 
  tRNA 
- 0,2 % (v/v) Tween® 20 
- 0,5 % (w/v) CHAPS 
- 0,005 % (w/v) Natrium- 
  heparin 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 
- 6 mM DEPC 

Lämmli-Puffer - 747 mg TRIS 
- 2 g SDS 
- 10 mL Glyzerin 
- 5 mL 2-Mercaptoethanol 
- 100 mg Bromphenolblau 
- Aqua bidestillata ad 100 mL 

- 6,2 M TRIS 
- 6,9 M SDS 
- 10 % (v/v) Glyzerin 
- 5 % (v/v) 2-Mercapto- 
  ethanol 
- 0,1 M Bromphenolblau 

MAB - 50 mL 1 M Maleinsäure 
- 75 mL 1 M Natriumhydroxid 
- Aqua bidestillata ad 500 mL 

 pH-Einstellung auf pH 7,5 mit 
Salzsäure und Natronlauge 

- 0,1 M Maleinsäure 
- 0,15 M Natriumhydroxid 

MABT - 0,1 mL Tween® 20 
- MAB ad 100 mL 

- 0,1 % (v/v) Tween® 20 
- 0,1 M Maleinsäure 
- 0,15 M Natriumhydroxid 
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Bezeichnung der 
Lösung 

Herstellung Zielkonzentrationen der 
gelösten Substanzen 

Natriumcitrat-
puffer  
(pH 6,0) 

- 2,94 g Trinatriumcitrat 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

 pH-Einstellung mittels Zugabe 
von Salzsäure/Natronlauge 

- 11,4 mM Trinatriumcitrat 

Neurobasal-
medium 

- 96 mL NeurobasalTM Medium  
  (Marke Gibco) 
- 2 mL B-27 Supplement  
  (Marke Gibco) 
- 1 mL GlutaMAXTM (100X)  
  (Marke Gibco) 
- 1 mL Penicillin/Streptomycin  
  (100x) (Marke Gibco) 

- 96 % (v/v) NeurobasalTM  

  Medium 
- 2 % (v/v) B-27  
  Supplement 
- 1 % (v/v) GlutaMAXTM  
  (100X) 
- 1 % (v/v)  
  Penicillin/Streptomycin  
  (100x) 

NTMT - 10 mL 1 M TRIS-EDTA 
- 10 mL 1 M Natriumchlorid 
- 5 mL 1 M Magnesiumchlorid 
- 100 µL Tween® 20 
- 10 mL 20 mM Levamisol 
- Aqua bidestillata ad 100 mL 

- 100 mM TRIS-EDTA 
- 100 mM Natriumchlorid 
- 50 mM Magnesium- 
  chlorid 
- 0,1 % (v/v) Tween® 20 
- 2 mM Levamisol 

PBS  
(pH 7,4) 

- 8,77 g Natriumchlorid 
- 1,38 g Dinatriumhydrogen- 
  phosphat 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

 pH-Einstellung mittels Zugabe 
von Salzsäure/Natronlauge 

- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 

10x-PBS 
(pH 7,0) 

- 87,7 g Natriumchlorid 
- 13,8 g Dinatriumhydrogen- 
  phosphat 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

 pH-Einstellung mittels Zugabe 
von Salzsäure/Natronlauge 

- 1,5 M Natriumchlorid 
- 0,1 M Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 

PBS(Ca/Mg)  
(pH 7,4) 

- 8,77 g Natriumchlorid 
- 1,38 g Dinatriumhydrogen- 
  phosphat 
- 100 mg Magnesiumchlorid 
- 150 mg Calciumchlorid 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

 pH-Einstellung mittels Zugabe 
von Salzsäure/Natronlauge 

- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 
- 1,1 mM Magnesium- 
  chlorid 
- 1,4 mM Calciumchlorid 

PBS-DEPC - 0,1 g DEPC 
- PBS ad 100 mL 

 Kräftiges Schütteln 

 Sterilisation durch 
Autoklavieren 

- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 
- 6 mM DEPC 
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Bezeichnung der 
Lösung 

Herstellung Zielkonzentrationen der 
gelösten Substanzen 

PBST - 0,1 mL Tween® 20 
- PBS ad 100 mL 

- 0,1 % Tween® 20 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 

PBST-DEPC - 0,1 mL Tween® 20 
- PBS-DEPC ad 100 mL 

- 0,1 % Tween® 20 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 
- 6 mM DEPC 

4 % (w/v) PFA  
in PBS  
(pH 7,4) 

4 g/133,3 mmol Paraformaldehyd 
unter Zugabe einiger Tropfen 
Natronlauge in 50 mL handwarmer 
Aqua bidestillata auflösen, 
anschließend ungelöste 
Paraformaldehydkristalle abfiltrieren. 
Dem Filtrat 10 mL 10x-PBS (pH 7,0) 
zusetzen und sodann mit Aqua 
bidestillata ad 100 mL auffüllen. pH-
Einstellung mittels Zugabe von 
Salzsäure/Natronlauge. 

- 1,33 M Paraformaldehyd 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 

4 % (w/v) PFA/ 
0,2 % (v/v) GA  
in PBS  
(pH 7,4) 

4 g/133,3 mmol Paraformaldehyd 
und 0,8 mL 25 % (v/v) Glutaraldehyd 
unter Zugabe einiger Tropfen 
Natronlauge in 50 mL handwarmer 
Aqua bidestillata auflösen, 
anschließend ungelöste 
Paraformaldehydkristalle abfiltrieren. 
Filtrat 10 mL 10x-PBS (pH 7,0) 
zusetzen und sodann mit Aqua 
bidestillata ad 100 mL auffüllen. pH-
Einstellung mittels Zugabe von 
Salzsäure/Natronlauge. 

- 1,33 M Paraformaldehyd 
- 0,2 % (v/v) Glutar- 
  aldehyd 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 

4 % (w/v) PFA/ 
0,2 % (v/v) GA  
in PBS-DEPC  
(pH 7,4) 

4 g/133,3 mmol Paraformaldehyd 
und 0,8 mL 25 % (v/v) Glutaraldehyd 
unter Zugabe einiger Tropfen 
Natronlauge in 100 mL handwarmem 
PBS-DEPC auflösen, anschließend 
ungelöste Paraformaldehydkristalle 
abfiltrieren. pH-Einstellung mittels 
Zugabe von Salzsäure/Natronlauge. 

- 1,33 M Paraformaldehyd 
- 0,2 % (v/v) Glutar- 
  aldehyd 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 10 mM Dinatrium- 
  hydrogenphosphat 
- 6 mM DEPC 
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Bezeichnung der 
Lösung 

Herstellung Zielkonzentrationen der 
gelösten Substanzen 

Proteinextraktions-
lösung 

- 6 µL 0,1 % (w/v) Pefabloc® SC  
  (Firma Roth) 
- 240 µL Proteinaseinhibitor (25x)  
  (Marke cOmpleteTM, Firma Roche) 
- 600 µL Phosphataseinhibitor (10x)  
  (Marke PhosphoSTOPTM,  
  Firma Roche) 
- Proteinextraktionspuffer ad 6 mL 

- 0,0001 % (w/v)  
  Pefabloc® SC 
- 4 % (v/v)  
  Proteinaseinhibitor (25x) 
- 10 % (v/v)  
  Phosphataseinhibitor  
  (10x) 
- 20 mM TRIS-EDTA 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 2 mM Dinatrium-EDTA 
- 2 mM EGTA 
- 0,1 % (v/v) Triton® X-100 

Proteinextraktions-
puffer 

- 1 mL 1 M TRIS-EDTA 
- 440 mg Natriumchlorid 
- 18 mg Dinatrium-EDTA 
- 19 mg EGTA 
- 50 µL Triton® X-100 (Firma Roth) 
- Aqua bidestillata ad 50 mL 

- 20 mM TRIS-EDTA 
- 150 mM Natriumchlorid 
- 2 mM Dinatrium-EDTA 
- 2 mM EGTA 
- 0,1 % (v/v) Triton® X-100 

TBE - 10,8 g TRIS 
- 5,5 g Borsäure 
- 4 mL 0,5 M EDTA 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

 pH-Einstellung auf pH 8,0 
durch Zugabe von Salzsäure 
oder Natronlauge 

- 90 mM TRIS 
- 90 mM Borsäure 
- 2 mM EDTA 

TBS - 2,4 g TRIS 
- 8,8 g Natriumchlorid 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

 pH-Adjustierung auf pH 7,6 
mit Salzsäure und 
Natronlauge 

- 20 mM TRIS 
- 150 mM Natriumchlorid 

TBST - 100 µL Tween® 20 
- TBS ad 100 mL 

- 0,1 % (v/v) Tween® 20 
- 20 mM TRIS 
- 150 mM Natriumchlorid 

TGS - 3 g TRIS 
- 14,4 g Glycin 
- 1 g SDS 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

- 25 mM TRIS 
- 192 mM Glycin 
- 2,5 mM SDS 

Transferpuffer - 1,21 g TRIS 
- 7,5 g Glycin 
- Aqua bidestillata ad 1.000 mL 

- 10 mM TRIS 
- 100 mM Glycin 
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2.1.2.2 Antikörper 

 

Tabelle 2 listet sämtliche in dieser Arbeit verwendeten Antikörper auf. Die verwendeten 

Antikörperkonzentrationen sind in den zugehörigen Methodenabschnitten genannt; 

weiterführende Informationen zu den verwendeten Antikörpern sind über die ange-

gebenen Bestellnummern bei den Herstellern erhältlich. 

 

 

Tab. 2: Auflistung der Antikörper in alphabetischer Reihenfolge 
 

Antikörper Spezies Klonalität Bezugsquelle 

Primärantikörper    

anti-TNIP1 Kaninchen polyklonal Fa. Proteintech (15104-1-AP) 

anti-ACTB,  
HRP-gekoppelt 

Kaninchen polyklonal Fa. Thermo Fisher Scientific 
(PA1-183-HRP) 

anti-TUBB3 Maus monoklonal Fa. Sigma-Aldrich (T8578) 

anti-FABP7 Maus monoklonal Fa. Abcam (ab277622) 

anti-CALB1 Maus monoklonal Fa. Sigma-Aldrich (C9848) 

anti-Digoxygenin,  
AP-gekoppelt 

Schaf polyklonal Fa. Roche (11093274910) 

anti-GFAP Maus monoklonal Fa. Merck Millipore (IF03L) 

anti-MAP2 Maus monoklonal Fa. Sigma-Aldrich (M4403) 

anti-MBP Maus monoklonal Fa. Chemicon (MAB381) 

anti-OLIG2 Maus monoklonal Fa. Merck Millipore (MABN50) 

anti-DLG4 Maus monoklonal Fa. Thermo Fisher Scientific 
(MA1-045) 

anti-VAMP2 Maus monoklonal Fa. Synaptic Systems (104 211) 

Sekundärantikörper    

anti-Kaninchen,  
Alexa Fluor 488-
gekoppelt 

Ziege polyklonal Fa. Invitrogen (A-11008) 

anti-Kaninchen,  
HRP-gekoppelt 

Ziege polyklonal Fa. Invitrogen (31460) 

anti-Maus,  
Alexa Fluor 546-
gekoppelt 

Ziege polyklonal Fa. Invitrogen (A-11030) 
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2.2 Versuchstierhaltung 

 

Alle zum Zwecke dieser Arbeit durchgeführten Versuche fanden mit Wildtypmäusen des 

Stammes C57BL/6J der Firma Janvier statt. Es kamen Tiere der Altersstufen P0, P3, P5, 

P8, P9, P15 und adult (> P59) zum Einsatz. 

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte im Einklang mit den hierzu gültigen gesetzlichen 

Regelungen und unter Beachtung der auf deren Grundlage fußenden Vorgaben des 

städtischen Veterinäramtes und des Landesamtes für Natur, Umwelt und Verbrau-

cherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen im Tierstall des Anatomischen Institutes der 

Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn. Die Tiere hatten stets Zugang zu Futter 

und Wasser ad libitum. In den Haltungsräumen wurde ein konstanter Tag-Nacht-

Rhythmus im Verhältnis 1:1 sichergestellt; die Raumtemperatur wurde zwischen 20 und 

24 °C, die relative Luftfeuchtigkeit des Tierstalles zwischen 40 und 70 % gehalten. 

Die Perfusionsfixationen wurden vom Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucher-

schutz des Landes Nordrhein-Westfalen genehmigt (Aktenzeichen 84-02.04.2017.A120) 

und fanden gemäß dem dem Tierversuchantrag beigefügten Protokoll in Allgemein-

anästhesie statt. Sämtliche Perfusionsfixationen wurden vor Ablauf des 31. Mai 2022 

durchgeführt. 

 

2.3 Immunhistochemie 

 

Das Prinzip der indirekten immunhistochemischen Färbung basiert auf der Anfärbung 

definierter Antigenepitope im Gewebe mittels primären und sekundären Antikörpern. Der 

primäre Antikörper markiert hierbei mit seinem Paratop das Antigenepitop, während der 

sekundäre Antikörper den primären Antikörper durch die Erkennung und Bindung dessen 

artspezifischen FC-Teils markiert. Im Gegensatz zur direkten Immunhistochemie kommt 

die Antigendeterminante hier also nicht direkt durch einen fluoreszenzmarkierten oder 

enzymgekoppelten Primärantikörper zur Darstellung, sondern erst durch Erkennung des 

Erstantikörpers durch den seinerseits fluoreszenzmarkierten oder enzymgekoppelten 

Zweitantikörper. Bei diesem Experiment kamen fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper 

zum Einsatz. 



– 39 – 
 

Pro Doppelfärbeansatz und untersuchter Altersstufe sind jeweils vermale Sagittalschnitte 

dreier Individuen gefärbt worden. Das entsprechende Versuchsprotokoll umfasste die 

Perfusionsfixation, die anschließende Präparation und Herstellung von Vibratiomschnitten 

sowie die Färbeprozedur samt anschließender mikroskopischer Auswertung. 

 

2.3.1 Perfusionsfixation des Versuchstieres 

 

Aus administrativen Gründen wurden die Perfusionsfixationen jeweils in Assistenz unter 

der Aufsicht der Tierversuchsleitung durchgeführt. Zunächst wurde das Tier mittels intra-

peritonealer Injektion einer Kombination der veterinärmedizinisch zugelassenen 

Wirkstoffe Ketamin (Präparat: Ketamidor®, Wirkstoffkonzentration: 100 mg/mL) und 

Xylazin (Rompun®, Wirkstoffkonzentration: 20 mg/mL) in altersabhängiger Dosierung in 

Narkose versetzt (siehe Tabelle 3), wobei das Mischungsverhältnis jeweils 4 

Volumeneinheiten Ketamidor® auf 1 Volumeneinheit Rompun® betrug. Die anästhetische 

und analgetische Komponente der Allgemeinanästhesie wird hierbei hauptsächlich durch 

das ebenfalls in der Humanmedizin mit gleicher Indikation zum Einsatz kommende 

Ketamin besorgt, während Xylazin skelettmuskelrelaxierend wirkt und in der Nebensache 

zusätzlich die anästhethische und analgetische Wirkung des Ketamins unterstützt. Das 

regelrechte Einsetzen der Narkose wurde durch die Testung einer reflektorischen 

Abwehrbewegung der Pfote bei Applikation eines Schmerzreizes überprüft. 

Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde das Versuchstier zunächst an 

allen vier Extremitäten in Rückenlage fixiert. Sodann wurden Abdomen und Thorax durch 

eine mediansagittale Hautinzision mit medianer Sternotomie und Perikardiotomie eröffnet. 

Anschließend wurden der linke Ventrikel kanüliert und der rechte Vorhof inzidiert. Nach 

einer initialen Spülung des kardiovaskulären Systems mit einem altersadaptierten 

Volumen an Ringerlösung (Firma Fresenius Kabi) in altersabhängiger Fluss-

geschwindigkeit (siehe Tabelle 3) folgte schließlich die Perfusion des Tieres mit dem 

Perfusionsfixans, wobei hier ebenfalls ein altersadaptiertes Volumen und eine alters-

abhängige Flussgeschwindigkeit gewählt wurden (siehe Tabelle 3).  Bei der eingesetzten 

Perfusionspumpe handelt es sich um ein Gerät der Firma meredos. 
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Tab. 3: Kenndaten zur Perfusionsfixation der Versuchstiere nach Altersstufe 
 

Altersstufe P0 P3 P5 P9 P15 adult 

Volumen 
Ketamin/Xylazin 

0,04 mL 
 

0,05 mL 0,05 mL 0,1 mL 0,15 mL 0,3 mL 

Volumen 
Ringerlösung 

3,5 mL 3,5 mL 4 mL 6 mL 6 mL 8 mL 

Flussrate 
Ringerlösung 

7,0 
mL/min 

7,0 
mL/min 

8,0 
mL/min 

13,0 
mL/min 

13,0 
mL/min 

15,0 
mL/min 

Volumen 
Fixationslösung 

14 mL 14 mL 20 mL 25 mL 30 mL 45 mL 

Flussrate 
Fixationslösung 

7,0 
mL/min 

7,0 
mL/min 

10,0 
mL/min 

12,0 
mL/min 

14,0 
mL/min 

17,0 
mL7min 

Dauer der 
Postfixation 

1,5 h 2 h 2,5 h 3 h 4 h über 
Nacht 

 

 

Als Fixationsmittel kam zu Beginn des Projektes 4 % (w/v) PFA in PBS (pH 7,4) zum 

Einsatz; im Verlauf stellte sich jedoch heraus, dass ohne qualitative Veränderung der 

jeweiligen immunhistochemischen Färbesignale auch ein Kombinationsfixationsmittel aus 

4 % (w/v) PFA und 0,2 % (v/v) GA in PBS (pH 7,4) verwendet werden konnte. Durch die 

so ausgeprägtere Härte des fixierten Präparates war die Herstellung der Vibratomschnitte 

erleichtert. 

 

2.3.2 Präparation des Versuchstierkleinhirnes 

 

Unmittelbar nach Abschluss der Perfusion wurde das Gehirn des Versuchstieres 

präpariert. Hierzu erfolgte zunächst die Dekapitation. Anschließend wurde die Kalotte mit 

der ihr aufsitzenden Kopfschwarte unter ständiger Benetzung mit Ringerlösung entfernt, 

indem eine beiderseits vom Foramen magnum ausgehende Kraniotomie mit jeweils 

okzipitotemporofrontaler Schnittführung vorgenommen wurde. Sodann wurde das Gehirn 

entnommen und anschließend in das jeweils bereits bei der Perfusionsfixation zum 

Einsatz gekommene Fixans eingelegt. Für diese Immersions-Postfixation wurde eine 

größenadaptierte Zeit gewählt, wobei eine Diffusionsgeschwindigkeit von 1 mm/h 

angenommen wurde (siehe Tabelle 3). Nach Ablauf dieser Zeit wurde das Gehirn jeweils 

in PBS überführt und nachfolgend im Kühlschrank bei +4 °C gelagert. 
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2.3.3 Herstellung von Vibratomschnitten 

 

Um die Herstellung von Vibratomschnitten zu ermöglichen, wurde das zu schneidende 

Gehirn zunächst in einem Agar (2 % (w/v) Agarose in PBS) eingebettet. Hierfür wurde die 

2 %-ige Agaroselösung zunächst durch Erhitzen verflüssigt. Anschließend wurde 

abgewartet, bis die Agaroselösung während des Abkühlens zusehends visköser wurde 

und eine zunehmend gelartige Konsistenz annahm. Zu diesem Zeitpunkt wurde etwas 

Agar in ein Kunststoffgefäß gegeben, in welches anschließend auch das fixierte Gehirn 

eingebracht wurde.  

Nach dem Aushärten des Agarosegels wurde der Gelblock auf dem Objekttisch des 

Vibratoms (VT1000S, Firma Leica Biosystems) fixiert. Als Schnittdicke wurden 50 µm 

gewählt. Die erhaltenen sagittalen Vibratomschitte des Kleinhirnwurmes wurden sodann 

in 0,1 % (w/v) Natriumazid in PBS überführt und anschließend bei +4 °C im Kühlschrank 

gelagert. 

 

2.3.4 Färbeprozedur 

 

Zur Färbung der Vibratomschnitte erfolgte zunächst eine Epitopdemaskierung, mit deren 

Hilfe für eine Antikörperbindung zuvor unzugängliche Epitope für Antikörper erkennbar 

gemacht werden können. Diese bestand in einer Inkubation der einzelnen Vibtatom-

schnitte in einem Natriumcitratpuffer (pH 6,0) über 30 min bei +80 °C. Für diesen Schritt 

wurde ein ThermoMixer® der Firma Eppendorf genutzt. Nach einem Waschschritt in PBS 

wurden die Schnitte zur Permeabilisierung der Zellmembranen in 0,5 % (v/v) Triton® X-

100 in PBS gegeben und anschließend für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es 

folgten drei jeweils 5-minütige Waschschritte in PBS. Sodann erfolgte die Umbettung in 

die Blockierlösung, bei der es sich anfangs um eine Lösung von 0,2 % (w/v) Gelatine 

(Firma neoFroxx)/2 % (w/v) NGS (Marke Gibco) in PBS handelte. Im Laufe des Projektes 

ließ sich allerdings feststellen, dass die Permeationstiefe der Färbesignale ins Schnitt-

präparat durch die alternative Verwendung von 0,2 % (w/v) Gelatine/2 % (w/v) NGS/1 % 

(v/v) Tween® 20 in PBS als Blockierlösung verbessert werden konnte, ohne dass es hier-

bei zu Qualitätsalterationen des Färbeergebnisses gekommen wäre. 
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Als Ausnahme von der vorbeschriebenen Regel wurden für die TNIP1/CALB1-Doppel-

färbungen aufgrund im Labor vorhandener, den Umgang mit dem CALB1-Antikörper 

betreffender Erfahrungen PBS(Ca/Mg)- anstelle PBS-basierter Blockierlösungen verwendet. 

Nachdem die erhaltenen TNIP1-Signale sich in Testfärbungen, die im Rahmen der 

Etablierung des hier beschriebenen Färbeprotokolls durchgeführt wurden, gleichwertig zu 

denen, die mit der regulären Vorgehensweise erhalten werden konnten, dargestellt 

hatten, war diese Abweichung möglich. 

Nach einer 2-stündigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Schnitte in die 

Primärantikörperinkubationslösung überführt, in der sie anschließend über Nacht bei +4 

°C inkubiert wurden. Die Primärantikörperinkubationslösung bestand aus den beiden zur 

Doppelfärbung verwendeten Primärantikörpern, die – abhängig von den verwendeten 

Antikörpern – in variablen v/v-Mischungsverhältnissen in der entsprechenden Blockier-

lösung gelöst waren; für die zugehörige Negativkontrolle wurde die entsprechende 

Blockierlösung ohne Primärantikörperzusatz genutzt. Tabelle 4 gibt einen Überblick über 

die durchgeführten Doppelfärbungen, über die jeweiligen Volumenanteile, die die Anti-

körper an der Blockierlösung hatten, sowie über die Altersstufen, auf denen die 

Doppelfärbungen jeweils stattfanden. 

 

 

Tab. 4: Antikörperverdünnungen und Altersstufen nach IHC-Doppelfärbung 
 

Immunhisto-
chemische 
Doppelfärbung 

Verdünnung 
Primärantikörper 1 
(Ursprung: Kaninchen) 

Verdünnung 
Primärantikörper 2 
(Ursprung: Maus) 

Gefärbte 
Altersstufen 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-CALB1 

1:100 1:1000 P0, P3, P5,  
P9, P15, adult 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-GFAP 

1:100 1:500 P9, P15, adult 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-MBP 

1:100 1:500 P9, P15, adult 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-TUBB3 

1:100 1:300 adult 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-VAMP2 

1:100 1:300 adult 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-DLG4 

1:100 1:150 adult 
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Am nächsten Morgen wurden die Schnittpräparate zunächst dreimal hintereinander bei 

Raumtemperatur für jeweils 10 min in PBS gewaschen, um ungebundene Primär-

antikörper aus dem Präparat zu entfernen. Sodann erfolgte die Sekundäranti-

körperinkubation, die lichtgeschützt für 1 h bei Raumtemperatur erfolgte. Die hierfür 

benötigte Inkubationslösung bestand aus den beiden zur Doppelfärbung verwendeten 

Sekundärantikörpern (Alexa Fluor 488-gekoppelter goat anti rabbit-Antikörper sowie 

Alexa Fluor 546-gekoppelter goat anti mouse-Antikörper), die jeweils im 

Volumenverhältnis 1:500 in detergensfreier oder –haltiger Blockierlösung (vgl. oben) 

gelöst waren. Im Anschluss an die Sekundärantikörperinkubation folgten zur Beseitigung 

ungebundener Sekundärantikörper weitere drei Waschschritte in PBS zu je 10 min 

lichtgeschützt bei Raumtemperatur. Zwecks Gegenfärbung der Zellkerne erfolgte sodann 

bei Raumtemperatur die 10-minütige, lichtgeschützte Inkubation in Hoechst-Reagenz (1 

µg/mL Hoechst 33258 in PBS), welche ihrerseits von drei anschließenden, lichtge-

schützten Waschschritten in PBS (je 10 min, RT) begleitet wurde. Abschließend erfolgte 

das Aufbringen auf den Objektträger, wobei darauf geachtet wurde, dass das Präparat 

nicht austrocknete; zur Befestigung des Deckglases wurde Fluoromount GTM (Firma 

Invitrogen) verwendet. Die so erhaltenen mikroskopischen Präparate wurden licht-

geschützt im Kühlschrank bei +4 °C gelagert. 

 

2.3.5 Auswertung 

 

Zur Analyse der Färbeergebnisse wurden Aufnahmen mit einem konfokalen LSM (A1 

HD25/ECLIPSE Ti2-E, Firma Nikon) angefertigt. Die Aufnahmen wurden hierbei unter 

Verwendung von Immersionsöl mit dem 60x-Objektiv (Plan Apo λ; NA: 1,40) 

aufgenommen. 

Um eine möglichst hohe Auflösung zu erhalten, wurde anstelle des resonant-Modus der 

galvano-Modus gewählt, bei dem die Aufnahmeakquisitionsdauer zwar prolongiert ist, 

jedoch im Gegenzug die erreichte Auflösung höher ist. Die Fluoreszenzanregung erfolgte 

mit Lasern der Exzitationswellenlängen 561 nm (Alexa Fluor 546; rotes Emissionssignal), 

488 nm (Alexa Fluor 488; grünes Emissionssignal) sowie 405 nm (Hoechst 33258; blaues 

Emissionssignal). 
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Als Parameter für das pinhole wurde stets ein Wert von 1,0 Airyeinheiten gewählt; die 

Laserintensität sowie die Parameter für gain und offset wurden für jede Altersstufe und 

Doppelfärbung hinsichtlich eines optimalen Kontrasts individuell festgelegt, wobei jedoch 

die Aufnahmen doppelgefärbter Schnitte verschiedener Individuen derselben Altersstufe 

stets mit identischen Einstellungen angefertigt wurden, um die Vergleichbarkeit der 

Färbesignale zu gewährleisten. 

 

2.4 Immunzytochemie 

 

Den immunzytochemischen Färbungen liegt ein zu dem der immunhistochemischen 

Färbungen analoges Prinzip zugrunde, wobei hier nicht Antigendeterminanten im 

Gewebe, sondern zelluläre Antigenepitope angefärbt werden. 

Pro Doppelfärbeansatz und untersuchter Altersstufe sind jeweils drei Zellkulturen, die 

jeweils aus Kleinhirnen mindestens dreier Individuen angelegt worden waren, gefärbt 

worden. Das entsprechende Versuchsprotokoll umfasste die Präparation, das Anlegen 

einer gemischten dissoziierten Zellkultur sowie die Färbeprozedur samt anschließender 

mikroskopischer Auswertung. 

 

2.4.1 Präparation der Versuchstierkleinhirne 

 

Zunächst wurden die Tiere nacheinander dekapitiert. Es erfolgte sodann die Präparation 

der Gehirne in eiskalter Hank’scher Lösung, indem jeweils eine beidseits vom Foramen 

magnum ausgehende Kraniotomie mit beiderseits okzipitotemporofrontaler Schnitt-

führung vorgenommen wurde. Daraufhin wurden die Meningen der Gehirne entfernt und 

die Kleinhirne schließlich an den Kleinhirnstielen von den Hirnstämmen abgesetzt. Die so 

erhaltenen hirnhautfreien Kleinhirne wurden im Anschluss für weniger als 30 min in einer 

Hank’schen Lösung auf Eis gelagert. 

 

2.4.2 Gemischte dissoziierte Primärzellkultur 

 

Nach dem Abnehmen der Hank’schen Lösung erfolgte zunächst die mechanische 

Dissoziation der Zellen des Kleinhirngewebes. Hierzu wurden die Kleinhirne mittels einer 

Pinzette möglichst fein mechanisch zerkleinert und anschließend in 10 mL Trypsinlösung 
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(bestehend aus 1 mL Trypsin-EDTA (10x) (Marke Gibco) und 9 mL Dulbecco’s PBS 

(Marke Gibco)) suspendiert. Im Anschluss erfolgte eine 15-minütige Inkubation im 

Wasserbad bei +37 °C, wobei alle 2 min ein händisches Schwenken zur Durchmischung 

erfolgte. Nach dieser enzymatischen Dissoziation erfolgte ein 10-maliges Auf- und Ab-

pipettieren zur weiteren mechanischen Lösung der nun bereits enzymatisch gelockerten 

Zell-Zell-Kontakte. Anschließend erfolgten die Blockade der Trypsinaktivität durch Zugabe 

von 10 mL Trypsininhibitorlösung (hergestellt aus 5 mg Trypsininhibitor (Marke Gibco) und 

10 mL Dulbecco’s PBS (Marke Gibco)) und die Filtration der Suspension mittels eines 

Kunststoffnetzes von 250 µm Maschengröße. Das erhaltene Filtrat wurde zentrifugiert 

(220 g; 10 min, RT) und das Zentrifugat daraufhin in 5 mL Neurobasalmedium 

resuspendiert. Sodann wurde die Zellkonzentration mittels einer Zählkammer nach 

Neubauer (Firma Marienfeld) bestimmt und anschließend durch Verdünnung mit einem 

Neurobasalmedium auf eine Zielzelldichte von 106 Zellen/mL gebracht. Pro Vertiefung der 

verwendeten 24-well-Kunststoffzellkulturplatte (Firma TRP Techno Plastic Products) 

wurden jeweils 400 µL Zellsuspension (entsprechend 4 x 105 Zellen) ausgebracht, wobei 

die Zellkulturen auf bereits in den Vertiefungen befindlichen Deckgläsern angelegt wur-

den. Die Ummantelung dieser Deckgläser war vorbereitend vorgenommen worden und 

bestand in einer mindestens 2-stündigen Inkubation der Deckgläser in Poly-L-Lysin-

Lösung (0,02 mg/mL Poly-L-Lysin in Ampuwa®) bei +37 °C. 

Die so angelegten, gemischten dissoziierten Zellkulturen wurden im Brutschrank 

(HeracellTM 150i, Firma Thermo Fisher Scientific) bei +37 °C in einer Atmosphäre aus 95 

% Luft und 5 % CO2 inkubiert. Das Nährmedium wurde stets am 1. Tag nach der 

Kulturanlage vollständig (400 µL/Vertiefung) bzw. am 4. Tag nach der Kulturanlage teil-

weise (200 µL/Vertiefung) ausgetauscht. Die Kulturen wurden jeweils eine Woche lang 

bebrütet und dann fixiert. Die Fixation erfolgte hierbei als Immersionsfixation, indem das 

Nährmedium jeweils abgenommen und durch 4 % (w/v) PFA/0,2 % (v/v) GA in PBS (pH 

7,4) ersetzt wurde. Nach abgeschlossener Inkubation des Fixans (5 min, 37 °C) wurde 

dieses jeweils durch 0,1 % (w/v) Natriumazid in PBS ausgetauscht und wurden die 

fixierten Zellkulturen sodann im Kühlschrank bei +4 °C aufbewahrt. 
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2.4.3 Färbeprozedur 

 

Zur immunzytochemischen Färbung wurden die Zellkulturen zunächst für 1 h bei Raum-

temperatur permeabilisiert und blockiert. Dies geschah durch 60-minütige Inkubation in 

10 % (v/v) FCS (Marke Gibco)/0,45 % (v/v) Triton® X-100 in PBS bei Raumtemperatur. 

Sodann fand die Erstantikörperinkubation über Nacht bei +4 °C statt. Die Erstanti-

körperinkubationslösung bestand hierbei aus den zur Doppelfärbung verwendeten Erst-

antikörpern, die jeweils in 10 % (v/v) FCS/0,45 % (v/v) Triton® X-100 in PBS gelöst worden 

waren; für die zugehörige Negativkontrolle wurde die vorgenannte Lösung ohne Erstanti-

körperzusatz herangezogen. 

Für die TNIP1/OLIG2-Doppelfärbung wurde ein modifiziertes Protokoll genutzt, bei dem 

zunächst für 30 min bei Raumtemperatur mit 0,5 % (v/v) Triton® X-100 in PBS per-

meabilisiert, dann dreimalig mit PBS gewaschen und anschließend mit 0,2 % (w/v) Gela-

tine in PBS blockiert wurde. Diese Blockierlösung kam hier auch als Lösungsmittel für die 

Erstantikörper zum Einsatz. Grund für dieses abweichende Vorgehen waren im Labor 

gesammelte Erfahrungen zum Umgang mit dem OLIG2-Antikörper; nachdem die erhal-

tenen TNIP1-Signale sich in vorbereitenden Testfärbungen gleichwertig zu denen, die mit 

der regulären Vorgehensweise erhalten werden konnten, dargestellt hatten, war diese Ab-

weichung möglich. 

Tabelle 5 gibt einen Überblick über die durchgeführten Doppelfärbungen, die jeweils 

eingesetzten Verdünnungen der Antikörper sowie die Altersstufen, auf denen die Tiere 

sich jeweils zum Zeitpunkt der Kulturanlage befanden. 

Am darauffolgenden Morgen folgten drei Waschschritte in PBS zu je 5 min bei Raum-

temperatur. Anschließend fand die Zweitantikörperinkubation statt; die Zweitantikörper-

inkubationslösung bestand aus dem Alexa Fluor 488-gekoppelten goat anti rabbit- und 

dem Alexa Fluor 546-gekoppelten goat anti mouse-Zweitantikörper, die jeweils im Ver-

hältnis 1:800 in 10 % (v/v) FCS in PBS gelöst worden waren. Nach einer 1-stündigen 

lichtgeschützten Inkubation bei Raumtemperatur wurde einmalig für 5 min lichtgeschützt 

mit PBS gewaschen und anschließend die Hoechst-Reagenz (1 µg/mL Hoechst 33258 in 

PBS) zugesetzt. Nach einer 10-minütigen lichtgeschützten Inkubation bei Raumtem-

peratur folgte ein weiterer Waschschritt (PBS, 5 min, RT, lichtgeschützt). Anschließend 
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erfolgte das Eindeckeln in Fluoromount GTM. Die so erhaltenen mikroskopischen Präpa-

rate wurden anschließend lichtgeschützt bei +4 °C im Kühlschrank gelagert. 

 

 

Tab. 5: Antikörperverdünnungen und Altersstufen nach ICC-Doppelfärbung 
 

Immunzyto-
chemische 
Doppelfärbung 

Verdünnung 
Primärantikörper 1 
(Ursprung: Kaninchen) 

Verdünnung 
Primärantikörper 2 
(Ursprung: Maus) 

Gefärbte 
Altersstufen 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-MAP2 

1:800 1:500 P8 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-FABP7 

1:800 1:1000 P8 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-OLIG2 

1:800 1:200 P0, P8 

1.  anti-TNIP1 
2.  anti-TUBB3 

1:800 1:1000 P8 

 

 

2.4.4 Auswertung 

 

Zur Analyse der Färbeergebnisse wurden Aufnahmen mit einem konfokalen LSM (A1 

HD25/ECLIPSE Ti2-E, Firma Nikon) angefertigt. Die Bilder wurden hierbei unter Verwen-

dung von Immersionsöl mit dem 60x-Objektiv (Plan Apo λ; NA: 1,40) wie bereits in Kapitel 

2.3.4 beschrieben aufgenommen. 

 

2.5 In situ-Hybridisierung 

 

Das Prinzip der in situ-Hybridisierung besteht in der Darstellung von mRNA-Molekülen 

mithilfe komplementärer Ribosondenmoleküle, welche unter Verwendung des modifi-

zierten Nukleotids Digoxygenin-Uridintriphosphat anstelle des Nukleotids Uridintri-

phosphat in vitro-transkribiert worden sind. Wird im Anschluss an die Hybridisierung zwi-

schen der zu markierenden mRNA und der markierenden komplementären Ribosonde 

deren Digoxygenin mittels eines enzymgekoppelten Antikörpers markiert, so findet nach 

Zusatz eines entsprechenden Enzymsubstrates überall dort, wo die zu markierende 

mRNA vorkommt, eine Färbereaktion statt. 
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Für den nachfolgend beschriebenen Versuch wurden zwei adulte Versuchstiere 

verwendet. 

 

2.5.1 Präparation des Versuchstierkleinhirnes 

 

Zunächst wurde das Gehirn des Versuchstieres präpariert. Nach der Dekapitation wurde 

die Kalotte mit der ihr aufsitzenden Kopfschwarte unter ständiger Benetzung mit 

Ringerlösung entfernt, indem eine Kraniotomie mit beiderseits vom Foramen magnum 

ausgehender okzipitotemporofrontaler Schnittführung vorgenommen wurde. Sodann 

wurde das Gehirn aus der Schädelhöhle entfernt, anschließend auf Trockeneis gelegt und 

sodann im Tiefkühlschrank bei -80 °C aufbewahrt. 

 

2.5.2 Herstellung von Gefrierschnitten 

 

Zur Herstellung von Kryoschnitten wurde das Gehirn zuerst aus dem Tiefkühlschrank 

entnommen und anschließend auf dem Objekttisch des Kryostaten (CryoStarTM HM 560, 

Firma Microm) fixiert. Sodann wurden bei -20 °C 16 µm dicke, sagittale Gefrierschnitte 

des Kleinhirnwurmes erzeugt und auf Objektträger aufgebracht. Die Aufbewahrung dieser 

Gefrierpräparate erfolgte anschließend im Tiefkühlschrank bei -80 °C. 

 

2.5.3 Färbeprozedur 

 

2.5.3.1 Herstellung der Ribosonden 

 

Die zur Herstellung der Ribosonden verwendeten Vektorplasmide, in die die Tnip1- bzw. 

die L7-cDNA bereits zwischen zwei verschiedenen RNA-Polymerase-Startsequenzen 

kloniert worden waren, wurden zum Zwecke dieser Arbeit freundlicherweise von Herrn Dr. 

Sebastian Roeser aus der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. Stephan Baader 

(Anatomisches Institut der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn) zur 

Verfügung gestellt. 

Zur Herstellung der Ribosonden wurden zunächst die beiden Vektorplasmide linearisiert. 

Zu diesem Zweck wurden die in Tabelle 6 beschriebenen Ansätze jeweils für 1 h bei +37 

°C inkubiert, bevor anschließend die Restriktionsendonukleasen durch Hitzedenatu-
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rierung in einem ThermoMixer® (Firma Eppendorf; 20 min, +80 °C) inaktiviert wurden. 

Sodann fand eine Kontrolle des Linearisierungserfolges durch 60-minütige gelelektro-

phoretische Auftrennung (PowerPac™ Basic Power Supply, Firma Bio-Rad Laboratories; 

80 V, 66 mA) in einem Agarosegel (0,8 % (w/v) Agarose in TBE mit 5 µL/100 mL 1 %-iger 

(w/v) Ethidiumbromidlösung (Firma Sigma-Aldrich; entsprechend 0,5 µg/100 mL 

Ethidiumbromid)) statt. Zur Beladung der Geltaschen wurde jeweils 1 µL jeder 

Plasmidprobe mit jeweils 2 µL Ladefarbstoff (6X DNA loading dye, Firma Thermo Fisher 

Scientific) und 9 µL Ampuwa® vermischt. 

 

 

Tab. 6: Linearisierungsansätze der klonierten cDNA-Vektorplasmide 
 

Ansatz Ansatz I Ansatz II Ansatz III Ansatz IV 

10 µg Plasmid 40 µL Tnip1-
Plasmidprobe 

40 µL Tnip1-
Plasmidprobe 

15 µL L7-
Plasmidprobe 

15 µL L7-
Plasmidprobe 

Restriktionsenzym 
 

5 µL NotI 5 µL BamHI 5 µL EcoRI 5 µL HindIII 

10x-Puffer 
 

10 µL  
rCut smartTM 

10 µL  
r3.1 

10 µL  
rCut smartTM 

10 µL  
rCut smartTM 

DEPC-H2O ad 100 µL ad 100 µL ad 100 µL ad 100 µL 

 

 

Zur Aufreinigung der linearisierten Plasmide wurde ein kommerziell erhältliches Aufreini-

gungsset (NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up, Firma Macherey-Nagel) den 

Empfehlungen des Herstellers folgend verwendet. Zunächst wurden jeweils 100 µL der 

Linearisierungsansätze mit 200 µL Bindepuffer vermischt und anschließend auf je eine 

Siliciumdioxidgel-Säule gegeben. Nach einer 30-sekündigen Zentrifugation (11.000 rpm; 

RT) wurden jeweils 700 µL Waschpuffer auf die vier Säulen gegeben, anschließend 

erfolgte eine 1-minütige Zentrifugation (11.000 rpm; RT). Dieser Schritt wurde einmalig 

wiederholt. Darauf folgte eine Zentrifugation ohne vorherigen Waschpufferzusatz (11.000 

rpm; 60s, RT). Sodann wurden jeweils 15 µL Elutionspuffer auf die Säulen gegeben; nach 

60-sekündiger Inkubation bei Raumtemperatur folgte eine weitere Zentrifugation (11.000 

rpm; 60s, RT). Die DNA-Konzentration in den Eluaten wurde daraufhin anhand einer 

Probe von je 1,5 µL Eluat bei 260 nm photometrisch bestimmt (BioPhotometer® D30, 

Firma Eppendorf). 
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Nach einer zwischenzeitlichen Aufbewahrung im Tiefkühlschrank bei -20 °C fand sodann 

die Synthese der Ribosondenmoleküle mittels in vitro-Transkription der linearisierten 

cDNA-Vektorplasmide statt (DIG RNA labeling kit (SP6/T7), Firma Roche). Zu den in 

Tabelle 7 beschriebenen Ansätzen wurden nach einer 2-stündigen Inkubation bei +37 °C 

jeweils 1 µL DIG-NTP, 1 µL 10x-Puffer, 1 µL RNA-Polymerase und 7 µL DEPC-H2O 

(nukleasefreies, autoklaviertes, DEPC-behandeltes Wasser; Firma Roth) hinzugefügt. 

 

 

Tab. 7: in vitro-Transkriptionsansätze der linearisierten cDNA-Vektorplasmide 
 

Ansatz Ansatz I Ansatz II Ansatz III Ansatz IV 

1 µg DNA-Plasmid 3,6 µL 3,5 µL 3,6 µL 3,6 µL 

20x-RNase-Inhibitor 1 µL 1 µL 1 µL 1 µL 

DIG-NTP 2 µL 2 µL 2 µL 2 µL 

10x-Puffer 2 µL 2 µL 2 µL 2 µL 

RNA-Polymerase 2 µL SP6 2 µL T7 2 µL SP6 2 µL T7 

DEPC-H2O ad 20 µL ad 20 µL ad 20 µL ad 20 µL 

 

 

Es folgte eine 1-stündige Fortsetzung der Inkubation bei +37 °C. Sodann wurden die 

Ansätze auf Eis gestellt und jeweils 1,5 µL 0,4 M EDTA, 3,8 µL 4 M Lithiumchlorid sowie 

100 µL 100 % (v/v) Ethanol hinzugegeben. Nach einer erneuten Aufbewahrung im 

Tiefkühlschrank (-20 °C) fand eine Zentrifugation bei 13.000 rpm für 20 min bei +4 °C 

statt. Das Zentrifugat wurde jeweils zunächst in 100 µL 80 % (v/v) Ethanol resuspendiert, 

dann erneut zentrifugiert, anschließend getrocknet und schließlich in 25 µL DEPC-H2O 

gelöst.  

Zur gelelektrophoretischen Kontrolle des Transkriptionserfolges wurde abschließend 

jeweils 1 µL aus jedem Ansatz entnommen und mit jeweils 5 µL RNA-Ladepuffer (Firma 

Fermentas) sowie 4 µL Ampuwa® versetzt. Nach Denaturierung der RNA (5 min, +95 °C) 

erfolgten das Einbringen in ein Agarosegel (1,2 % (w/v) Agarose in TBE mit 5 µL/100 mL 

1 %-iger (w/v) Ethidiumbromidlösung (Firma Sigma-Aldrich; entsprechend 0,5 µg/100 mL 

Ethidiumbromid)) und die folgende gelelektrophoretische Auftrennung (PowerPac™ Basic 

Power Supply, Firma Bio-Rad Laboratories; 60 min; 80 V, 66 mA). Die in DEPC-H2O 

resuspendierten Ribosonden wurden bei -80 °C im Tiefkühlschrank aufbewahrt. 
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2.5.3.2 Ribosondenhybridisierung 

 

Zunächst wurden die in Kapitel 2.5.2 erhaltenen Gefrierschnitte in 4 % (w/v) PFA/0,2 % 

(v/v) GA in PBS-DEPC (pH 7,4) fixiert und nach 5-minütiger Inkubation bei Raumtem-

peratur dreimal hintereinander in PBST-DEPC gewaschen. Sodann wurden die Schnitte 

in 50 % PBST-DEPC/50 % Hybridisierunglösung (5 min, RT) und Hybridisierungslösung 

(60 min, +45 °C) prähybridisiert.  

Die Kryoschnite wurden anschließend je nach Ansatz mit unterschiedlichen Sonden 

behandelt (siehe Tabelle 8). Für jeden Ansatz wurden jeweils 2,3 µL der in Kapitel 2.5.3.1 

erhaltenen Ribosondenlösungen (Sondenkonzentration: 0,4 µg/µL) mit 100 µL Hybridi-

sierungslösung vermischt und anschließend auf die Schnitte gegeben. Es folgte die 

Hybridisierung über Nacht bei +45 °C. 

Am darauffolgenden Morgen wurden nichthybridisierte Ribosondenmoleküle durch drei-

maliges Waschen zu je 30 min bei +60 °C mit Hybridisierungslösung entfernt. 

Anschließend wurde die Hybridisierungslösung durch 50 % Hybridisierungslösung/50 % 

MABT ersetzt und für 15 min bei +60 °C inkubiert. 

 

 

Tab. 8: Ansätze zur Ribosondenhybridisierung 
 

Ansatz Ansatz I Ansatz II Ansatz III Ansatz IV 

Durch in 
vitro-
Transkription 
erhaltene 
Sonde 

sense-
Ribosonde zur 
Tnip1-cDNA 

antisense-
Ribosonde zur 
Tnip1-cDNA 

sense-
Ribosonde 
zur L7-cDNA 

antisense-
Ribosonde  
zur L7-cDNA 

Sondenlänge 
nach Vektor-
sequenzkarte 

623 
Nukleotide 

618  
Nukleotide 

440 
Nukleotide 

443  
Nukleotide 

Zweck Negativ-
kontrolle zur 
Tnip1-mRNA-
Färbung 

Tnip1-mRNA-
Färbung 

Negativ-
kontrolle zur 
L7-mRNA-
Färbung 

L7-mRNA-Färbung 
als Positivkontrolle 
zur Tnip1-mRNA-
Färbung 
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2.5.3.3 Färbereaktion 

 

Zur Färbung der Schnitte wurde zunächst dreimal hintereinander bei Raumtemperatur mit 

MABT gespült. Anschließend erfolgte die Inkubation in MABT (60 min, RT). Sodann 

wurden unspezifische Antikörperbindungen durch Inkubation in 2 % (w/v) Blockie-

rungsreagenz (Firma Roche) in MABT (60 min, RT), im Anschluss wiederum durch 

Inkubation in 2 % (w/v) Blockierungsreagenz/2 % (v/v) NGS in MABT (60 min, RT) 

blockiert. Es folgte die Antikörperinkubation (über Nacht, +4 °C), wobei hierfür ein 

Alkalische Phosphatase-gekoppelter Digoxygenin-Antikörper im Verhältnis 1:2000 (v/v) in 

2 % (w/v) Blockierungsreagenz/2 % (v/v) NGS in MABT gelöst worden war. 

Am nächsten Morgen folgten zunächst sechs Waschschritte in MABT zu je 60 min bei 

Raumtemperatur. Sodann erfolgte die dreimal aufeinander folgende Inkubation in einem 

Färbepuffer (NTMT; je 15 min, RT). Anschließend wurden die Schnitte für 7 Tage in einer 

chromogenen AP-Substratlösung inkubiert (BM Purple, Firma Roche; lichtgeschützt, RT). 

Zum Schluss wurden die Gefrierschnitte mehrmalig in PBS gewaschen, bevor die Schnitte 

eingedeckt wurden (Kaiser’s glycerol gelatine, Firma Roth). 

 

2.5.4 Auswertung 

 

Zur Auswertung wurden auflichtmikroskopische Aufnahmen mit einem Stereomikroskop 

(SMZ-745T, Firma Nikon) angefertigt. Hierbei wurde das 10x-Objektiv genutzt. 

 

2.6 Western Blot-Analyse 

 

Die Western Blot-Analyse erlaubt den semiquantitativen Nachweis eines mittels Immun-

globulinen markierbaren Proteins. Das Prinzip dieses gelelektrophoretischen Verfahrens 

besteht in der Auftrennung der in einer Probe enthaltenen Proteine nach ihrer Größe, 

wobei elektrische Ladungen der Proteine neutralisiert werden und somit das 

Wanderungsverhalten im Gel nicht beeinflussen. Werden die nach ihrer Größe aufge-

trennten Proteine im Anschluss auf eine Membran übertragen, kann mithilfe eines spezi-

fischen Antikörpers die Lokalisation des zugehörigen Proteins als Bande dargestellt und 

können sodann anhand der Helligkeitsunterschiede verschiedener Banden die Mengen 

an in verschiedenen Proben enthaltenem Protein miteinander verglichen werden. 
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Für das hier vorliegende Experiment wurden zwei adulte Versuchstiere eingesetzt. 

 

2.6.1 Präparation und Konzentrationsbestimmung der Proteine 

 

Nach einer zervikalen Dislokation mit anschließender Dekapitation erfolgte die Präpara-

tion der Versuchstierkleinhirne in PBS. Hierzu wurde jeweils eine vom Foramen magnum 

ausgehende Kraniotomie mit beidseitiger okzipitotemporofrontaler Schnittführung 

gewählt. Nach der so jeweils möglich gewordenen Abhebung der Kalotte und der 

Kopfschwarte wurden die Gehirne aus der Schädelhöhle entnommen, woraufhin die 

Kleinhirne mittels Durchtrennung der Kleinhirnstiele von den Hirnstämmen abgesetzt 

werden konnten. 

Anschließend wurden die Kleinhirne in jeweils 400 µL Proteinextraktionslösung eingelegt 

und im Gewebehomogenisator (Precellys® 24, Firma Bertin Technologies; 5.000 rpm; 10 

s, RT) lysiert. Dann wurden die beiden so erhaltenen Proben für 30 min auf Eis gestellt, 

wobei das Proteingemisch währenddessen mehrfach intensiv durchmischt wurde. Im 

Anschluss erfolgte eine Zentrifugation (13.000 rpm; 10 min, +4 °C). Der Überstand wurde 

sodann mittels eines Ultraschallhomogenisators (Bandelin ElectronicTM SonopulsTM HD 

2070, Firma Thermo Fisher Scientific; 5 Zyklen zu je 5 s, RT) behandelt. 

Jeweils 4 µL der beiden Proben wurden im Anschluss zur Bestimmung der 

Proteinkonzentration verwendet, der übrige Rest wurde zwischenzeitlich im Tiefkühl-

schrank bei -20 °C gelagert. Die entnommenen 4 µL der Proben wurden zunächst mit 

jeweils 76 µL Proteinextraktionspuffer vermischt. Sodann wurden für jedes so erhaltene 

Gemisch jeweils drei Vertiefungen eines 96-well-Kunststoffplattennapfes (Firma TRP 

Techno Plastic Products) mit jeweils 25 µL Gemisch befüllt. Zur Erstellung einer 

Eichgeraden zwecks BCA-Analyse wurden darüber hinaus ebenfalls jeweils drei Ver-

tiefungen mit jeweils 25 µL eines jeden hierfür benötigten Standards befüllt. Bei den 

verwendeten Standardlösungen handelte es sich um Lösungen von BSA (PierceTM 

Albumin Standard (Konzentration: 2 mg/mL), Firma Thermo Fisher Scientific) in Protein-

extraktionspuffer (siehe Tabelle 9). 
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Tab. 9: Standardlösungen für die Messungen der BCA-Analyse 
 

Standard-
lösung 

Zusammensetzung 
 

Aus der Zusammensetzung 
errechnete 
Proteinkonzentration der 
Standardlösung 

A 160 µL BSA 0 µL PEP 2.000 µg/mL 

B 180 µL BSA 60 µL PEP 1.500 µg/mL 

C 152 µL BSA 152 µL PEP 1.000 µg/mL 

D 80 µL BSA 80 µL PEP 750 µg/mL 

E 144 µL BSA 144 µL PEP 500 µg/mL 

F 128 µL BSA 128 µL PEP 250 µg/mL 

G 96 µL BSA 96 µL PEP 125 µg/mL 

H 32 µL BSA 128 µL PEP 25 µg/mL 

I 0 µL BSA 160 µL PEP 0 µg/mL 

 

 

Zur Durchführung des BCA-Tests (Smith et al., 1985) wurde ein kommerziell erhältliches 

Testset (PierceTM BCA Protein Assay Kit, Firma Thermo Fisher Scientific) verwendet, 

dessen Reagenzien A und B im Verhältnis 49:1 eingesetzt wurden. Zunächst wurden 

jeweils 200 µL einer Mischung aus den Reagenzien A und B in jede Vertiefung 

hinzupipettiert; nach einer 30-minütigen Inkubation bei +37 °C wurde die Extinktion bei 

562 nm gemessen (µQuantTM-Mikroplattenspektralphotometer, Firma BioTek 

Instruments).  

Aus den Datenpunkten des Standards wurde anschließend mittels linearer Regression 

eine Eichgerade erstellt, anhand derer die Proteinkonzentrationen in den Proben jeweils 

aus dem Mittelwert der drei gemessenen Extinktionswerte pro Probe errechnet werden 

konnten. 

 

2.6.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

 

Für die gelelektrophoretische Auftrennung wurde die SDS-Polyacrylamidelektrophorese 

genutzt. Hierbei wurde ein Polyacrylamidgel (Mini-PROTEAN® TGXTM Precast Protein 

Gel, Firma Bio-Rad Laboratories) mit jeweils rund 135,5 µg Probeproteingemisch bela-

den, welches zuvor mit jeweils 10,8 µL Lämmli-Puffer, 4,3 mL DTT-Puffer und Protein-

extraktionspuffer ad 43 µL vermischt worden war. Sodann erfolgte die 60-minütige gel-

elektrophoretische Auftrennung (PowerPac™ Basic Power Supply, Firma Bio-Rad 



– 55 – 
 

Laboratories; 100 V, 400 mA) in einer mit TGS als Laufpuffer befüllten Gel-

elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Firma Bio-Rad Laboratories). Zur 

Größeneinordnung der erhaltenen Proteinbanden kam ein kommerzielles Proteingemisch 

(PageRuler®, Firma Thermo Fisher Scientific) zum Einsatz.  

Um die Proteinbanden im Anschluss auf eine PVDF-Membran (Firma Thermo Fisher 

Scientific) übertragen zu können, wurde diese zunächst über 5 min in Methanol aktiviert 

und anschließend für 5 min in Transferpuffer inkubiert. Sodann wurde das Gel aus der 

Elektrophoresekammer genommen und in ein bereits mit der so vorbereiteten PVDF-

Membran bestücktes Transfersystem (Trans-Blot® TurboTM, Firma Bio-Rad Laboratories) 

eingebracht, mit dessen Hilfe die Proteine anschließend auf die vorbereitete PVDF-

Membran übertragen wurden (8 min, 25 V, 2,5 A). 

 

2.6.3 Antikörperinkubation und Chemilumineszenzentwicklung 

 

Im Anschluss wurde die Membran dreimalig für jeweils 15 min bei Raumtemperatur in 

TBS gewaschen, bevor ebenfalls bei Raumtemperatur eine 1-stündige Blockade unspezi-

fischer Antikörperbindungen in 5 % (w/v) Milchpulver (Firma Roth) in TBST erfolgte. Nach 

dieser Inkubation in Blockierlösung wurde die Membran auf Höhe der 55 kDa-Bande 

geteilt, sodass obere (Molekulargewichte < 55 kDa) und untere Hälfte (Molekulargewichte 

> 55 kDa) getrennt gefärbt werden konnten. Die obere Hälfte sollte hierbei das ACTB von 

etwa 43 kDa Gewicht als Ladekontrolle enthalten (Gilda und Gomes, 2013), die untere 

das etwa 72 kDa schwere TNIP1 (G’Sell et al., 2015). 

Die obere Hälfte wurde sodann über Nacht im Kühlschrank bei +4 °C in einem Gemisch 

aus einem HRP-gekoppelten ACTB-spezifischen Kaninchenantikörper, der im Volumen-

verhältnis 1:50.000 in Blockierlösung gelöst worden war, inkubiert und am nächsten 

Morgen dreimal über je 15 min bei Raumtemperatur in TBST gewaschen. Hier liegt eine 

direkte immunchemische Färbung vor. Die untere Hälfte hingegen wurde zunächst über 

Nacht im Kühlschrank bei +4 °C in einem Gemisch aus einem TNIP1-spezifischen 

Kaninchenantikörper, der in der Verdünnung 1:1.000 in Blockierlösung gelöst worden war, 

primärantikörperinkubiert. Nach drei Waschschritten in TBST am nächsten Morgen (je 15 

min, RT) folgten die Sekundärantikörperinkubation in einem Gemisch aus einem HRP-

gekoppelten goat anti rabbit-Antikörper, der im Verhältnis 1:30.000 (v/v) in Blockierlösung 
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gelöst worden war, sowie drei weitere Waschschritte in TBST (je 15 min, RT). Hier liegt 

eine indirekte immunchemische Färbung vor. 

Im Anschluss wurden beide Membranen jeweils mit einem H2O2-haltigen Gemisch 

benetzt, wobei Wasserstoffperoxid das Substrat der HRP darstellt. Zur Herstellung dieses 

Gemisches wurden die beiden Reagenzien eines kommerziell verfügbaren Herstel-

lungssets (SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity Substrate, Firma Thermo 

Fisher Scientific), im Verhältnis 1:1 miteinander vermischt. Nach 5-minütiger Inkubation 

bei Raumtemperatur wurde das HRP-Substratgemisch jeweils abgenommen, ohne 

hierbei die Membranen austrocknen zu lassen. 

 

2.6.4 Auswertung 

 

Die Bildakquisition erfolgte unmittelbar nach der Entwicklung (ImageQuantTM LAS-4000, 

Firma GE Healthcare Technologies). Das erhaltene Bild wurde mithilfe eines Bild-

verarbeitungsprogramms (Fiji) ausgewertet, indem die Grauwerte der einzelnen Banden 

bestimmt wurden. Daran anschließend konnte die Helligkeit der TNIP1-Banden jeweils 

ins Verhältnis zur Helligkeit der zugehörigen ACTB-Bande als Ladekontrollbande gesetzt 

werden und konnte ferner das arithmetische Mittel aus den erhaltenen Messwerten für 

beide untersuchten Versuchstierkleinhirne gebildet werden.  

 

2.7 Statistische Auswertung 

 

 

Diese Arbeit hatte die Dokumentation der TNIP1-Expression zum Ziel. Da zur 

Beantwortung dieser Fragestellung ausschließlich die Verteilung von immunchemischen 

Färbesignalen im Gewebe beziehungsweise in der Zelle betrachtet werden musste, 

wurden keine morphometrischen Daten erhoben und folglich keine statistischen Analysen 

durchgeführt. Ferner sind quantitative Vergleiche der Färbeintensitäten in immun-

chemisch gefärbten Präparaten nur in Ausnahmefällen möglich, weshalb derartige 

Vergleiche in dieser Arbeit nicht durchgeführt wurden. Durch die Western Blot-Analyse 

sollte lediglich die Expression des TNIP1-Proteins im Kleinhirngewebe überprüft werden; 

auf eine densitometrische Expressionsanalyse auf verschiedenen Stufen der postnatalen 

Kleinhirnentwicklung wurde verzichtet, da aufgrund der zu erwarteten ubiquitären Expres-
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sion von TNIP1 zelluläre Veränderungen der Proteinexpression absehbar nicht nachweis-

bar gewesen wären. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



– 58 – 
 

3 Ergebnisse 
 

Zunächst sollte untersucht werden, ob und in welchen Zellen des Kleinhirngewebes 

TNIP1 exprimiert wird. Zu diesem Zweck wurde die Expression von TNIP1 im Gesamt-

kleinhirngewebe mittels einer Western Blot-Analyse untersucht. Um im Anschluss die 

zelluläre Verteilung der TNIP1-Expression aufzuklären, folgten eine in situ-Hybridisierung 

sowie immunhistochemische Färbungen an Kleinhirngewebe adulter Versuchstier-

individuen. Die so erhaltenen Färbeergebnisse wurden danach mit immunzytochemi-

schen Färbungen gemischter dissoziierter Kleinhirnprimärzellkulturen verglichen (siehe 

Kapitel 3.1). 

Anschließend wurde die TNIP1-Expression in Purkinjezellen sowie in Astrozyten und in 

Oligodendrozyten mittels immunhistochemischer Färbemethoden im zeitlichen Velauf der 

postnatalen Kleinhirnentwicklung näher untersucht (siehe Kapitel 3.2). 

Schließlich sollte mit Hilfe immunhistochemischer Verfahren auf subzellulärer Ebene 

untersucht werden, wo TNIP1 in einzelnen Zellen lokalisiert ist (siehe Kapitel 3.3). 

 

3.1 Die Expression des Proteins TNIP1 in der Kleinhirnrinde der Maus 

 

Die Expression des Proteins TNIP1 im Kleinhirn wurde zunächst mittels einer Western 

Blot-Analyse untersucht. Es zeigten sich in den beiden untersuchten zerebellären Proben 

adulter Versuchstierindividuen jeweils zwei auf unterschiedlicher Höhe gelegene TNIP1-

Banden. Die Banden befanden sich, wie aus Abbildung 5 hervorgeht, dem Größenmarker 

nach zu urteilen in etwa auf Höhe von 70 bzw. 100 kDa. Bei der 70 kDa-Bande handelt 

es sich um die TNIP1-Bande, die rechnerisch und nach Angaben in der Literatur dem 

Molekulargewicht von TNIP1 entspricht (Verstrepen et al., 2009; G’Sell et al., 2015). Die 

in der vorliegenden Arbeit intensiver gefärbte Bande bei etwa 100 kDa wird in der Literatur 

zwar bildlich dargestellt, jedoch nicht näher beschrieben (Wagner et al., 2008; Medhavy 

et al., 2024). 
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Abb. 5: Western Blot-Analyse des Proteins TNIP1 in zwei Kleinhirnen adulter Mäuse (1, 
2). Es zeigten sich für jede Probe jeweils eine Bande auf Höhe von etwa 45 kDa, die dem 
markierten β-Aktin (ACTB) als Ladekontrolle entspricht, sowie jeweils zwei Banden auf 
Höhe von etwa 70 bzw. 100 kDa. Die 70 kDa-Bande korrelliert mit dem Molekulargewicht 
des Proteins TNIP1. 
 

 

Die Immunoblot-Analyse zeigte, dass das TNIP1-Protein im Kleinhirn der Maus exprimiert 

wird. Sie erlaubte jedoch keine zelluläre Zuordnung des TNIP1-Signals. Daher schloss 

sich im Folgenden eine in situ-Hybridisierung der Tnip1-mRNA an. Zur Einordnung der 

Ergebnisse der Anfärbung der Tnip1-mRNA mittels einer Tnip1-antisense-Ribosonde 

wurde eine Färbung mit einer zu deren Sequenz komplementären Tnip1-sense-

Ribosonde genutzt. Da die Sequenz dieser Sonde identisch zur Sequenz der Tnip1-

mRNA ist, war davon auszugehen, dass eine Interaktion mit der Tnip1-mRNA nicht 

stattfinden sollte, sodass artifizielle Färbungen als Hintergrundfärbungen identifiziert 

werden konnten. Durch Anfärbung der L7-mRNA mittels einer L7-antisense-Ribosonde 

konnte gezeigt werden, dass die in situ-Hybridisierungsprozedur grundsätzlich 

funktionierte. Aus den entsprechenden lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 6 

geht hervor, dass die Tnip1-mRNA in der Kleinhirnrinde der Maus exprimiert wird. Im 

Vergleich zur internen Kontrolle (Abb. 6A) wurden in der Tnip1-mRNA-Färbung vor allem 
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Perikaryen angefärbt, die auch in der L7-mRNA-Färbung (Abb. 6D) sichtbar waren. 

Basierend auf der Lage der Zellen und der Färbbarkeit der Perikaryen mit einer L7-

antisense-Sonde ist am ehesten von einer Färbung der Purkinjezellen auszugehen (Abb. 

6B). Des Weiteren zeigten sich in Abbildung 6B über das interne Kontrollsignal hinaus 

gehende Tnip1-mRNA-Färbungen in Zellen der Körnerzellschicht und der Molekular-

schicht. Zur Einordnung der Färbesignale in der Molekularschicht sei darauf hingewiesen, 

dass die L7-mRNA in Purkinjezellen nicht bloß in den Zellkörpern, sondern auch in den 

von ihnen abgehenden dendritischen Zellfortsätzen vorkommt (Wanner et al., 1997). 

 

 

Abb. 6: In situ-Hybridisierungen an vermalen, sagittalen Kleinhirngefrierschnitten einer 
adulten Maus. Die eingezeichnete Strichlinie zeigt die Lage des Übergangs zwischen 
Purkinjezellschicht und Körnerzellschicht an. A: In situ-Hybridisierung mit einer Tnip1-
sense-Ribosonde (Negativkontrolle der Tnip1-mRNA-Färbung); B: Tnip1-mRNA-Färbung 
mit einer Tnip1-antisense-Ribosonde; C: In situ-Hybridisierung mit einer L7-sense-
Ribosonde (Negativkontrolle der L7-mRNA-Färbung); D: L7-mRNA-Färbung mit einer L7-
antisense-Ribosonde (Positivkontrolle der Tnip1-mRNA-Färbung). 
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Während Purkinjezellen im zerebellären Kortex anhand der Lage ihrer Perikaryen sowie 

anhand der Größe ihrer Zellkörper morphologisch eindeutig zu identifizieren waren, war 

die zelluläre Zuordnung der übrigen Färbesignale nur eingeschränkt möglich. Daher sollte 

im Folgenden zunächst mittels immunzytochemischer Färbungen näher untersucht 

werden, in welchen der übrigen Zellen der murinen Kleinhirnrinde das TNIP1-Protein 

exprimiert wird. Zu diesem Zweck wurde ein Färbeprotokoll genutzt, das 

freundlicherweise von Frau Dr. Carolina Göttsche aus der Arbeitsgruppe von Herrn 

Professor Dr. Stephan Baader (Anatomisches Institut der Rheinischen Friedrich-

Wilhelms-Universität Bonn) zur Verfügung gestellt wurde. Diese hatte das entsprechende 

Färbeprotokoll im Rahmen ihres Promotionsprojektes etabliert (Göttsche, 2025). 

Um feststellen zu können, ob TNIP1 in Neuronen exprimiert wird, eignet sich der 

Nachweis immunchemischer TNIP1-Färbesignale in MAP2- bzw. TUBB3-positiven 

Zellen. Beim mikrotubulusassoziierten Protein 2 (MAP2) handelt es sich um ein spezifisch 

in Neuronen exprimiertes, zytoskelettal lokalisiertes Protein (Kosik und Finch, 1987; Kurtz 

et al., 1994; Sánchez et al., 2000), welches neben reifen auch unreife Neurone aufweisen 

(Dehmelt und Halpain, 2004). Beim βIII-Tubulin (TUBB3) handelt es sich ebenfalls um ein 

in zytoskelettaler Lokalisation vorliegendes und neuronenspezifisches Protein (Roskams 

et al., 1998; Leterrier et al., 2010), welches jedoch nur in reifen Neuronen exprimiert wird 

(Ferreira und Caceres, 1992). Die TNIP1/TUBB3-Doppelfärbungen und die TNIP1/MAP2-

Doppelfärbungen wurden hierbei an aldehydfixierten gemischten dissoziierten Zellkul-

turen durchgeführt (Abbildungen 7 und 8).  Es zeigten sich in vitro sowohl in den MAP2- 

als auch in den TUBB3-Doppelfärbungen TNIP1-Färbungen, welche jeweils mit den 

MAP2- bzw. TUBB3-Färbesignalen kolokalisiert waren. TNIP1-Signale konnten sowohl in 

neuronalen Zellkörpern als auch -fortsätzen nachgewiesen werden. Erwartungsgemäß 

zeigten sich Färbesignale sowohl intranukleär als auch extranukleär (Shamilov und 

Aneskievich, 2018). Da MAP2 im Gegensatz zu TUBB3 sowohl in reifen als auch in 

unreifen Neuronen vorkommt und da sich auch in der TNIP1/MAP2-Doppelfärbung 

TNIP1-Signale in Arealen fanden, die MAP2-negativ zur Darstellung kamen, konnte 

geschlussfolgert werden, dass TNIP1 sowohl in neuronalen Zellen als auch in 

nichtneuronalen Zellen vorkommt. 
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Abb. 7: TNIP1/TUBB3-Immunzytochemie einer aldehydfixierten, gemischten 
dissoziierten Primärzellkultur dreier Kleinhirne der Altersstufe P8 nach 7-tägiger 
Kultivierung. A bis D: Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: 
Detailaufnahme eines neuronalen Zellkörpers (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: 
Detailaufnahme eines neuronalen Zellfortsatzes (Maßstab entspricht 5 µm). Die Pfeile 
zeigen jeweils zytoplasmatische TNIP1-Färbesignale, während die Pfeilspitzen nukleäre 
TNIP1-Färbesignale abgrenzen. 
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Abb. 8: TNIP1/MAP2-Immunzytochemie einer aldehydfixierten, gemischten dissoziierten 
Primärzellkultur dreier Kleinhirne der Altersstufe P8 nach 7-tägiger Kultivierung. A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme eines 
neuronalen Zellkörpers (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: Detailaufnahme eines 
neuronalen Zellfortsatzes (Maßstab entspricht 5 µm). Die Pfeile zeigen jeweils 
zytoplasmatische TNIP1-Färbungen, während die Pfeilspitzen nukleäre TNIP1-
Anfärbungen demonstrieren. 
 

 

Da sich aus den neuronalen Doppelfärbungen ergab, dass TNIP1 auch in nichtneuronalen 

Zellen exprimiert wird, war im Folgenden interessant, ob dies konkret für in gemischten 

dissoziierten Primärzellkulturen des Kleinhirnes zahlreich vorhandene astroglial sowie 

oligodendroglial differenzierte Zellen galt. Um eine astrozytäre Lokalisation von TNIP1 

nachzuweisen, wurden zunächst immunzytochemische Doppelfärbungen mit dem bereits 

früh exprimierten Markerprotein BLBP (FABP7) durchgeführt (Feng et al., 1994; Kurtz et 

al., 1994; Hartfuss et al., 2001). Wie aus Abbildung 9 hervorgeht, waren TNIP1- und 
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FABP7-Färbesignale kolokalisiert. Somit werden TNIP1-Proteine in Zellen astroglialer 

Differenzierung in vitro exprimiert. Die immunfluoreszenten TNIP1-Anfärbungen fanden 

sich hierbei sowohl in Fortsätzen als auch in Somata von Astrozyten. 

 

 

 

Abb. 9: TNIP1/FABP7-Immunzytochemie einer aldehydfixierten, gemischten 
dissoziierten Primärzellkultur dreier Kleinhirne der Altersstufe P8 nach 7-tägiger 
Kultivierung. A bis D: Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: 
Detailaufnahme eines astroglialen Zellkörpers (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: 
Detailaufnahme eines astroglialen Zellfortsatzes (Maßstab entspricht 5 µm). Die Pfeile 
zeigen jeweils auf ein zytoplasmatisch lokalisiertes TNIP1-Signal, während die 
Pfeilspitzen auf nukleär lokalisierte TNIP1-Signale zeigen. 
 

 

Ob TNIP1-Proteine in oligodendrozytär differenzierten Zellen exprimiert werden, wurde in 

der vorliegenden Arbeit anhand von TNIP1/OLIG2-Doppelfärbungen an aldehydfixierten 
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gemischten dissoziierten Primärzellkulturen immunzytochemisch untersucht. Beim OLIG2 

handelt es sich um ein oligodendrozytäres Protein, das als Transkriptionsfaktor nur in den 

Kernen von Zellen oligodendrozytärer Differenzierung vorkommt. Es ist auch in noch nicht 

ausdifferenzierten und proliferierenden Oligodendrozytenprogenitoren immunchemisch 

nachweisbar (McQueen et al., 2014; Wei et al., 2021; Zhang et al., 2022). Da es sich bei 

der OLIG2-Färbung um eine nukleäre Färbung handelt, wurden für die Aufnahmen gezielt 

Zellen herausgesucht, die nur vereinzelt über Nachbarzellen verfügten und deren peri-

nukleäre Zirkumferenz somit sicher als das Zytoplasma der OLIG2-positiven Zellen 

identifiziert werden konnte. Wie aus Abbildung 10 hervorgeht, fanden sich in oligodendro-

glialen Zellen sowohl nukleär als auch zytoplasmatisch TNIP1-Signale. Somit konnte 

geschlussfolgert werden, dass TNIP1 in vitro in oligodendrozytär differenzierten Zellen 

exprimiert wird. 

 

 

 

Abb. 10: TNIP1/OLIG2-Immunzytochemie einer aldehydfixierten, gemischten 
dissoziierten Primärzellkultur dreier Kleinhirne der Altersstufe P8 nach 7-tägiger 
Kultivierung. A bis D: Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: 
Detailaufnahme (Maßstab entspricht 5 µm). Sowohl im markierten Zellkern (Pfeilspitzen) 
als auch im diesen umgebenden Zellplasma (Pfeile) finden sich TNIP1-Färbesignale. 
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Nachdem zuvor bereits nachgewiesen worden war, dass TNIP1 generell in Neuronen 

exprimiert wird, sollte im Folgenden näher betrachtet werden, ob diese Aussage auch 

bezogen auf die Purkinjezellen als die zentralen Neurone des zerebellokortikalen Schalt-

kreises gilt. Zu diesem Zweck wurden entsprechende Doppelfärbungen des TNIP1-

Proteins und des purkinjezellspezifischen Proteins CALB1 (Baader et al., 1999; Whitney 

et al., 2008; Kapfhammer und Gugger, 2012) an aldehydfixierten Vibratomschnitten 

durchgeführt; aufgrund der allein anhand ihrer unverkennbaren Morphologie bereits ein-

deutig zuzuordnenden Purkinjezellen waren immunzytochemische Vergleichsfärbungen 

hier nicht erforderlich. Die Ergebnisse der TNIP1/CALB1-Immunhistochemie sind in 

Abbildung 11 dargestellt. Aus ihr geht hervor, dass TNIP1- und CALB1-Färbesignale 

kolokalisiert sind. TNIP1 wird somit von Purkinjezellen exprimiert. 

Da TNIP1-Proteine in vitro auch in Astrozyten nachgewiesen werden konnten, wurden 

weiterführend TNIP1/GFAP-Doppelfärbungen an aldehydfixierten Kleinhirnvibratom-

schnitten durchgeführt, um der Frage nachzugehen, ob TNIP1 auch in vivo von astrozytär 

differenzierten Zellen exprimiert wird. Beim GFAP handelt es sich um ein eher spät 

exprimiertes Markerprotein von Zellen astrozytärer Differenzierung (Bovolenta et al., 

1984; Riol et al., 1992; Eng et al., 2000; Malatesta et al., 2008; Mamber et al., 2012). Wie 

aus der immunhistochemischen Färbung in Abbildung 12 hervorgeht, werden TNIP1-

Proteine auch in vivo von Zellen astroglialer Differenzierung exprimiert. Die immun-

fluoreszenten TNIP1-Anfärbungen fanden sich sowohl in allgemeinen Astrozyten der 

Körnerschicht als auch in den spezialisierten Zellen der Bergmannglia. 

Darüber hinaus fanden nach dem in vitro erbrachten Nachweis einer TNIP1-Expression 

in Oligodendrozyten immunhistochemische TNIP1/MBP-Doppelfärbungen an aldehyd-

fixierten Vibratomschnitten statt, um zu untersuchen, ob TNIP1 auch in vivo in oligo-

dendrozytär differenzierten Zellen exprimiert wird.  Beim MBP handelt es sich um ein 

Markerprotein, welches in ausdifferenzierten Oligodendrozyten vorkommt (Barbarese et 

al., 1988; Mitchell et al., 1992); es stellt einen Bestandteil der Myelinscheiden dar 

(Barbarese et al., 1988). Wie aus Abbildung 13 hervorgeht, werden TNIP1-Proteine in 

Oligodendrozyten in vivo exprimiert, denn TNIP1- und OLIG2-Färbesignale zeigen sich 

kolokalisiert. 
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Abb. 11: TNIP1/CALB1-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer adulten Maus. Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 
50 µm). Der Pfeil zeigt ein Purkinjezellaxon in der Körnerzellschicht. 
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Abb. 12: TNIP1/GFAP-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer adulten Maus. Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 
50 µm). Die Pfeile zeigen die kräftig gefärbte Membrana limitans glialis superficialis sowie 
Bergmanngliazellfortsätze in der Molekularschicht (ML). 
 

 

 

 

 

 

 

 



– 69 – 
 

 

Abb. 13: TNIP1/MBP-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer adulten Maus. Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 
50 µm). Der Pfeil zeigt auf einen jeweils oben rechts herausvergrößerten MBP-negativen 
Zellkörper, der beispielsweise zu einem Oligodendrozyt gehören könnte, da 
Oligodendrozyten im Bereich des Zellkörpers kein in den Myelinscheiden vorkommendes 
MBP aufweisen. Der MBP-negative Zellkörper im Marklager erscheint kräftig TNIP1-
positiv. 
 

 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl in den gemischten dis-

soziierten Primärzellkulturen als auch in den Vibratomschnitten der Kleinhirne TNIP1-

Signale sowohl in neuronal als auch in makroglial differenzierten Zellen nachgewiesen 

werden konnten. 
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3.2 Die Expression des Proteins TNIP1 im Laufe der postnatalen Entwicklung der 

 Kleinhirnrinde der Maus 

 

3.2.1 Die Expression von TNIP1 in Purkinjezellen während der postnatalen Klein-

hirnentwicklung 

 

Nachdem TNIP1 in Purkinjezellen adulter Mäuse nachgewiesen worden war (siehe 

Kapitel 3.1), wurde nun die Expression des Proteins TNIP1 im zeitlichen Verlauf der post-

natalen Purkinjezellentwicklung untersucht. Zu diesem Zweck erfolgten immunhisto-

chemische TNIP1/CALB1-Doppelfärbungen an aldehydfixierten Vibratomschnitten der 

Kleinhirne neugeborener bzw. 3, 5, 9 und 15 Tage alter sowie erwachsener Mäuse. Die 

folgenden Abbildungen 14 bis 19 dokumentieren die Färbeergebnisse.  

Unmittelbar postnatal (P0) ließ sich eine TNIP1-Expression in Dendriten und Zellkörpern 

nachweisen, die in Geweben aller anderen Altersstufen ebenfalls dargestellt werden 

konnte. Auffällig war auf der Altersstufe P0 die prominente Anfärbung des Axonhügels 

(siehe Abbildung 14O, 14P und 14Q), die sich auch am dritten postnatalen Tag noch 

nachweisen ließ (siehe Abbildung 15K, 15M und 15N). Die Axone selbst konnten erst ab 

P9 sicher abgrenzbar dargestellt werden; ab diesem Zeitpunkt ließen sich auch in ihnen 

TNIP1-Färbesignale nachweisen (siehe Abbildung 17O, 17P und 17Q sowie 18O, 18P 

und 18Q). Somit kann zusammenfassend festgestellt werden, dass TNIP1 sowohl in 

axonalen als auch in dendritischen Fortsätzen sowie in Perikaryen der Purkinjezellen vor-

kommt. Innerhalb der Zellkörper war das TNIP1-Färbesignal zytoplasmatisch ausgepräg-

ter als nukleoplasmatisch (siehe Abbildung 15O, 15P und 15Q). 

Darüber hinaus ergaben sich nebenbefundlich Hinweise auf eine TNIP1-Expression auch 

in Körnerzellen und deren Progenitoren (siehe Abbildung 16K, 16L und 16M sowie 19O, 

19P und 19Q). 
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Abb. 14: TNIP1/CALB1-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer neugeborenen Maus (Altersstufe P0). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme eines 
dendritischen Zellpoles (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: Detailaufnahme eines 
Zellkörpers (Maßstab entspricht 5 µm); N bis Q: Detailaufnahme eines axonalen Zellpoles 
(Maßstab entspricht 5 µm). Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinje-
zellschicht und Körnerschicht an. Die Pfeile zeigen auf ein kräftig positives TNIP1-Signal 
im Bereich eines entstehenden axonalen Zellfortsatzes (sog. basal swelling). Es fällt in 
Abbildung 14B auf, dass unmittelbar postnatal die TNIP1-Anfärbung im Bereich der 
Hirnhäute stärker ist als diejenige im daruntergelegenen Kleinhirngewebe. 
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Abb. 15: TNIP1/CALB1-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer drei Tage alten Maus (Altersstufe P3). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme eines 
dendritischen Zellpoles (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: Detailaufnahme eines 
Zellkörpers (Maßstab entspricht 5 µm); N bis Q: Detailaufnahme eines axonalen Zellpoles 
(Maßstab entspricht 5 µm). Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinje-
zellschicht und Körnerschicht an. TNIP1 wird auch auf der Altersstufe P3 im Bereich des 
Axonhügels der postnatalen Purkinjezelle ausgeprägter als im übrigen Teil des 
Perikaryons exprimiert (Pfeile in Zeile 3). Zudem fällt auf, dass im Bereich vom apical 
swelling abgehender dendritischer Verästelungen ebenfalls eine ausgeprägtere TNIP1-
Expression als im übrigen Teil des Somas imponiert (Pfeile in Zeile 2). Im Zytoplasma der 
apikalen Zellschwellung (Pfeile in Zeile 4) ist die TNIP1-Expression ausgeprägter als im 
Nukleoplasma (Pfeilspitzen). 
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Abb. 16: TNIP1/CALB1-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer fünf Tage alten Maus (Altersstufe P5). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme eines 
dendritischen Zellpoles (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: Detailaufnahme mehrerer 
auswachsender Dendriten, die in die äußere Körnerschicht hineinragen (Maßstab 
entspricht 5 µm); N bis Q: Detailaufnahme zweier Zellkörper (Maßstab entspricht 5 µm). 
Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinjezellschicht und Körnerschicht an. 
Die Pfeile in Zeile 4 zeigen auf kräftig positive TNIP1-Signale im Bereich zweier 
Purkinjezellkörper. Die Pfeilspitzen zeigen einen TNIP1-signalfreien Zellkern in der 
äußeren Körnerschicht, der zu einer äußeren Körnerzelle gehören dürfte; dies ist insofern 
bemerkenswert, als die späteren Zellen der (inneren) Körnerschicht TNIP1-Signale in 
ihren Kernen aufweisen (vgl. Abb. 17Q). Die Pfeile in Zeile 2 zeigen, dass sich auch am 
fünften postnatalen Tag ein deutliches TNIP1-Signal im Bereich der apikalen Zell-
verdickung findet, von der die auswachsenden Purkinjezelldendriten abgehen. 
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Abb. 17: TNIP1/CALB1-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer neun Tage alten Maus (Altersstufe P9). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme eines 
Purkinjezelldendriten in der Molekularschicht (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: 
Detailaufnahme eines Purkinjezellkörpers in der Ganglienzellschicht (Maßstab entspricht 
5 µm); N bis Q: Detailaufnahme eines Purkinjezellaxons in der Körnerschicht (Maßstab 
entspricht 5 µm). Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinjezellschicht und 
Körnerschicht an. Die Pfeile zeigen auf TNIP1-Proteine in Dendriten, Zellkörpern und 
Axonen von Purkinjezellen. Beachten Sie die inzwischen nachweisbaren TNIP1-
Färbesignale in den Kernen der Zellen der Körnerschicht (Pfeilspitzen). Nehmen Sie 
ferner zur Kenntnis, dass in Abbildung 17K erneut das zytoplasmatische TNIP1-
Färbesignal intensiver ist als das karyoplasmatische (vgl. Abbildung 15Q). 
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Abb. 18: TNIP1/CALB1-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer fünfzehn Tage alten Maus (Altersstufe P15). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme eines 
Purkinjezelldendriten in der Molekularschicht (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: 
Detailaufnahme eines Purkinjezellkörpers in der Ganglienzellschicht (Maßstab entspricht 
5 µm); N bis Q: Detailaufnahme eines Purkinjezellaxons in der Körnerschicht (Maßstab 
entspricht 5 µm). Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinjezellschicht und 
Körnerschicht an. Die Pfeile zeigen jeweils kolokalisierte TNIP1- und CALB1-
Färbesignale an. Die Pfeilspitzen zeigen die nachweisbaren TNIP1-Färbesignale in Zellen 
der Körnerschicht. Gut zu erkennen sind die inzwischen reichlich ausgebildeten dendri-
tischen Dornen des Dendritenbaumes der Purkinjezellen (Abbildung 18G). 
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Abb. 19: TNIP1/CALB1-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer erwachsenen Maus (Altersstufe adult). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme eines 
Purkinjezelldendriten in der Molekularschicht (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: 
Detailaufnahme eines Purkinjezellkörpers in der Ganglienzellschicht (Maßstab entspricht 
5 µm); N bis Q: Detailaufnahme eines Purkinjezellaxons in der Körnerschicht (Maßstab 
entspricht 5 µm), welches in seinem Verlauf mehrfach angeschnitten zur Darstellung 
kommt. Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinjezellschicht und Körner-
schicht an. Die Pfeile zeigen jeweils kolokalisierte TNIP1- und CALB1-Färbesignale an. 
Die Pfeilspitzen zeigen die nachweisbaren TNIP1-Färbesignale in Zellen der Körner-
schicht. 
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3.2.2 Die Expression von TNIP1 in Astrozyten während der postnatalen Kleinhirn-

entwicklung 

 

Nachdem TNIP1 in Astrozyten adulter Versuchstierindividuen nachgewiesen worden war 

(siehe Kapitel 3.1), wurde nachfolgend die Expression des Proteins TNIP1 im Laufe der 

postnatalen Entwicklung der Astrozyten näher untersucht. Zu diesem Zweck erfolgten 

immunhistochemische TNIP1/GFAP-Doppelfärbungen an aldehydfixierten Vibratom-

schnitten der Kleinhirne verschiedenalter Mäuse. Da aussagekräftige GFAP-Färbungen 

erst ab Altersstufe P9 zu erwarten waren (Bignami und Dahl, 1973; Zawia und Harry, 

1996), wurden hier nur die Altersstufen P9, P15 sowie adult untersucht und die erhaltenen 

Färbeergebnisse miteinander verglichen. Die folgenden Abbildungen 20 und 21 zeigen 

die entsprechenden Doppelfärbungen. 

TNIP1- und GFAP-Färbesignale sind teils kolokalisiert, teils auch direkt benachbart lie-

gend. Beim GFAP handelt es sich um ein gliales Intermediärfilament, das naturgemäß nur 

Teile des Zellplasmas im Bereich des Zellkörpers und der Zellfortsätze ausfüllt. Ein 

Nachweis der TNIP1-Expression in GFAP-positiven Zellen ist also auch dann gegeben, 

wenn TNIP1- und GFAP-Signale direkt benachbart geegen sind. Nachvollziehbar wird 

dies vor allem in Regionen, in denen Fortsätze von GFAP-positiven Gliazellen verlaufen, 

welche über einen weiten Verlauf von TNIP1-Signalen begleitet sind (vgl. Abbildung 20F 

und Abbildung 20G). Wie die Abbildungen 20 und 21 dokumentieren, werden TNIP1-

Proteine in Zellen astroglialer Differenzierung spätestens ab P9 exprimiert. Die räumliche 

Lokalisation der astrozytären TNIP1-Färbungen veränderte sich im hier betrachteten 

Zeitabschnitt der Kleinhirnentwicklung nicht. Da sich die TNIP1-Signale auf der Altersstufe 

adult identisch zu denjenigen darstellten, die auf der Altersstufe P15 erhalten werden 

konnten, wird auf eine vollständige Darstellung der TNIP1-Färbeergebnisse auf der 

Altersstufe adult verzichtet. 
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Abb. 20: TNIP1/GFAP-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer neun Tage alten Maus (Altersstufe P9). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme von Zellen der 
Bergmannglia in der Molekularschicht (Maßstab entspricht 5 µm); I bis M: Detailaufnahme 
von Astrozyten in der Körnerschicht (Maßstab entspricht 5 µm). Die gestrichelte Linie zeigt 
die Grenze zwischen Purkinjezellschicht und Körnerschicht an. Es zeigt sich, dass in 
astrozytär differenzierten, da GFAP-positiven, Zellen auf der Altersstufe P9 TNIP1-
Proteine exprimiert werden (Pfeile). Die Pfeilspitzen zeigen TNIP1-signalfreie Kerne von 
Zellen, die von der äußeren Körnerschicht durch die Molekularschicht in Richtung der 
inneren Körnerschicht migrieren. 
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Abb. 21: TNIP1/GFAP-Immunhistochemie zweier aldehydfixierter 
Kleinhirnvibratomschnitte. A bis M: Altersstufe P15; N bis Q: Altersstufe adult. A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H sowie N bis Q: Detailaufnahmen 
von Zellen der Bergmannglia in der Molekularschicht (Maßstäbe entsprechen jeweils 5 
µm); I bis M: Detailaufnahme von Astrozyten in der Körnerschicht (Maßstab entspricht 5 
µm). Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinjezellschicht und Körner-
schicht an. Es zeigt sich, dass in astrozytär differenzierten, da GFAP-positiven, Zellen auf 
der Altersstufe P15 sowie auf der Altersstufe adult TNIP1-Proteine exprimiert werden 
(Pfeile). Ein signifikanter Unterschied zeigt sich im Vergleich der beiden Altersstufen nicht. 
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3.2.3 Die Expression von TNIP1 in Oligodendrozyten während der postnatalen 

Kleinhirnentwicklung 

  

Zur Darstellung von TNIP1 in Oligodendrozyten im zeitlichen Verlauf der postnatalen 

Kleinhirnentwicklung erfolgten TNIP1/MBP-Doppelfärbungen an aldehydfixierten 

Vibratomschnitten der Kleinhirne neun und fünfzehn Tage alter sowie erwachsener 

Mäuse. Die MBP-Färbungen setzen – wie bereits die GFAP-Färbungen – erst ab Alters-

stufe P9 ein, da erst zu diesem Zeitpunkt ein sicheres MBP-Färbesignal oligodendro-

zytärer Zellen zu erwarten war (Verity und Campagnoni, 1988; Zawia und Harry, 1996; 

Ghoumari et al., 2003). Die folgenden Abbildungen 22 und 23 dokumentieren die 

Ergebnisse der entsprechenden immunhistochemischen Färbungen. 

Es stellte sich heraus, dass TNIP1 spätestens ab dem Erreichen der Altersstufe P9 in 

Oligodendrozyten exprimiert wird. Da MBP sowohl im Bereich des Zellkörpers als auch in 

den Zellfortsätzen der Oligodendrozyten vorkommt, lässt eine Kolokalisation von TNIP1- 

und MBP-Färbungen eine TNIP1-Expression in Oligodendrozyten vermuten. Wie bereits 

für die Astrozyten vorbeschrieben (siehe Kapitel 3.2.2), verändert sich auch in Oligo-

dendrozyten die räumliche Lokalisation der Anfärbungen im Laufe der Entwicklung nicht. 

Die Verteilung der TNIP1-Signale auf der Altersstufe adult war identisch zu derjenigen in 

den Kleinhirnen fünfzehn Tage alter Mäuse. 
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Abb. 22: TNIP1/MBP-Immunhistochemie eines aldehydfixierten 
Kleinhirnvibratomschnitts einer neun Tage alten Maus (Altersstufe P9). A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H: Detailaufnahme (Maßstab 
entspricht 5 µm). Die gestrichelte Linie zeigt die Grenze zwischen Purkinjezellschicht und 
Körnerschicht an. MBP-Signale sind auf der Altersstufe P9 mit TNIP1-Färbungen 
kolokalisiert (Pfeile). 
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Abb. 23: TNIP1/MBP-Immunhistochemie zweier aldehydfixierter 
Kleinhirnvibratomschnitte. A bis H: Altersstufe P15; I bis M: Altersstufe adult. A bis D: 
Übersichtsaufnahme (Maßstab entspricht 50 µm); E bis H sowie I bis M: Detailaufnahmen 
aus dem Marklager (Maßstäbe entsprechen jeweils 5 µm). Die gestrichelte Linie zeigt die 
Grenze zwischen Purkinjezellschicht und Körnerschicht an. MBP-Signale sind auf der 
Altersstufe P15 sowie auf der Altersstufe adult mit TNIP1-Färbungen kolokalisiert (Pfeile 
in Zeilen 2 und 3). Die Pfeile in Zeile 1 zeigen die Myelinscheide eines in der Körnerschicht 
in Richtung Marklager verlaufenden Axons. Rechts oben ist der MBP-negative Körper 
einer Zelle im Marklager herausvergrößert dargestellt; er könnte zu einem Oligodendrozyt 
gehören, da MBP als Myelinscheidenprotein nicht im Bereich des Zellkörpers vorkommt, 
und weist ein kräftiges TNIP1-Signal auf. 
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3.3 Die Lokalisation des Proteins TNIP1 in Präsynapsen und Postsynapsen 

 
 
Allen bisher gezeigten Färbungen war gemein, dass das TNIP1-Signal unabhängig vom 

Alter des Versuchstieres und unabhängig vom doppelgefärbten Zelltyp stets punktförmig 

erschien. Diese punktförmige Erscheinung könnte auf eine vesikuläre Lokalisation von 

TNIP1 hinweisen. Da auf Grundlage der Erkenntnis, dass sich TNIP1-Färbesignale in 

dendritischen und axonalen Zellfortsätzen von Neuronen nachweisen ließen (siehe 

Kapitel 3.1 sowie 3.2.1), eine synaptische Lokalisation von TNIP1 nahelag und da 

Neurone als Knotenstrukturen neuronaler Netzwerke eine zentrale funktionelle Rolle im 

Kleinhirn spielen, wurde im Folgenden versucht, die Lokalisation von TNIP1 in prä- und 

postsynaptischen Zellbereichen nachzuweisen. Hierzu wurden die TNIP1-Signale in der 

Molekularschicht der Kleinhirnrinde näher betrachtet und auf eine etwaige Kolokalisation 

mit dem präsynaptisch vorkommenden Protein Synaptobrevin 2 (VAMP2) (Salpietro et al., 

2019) beziehungsweise dem postsynaptisch lokalisierten Protein PSD-95 (DLG4) (Keith 

und El-Husseini, 2008) hin untersucht. Die Aufnahmen der entsprechenden Doppel-

färbungen finden sich in Abbildung 24 bzw. Abbildung 25.  

Es ließen sich Kolokalisationen von TNIP1-Signalen sowohl mit VAMP2-Signalen als auch 

mit DLG4-Signalen nachweisen. VAMP2 ist in der Molekularschicht der Kleinhirnrinde in 

vielen knöpfchenartigen Strukturen lokalisiert, was mit einer Anfärbung axonaler synap-

tischer Endigungen vereinbar wäre. VAMP2 scheint in vielen dieser präsynaptischen 

Endigungen kolokalisiert mit TNIP1 zu sein. Damit kommt TNIP1 in vielen präsynapti-

schen Endigungen vor. Die DLG4-Signale sind allerdings nur vereinzelt mit TNIP1-

Signalen assoziiert, sodass TNIP1 nur in wenigen postsynaptischen Endigungen dendri-

tischer Zellfortsätze vorkommt. Dieser Befund wird auch dadurch gestützt, dass sich 

TNIP1-Signale jeweils nicht nur kolokalisiert mit, sondern auch unmittelbar benachbart zu 

VAMP2- bzw. DLG4-Signalen nachweisen ließen. 
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Abb. 24: TNIP1/VAMP2-Immunhistochemie eines aldehydfixierten Kleinhirn-
vibratomschnitts einer adulten Maus. Mehrere Aufnahmen aus der Molekular-schicht 
(Maßstab entspricht 50 µm). Die Pfeile zeigen jeweils mit VAMP2-Signalen kolokalisierte, 
die Pfeilspitzen nicht mit VAMP2-Signalen kolokalisierte TNIP1-Färbesignale. In Zeile 1 
ist deutlich zu erkennen, wie sich ein größerer Purkinjezelldendrit von den umgebenden 
präsynaptischen VAMP2-Signalen abhebt. In ihm finden sich TNIP1-Signale. Aus Zeilen 
2 und 3 geht hervor, dass dies auch für kleinere Dendriten gilt (Pfeile). 
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Abb. 25: TNIP1/DLG4-Immunhistochemie eines aldehydfixierten Kleinhirn-
vibratomschnitts einer adulten Maus. Aufnahme aus der Molekularschicht. Die Abbildung 
zeigt, dass TNIP1-Färbungen teilweise mit DLG4-Färbesignalen kolokalisiert sind (Pfeile), 
aber teilweise auch unmittelbar neben DLG4-Signalen gelegen sind (Pfeilspitzen). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



– 86 – 
 

4 Diskussion 
 

Ziel dieser Arbeit war, ein räumlich-zeitliches Expressionsprofil des TNIP1-Proteins in 

Zellen der Kleinhirnrinde der Maus zu erstellen und dieses funktionell zu interpretieren. In 

der vorliegenden Dissertationsschrift konnte gezeigt werden, dass das TNIP1-Protein in 

allen eindeutig identifizierbaren Zelltypen der Kleinhirnrinde der Maus exprimiert wird. 

Unabhängig vom betrachteten Zelltyp wurden TNIP1-Proteine auf allen in dieser Arbeit 

untersuchten Altersstufen in allen untersuchten Zellen exprimiert. Das erhaltene immun-

histochemische und immunzytochemische TNIP1-Färbesignal war sowohl in den jeweili-

gen Zellkörpern als auch in den jeweiligen Zellfortsätzen als punktförmiges Signal erkenn-

bar. 

Die ubiquitäre Verteilung von TNIP1 in verschiedenen Zelltypen des Zentralnerven-

systems und die Kolokalisation mit synaptischen Strukturen zeigen, dass TNIP1-Proteine 

zahlreiche Funktionen im Zentralnervensystem innehaben dürften. Die vorliegende 

Promotionsarbeit stellt die erste detaillierte Expressionsstudie von TNIP1 im Zentral-

nervensystem unter physiologischen Bedingungen dar und postuliert erstmals eine Rolle 

von TNIP1 in der synaptischen Signaltransmission. 

 

4.1 Plausibilität der Western Blot-, der in situ-Hybridisierungs- sowie der Immun-

 fluoreszenzsignale 

 

Sämtliche in dieser Arbeit vorgestellten TNIP1-Expressionsanalysen beruhen auf der 

antikörperbasierten Anfärbung, entweder von Proteinextrakten oder von Zellen bezieh-

ungsweise Geweben. Die Spezifität der antikörperbasierten Färbung hängt ganz wesent-

lich von der Epitopbindungsaffinität der verwendeten Antikörper ab, die wiederum 

abhängig von den jeweiligen Paratopen der verwendeten Antikörper sowie von den 

Bedingungen des jeweiligen Versuchsprotokolls ist. 

Im Immunoblot des murinen Kleinhirnes zeigte sich eine Bande bei etwa 70 kDa. Da das 

Molekulargewicht von TNIP1 72 kDa beträgt (Verstrepen et al., 2009; G’Sell et al., 2015), 

kann davon ausgegangen werden, dass diese Bande das TNIP1-Protein repräsentiert. 

Zusätzlich zeigte sich eine Bande bei etwa 100 kDa, die in der Literatur und auf den 

Internetseiten verschiedener TNIP1-Antikörperhersteller zwar bildlich dargestellt wird, 

bisher jedoch noch nicht charakterisiert worden ist (Wagner et al., 2008; Medhavy et al., 
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2024). Eine naheliegende Erklärung für die Darstellung einer Bande bei etwa 100 kDa 

mag das Vorliegen einer Spleißvariante der Tnip1-mRNA sein; alternative Insertionen im 

Rahmen der Reifung der Tnip1-mRNA sind jedenfalls bereits nachgewiesen worden 

(Shiote et al., 2006). Allerdings weisen alle bekannten Spleißvarianten ein geringeres 

Molekulargewicht als 72 kDa auf (Verstrepen et al., 2009). Als Erklärung wahrscheinlicher 

erscheinen somit posttranslationale Proteinmodifikationen, die eine Zunahme des 

Molekulargewichtes des modifizierten Proteins um bis zu 200 Da pro Modifikation ermög-

lichen können (Bagwan et al., 2021). Konkret nachgewiesen wurden diesbezüglich funk-

tionell relevante Phosphorylierungen von TNIP1 (Le Guerroué et al., 2023). Dass neben 

dem TNIP1 auch andere Proteine der TNIP-Familie angefärbt worden und so für die 

zusätzliche Bande verantwortlich sein könnten, ist nicht anzunehmen, denn die Molekular-

gewichte der anderen Proteine der TNIP-Proteinfamilie betragen rund 49 kDa (TNIP2) 

bzw. etwa 39 kDa (TNIP3; Verstrepen et al., 2009). Zur Klärung der Herkunft der 100 kDa-

Bande im Western Blot sind insgesamt gesehen weitere Untersuchungen erforderlich, 

beispielsweise TNIP1-Expressionsstudien an gentechnisch veränderten Zellen oder an 

Gewebe transgener Tiere. 

Im Rahmen der vorbereitenden Probefärbungen zu Beginn dieses Promotionsprojektes 

war neben dem letztendlich verwendeten TNIP1-Antikörper der Firma Proteintech auch 

einer der Firma Invitrogen getestet worden. Mit beiden Antikörpern ließen sich vergleich-

bare immunchemische Färbungen erhalten. Der Invitrogen-Antikörper richtet sich hierbei 

gegen Epitope, die am N-Terminus des TNIP1-Proteins gelegen sind – als Immunogen 

kam hier ein die Aminosäuren 1 bis einschließlich 75 des TNIP1-Proteins umfassendes 

Polypeptid zum Einsatz –, während sich der Proteintech-Antikörper gegen Determinanten 

richtet, die am C-Terminus des TNIP1-Proteins gelegen sind – als Immunogen fand hier 

ein die Aminosäuren 287 bis einschließlich 636 des TNIP1-Proteins umfassendes Poly-

peptid seine Verwendung. Prinzipiell wäre zwar vorstellbar gewesen, dass der TNIP1-

Antikörper Epitope markiert, die nicht spezifisch für TNIP1 sind, da sie auch in den beiden 

anderen Proteinen der TNIP-Proteinfamilie, TNIP2 und TNIP3, vorkommen (Verstrepen 

et al., 2009). Konkret wäre dies für zwei hochkonservierte und in allen drei TNIP-Proteinen 

vorkommende autologe Homologiedomänen (AHD) denkbar gewesen, die jeweils am N-

Terminus gelegene AHD1 sowie die jeweils am C-Terminus gelegene AHD4 (Verstrepen 

et al., 2009). Da die beiden verwendeten Antikörper jedoch unterschiedliche Bereiche des 
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TNIP1-Proteins markieren und dennoch identische Färbemuster in Zellen und Geweben 

erkennen lassen, liegt die Vermutung nahe, dass der verwendete Antikörper TNIP1 

sowohl in der Western Blot-Analyse als auch in den immunhisto- und –zytochemischen 

Färbungen spezifisch erkennt. Für die Spezifität der antikörpervermittelten TNIP1-

Färbung spricht in Ermangelung der Verfügbarkeit hinreichend lang lebensfähiger Tnip1-

knock-out-Versuchstiere (Oshima et al., 2009) ferner, dass Frau Dr. Carolina Göttsche 

aus der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. Stephan Baader (Anatomisches Institut 

der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universität Bonn) in ihrem Promotionsprojekt zeigen 

konnte, dass eine im Vergleich zum Wildtyp vermehrte oder verminderte Expression des 

Proteins TNIP1 in HEK-Zellen unter Verwendung des auch in der vorliegenden Arbeit 

eingesetzten TNIP1-Antikörpers der Firma Proteintech mit einer entsprechend erhöhten 

oder erniedrigten immunchemischen Färbeintensität einhergeht (Göttsche, 2025). 

Ein weiterer Hinweis auf die Plausibilität der gezeigten immunchemischen Färbungen 

ergibt sich aus dem Vergleich mit den in dieser Arbeit präsentierten Färbeergebnissen der 

Tnip1-mRNA-in situ-Hybridisierung sowie mit öffentlich einsehbaren Tnip1-mRNA-in situ-

Hybridisierungsdaten des Allen Brain Atlas. In situ-Hybridisierungen basieren auf der 

sequenzspezifischen Hybridisierung zwischen zellulärer mRNA und markierten Ribo-

sonden. Da für derartige Hybridisierungen hinreichend lange komplementäre Sequenz-

bereiche vorhanden sein müssen, ist die Spezifität der Färbung entsprechend hoch. 

Sowohl aus den öffentlich verfügbaren in situ-Hybridisierungsdaten als auch aus den hier 

vorgestellten in situ-Hybridisierungen geht hervor, dass die Tnip1-mRNA sowohl in 

Purkinjezellen als auch in weiteren Zellen der Molekular- und Körnerzellschicht exprimiert 

wird. Darüber hinaus deutet auch der Vergleich der immunhistochemischen Färbungen 

mit den immunzytochemischen Färbeergebnissen auf eine erfolgreiche Immundarstellung 

von TNIP1 durch den eingesetzten Antikörper hin. 

Die Annahme einer spezifischen TNIP1-Färbung wird ebenso durch die Untersuchung 

öffentlich zugänglicher Datensätze einer Transkriptomanalyse der Zellen des murinen 

Kleinhirngewebes gestützt. Diese Datensätze beruhen auf einem Einzelzell-mRNA-

Sequenzierungsverfahren, das die Sequenzierung sämtlicher exprimierter mRNA einzel-

ner Zellen ermöglicht (Tang et al., 2009; Haque et al., 2017; Hwang et al., 2018); die ent-

sprechenden Sequenzierungsdaten sind über das Internet frei verfügbar (Vladoiu et al., 

2018). Wertet man diese Daten im Hinblick auf die Coexpression der Tnip1-mRNA sowie 



– 89 – 
 

der mRNA jeweils zelltypspezifisch exprimierter Gene aus (Hao et al., 2024), ergibt sich, 

dass die Tnip1-mRNA auf den Altersstufen P0, P5 und P14 in neuronalen Zellen expri-

miert wird, die zusätzlich die Calb1-mRNA, die Atoh1-mRNA beziehungsweise die Pax2-

mRNA exprimieren (Abbildung 26), und dass die Tnip1-mRNA auf denselben Altersstufen 

in glialen Zellen exprimiert wird, die wiederum die Gfap-mRNA, die Olig2-mRNA bezieh-

ungsweise die Itgam-mRNA exprimieren (Abbildung 27). 

Zu beachten ist, dass die einzelnen (mehrdimensionalen) Datenpunkte der scRNA-

Analyse der Zellen des Kleinhirnes der Maus unter Verwendung des UMAP-Algorithmus 

im Sinne einer Dimensionalitätsreduktion in eine zweidimensionale Darstellung überführt 

worden sind (McInnes et al., 2020). Der Algorithmus wählt diese zwei Dimensionen eigen-

ständig so aus, dass nah benachbart gelegene Punkte auf der erhaltenen zweidimen-

sionalen Datenpunktkarte auf Transkriptomebene viele Gemeinsamkeiten aufweisen und 

weit entfernt voneinander gelegene Datenpunkte entsprechend viele Unterschiede auf-

weisen. Es gilt damit näherungsweise, dass eine jede Datenpunktwolke auf der Karte 

jeweils Zellen eines bestimmten Zelltyps (mit hoher Transkriptomübereinstimmung) reprä-

sentiert und dass verschiedene Datenpunktwolken auf der Karte Zellen verschiedener 

Zelltypen (mit dementsprechend niedriger Transkriptomübereinstimmung) repräsen-

tieren.  
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Abb. 26: Zweidimensionale Darstellung der Analyse eines öffentlich zugänglichen 
mehrdimensionalen Datensatzes einer scRNA-Analyse des murinen Kleinhirnes mittels 
eines UMAP-Algorithmus. Untersuchung der Expression der Tnip1-mRNA sowie der 
Expression zu neuronalen Markergenen gehöriger mRNA. umap_1: Dimension 1 der 
UMAP-generierten Datenpunktkarte, umap_2: Dimension 2 der UMAP-generierten 
Datenpunktkarte; die Abszissen und die Ordinaten zeigen jeweils die Abstände der 
einzelnen Datenpunkte in den jeweiligen Dimensionen in relativen Einheiten. Die 
einzelnen Datenpunkte sind jeweils in grau dargestellt und entsprechen einzelnen Zellen 
des Kleinhirngewebes; farbig sind jeweils diejenigen Datenpunkte markiert, die Zellen 
repräsentieren, welche die zum jeweils bezeichneten Gen gehörige mRNA exprimieren. 
Die Farbkodierung repräsentiert die Expressionsstärke der jeweils betrachteten mRNA. 
Diese Abbildung ist freundlicherweise von Herrn Professor Dr. Karl Schilling sowie Herrn 
Professor Dr. Stephan Baader (beide Anatomisches Institut der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universität Bonn) zur Verfügung gestellt worden und darf mit der vorliegenden 
Arbeit veröffentlicht werden. 
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Die Calb1-mRNA wird von Purkinjezellen exprimiert (Baader et al., 1999; Whitney et al., 

2008; Kapfhammer und Gugger, 2012), die Atoh1-mRNA von Körnerzellen, (Ben-Arie, 

1996; Butts et al., 2024), die aus den rhombischen Lippen hervorgegangen sind, und die 

Pax2-mRNA von inhibitorischen Interneuronen (Maricich und Herrup, 1999), die aus den 

Ventrikularzonen hervorgegangen sind. Wie Abbildung 26 zeigt, exprimieren die Tnip1-

exprimierenden Zellen jeweils auch die zum neuronalen Markergen gehörige mRNA. Zu 

beachten ist hierbei, dass die postnatal zunehmend fehlende Datenpunktwolke für die 

Purkinjezellen ein Artefakt darstellt: Bedingt durch die postnatale Entwicklung des 

Dendritenbaumes überleben Purkinjezellen mit zunehmendem Alter den Zelldissozi-

ierungsprozess im Rahmen der Vorbereitung der Einzelzell-RNA-Sequenzierung schlech-

ter. Der hier erhobene Befund bestätigt nicht nur das Tnip1-mRNA-Färbeergebnis im Allen 

Brain Atlas und in der vorliegenden Promotionsarbeit bezogen auf die Purkinjezellen, 

sondern ermöglicht darüber hinaus auch eine Aussage hinsichtlich der in der hiesigen 

Dissertationsschrift nicht spezifisch immunfluoreszenzbasiert angefärbten Körnerzellen 

und inhibitorischen Interneurone, die offenbar ebenfalls die Tnip1-mRNA exprimieren. 

Die Gfap-mRNA wird hingegen von astroglial differenzierten Zellen (Bovolenta et al., 

1984; Riol et al., 1992; Eng et al., 2000; Malatesta et al., 2008; Mamber et al., 2012) und 

die Olig2-mRNA von oligodendroglial differenzierten Zellen exprimiert (McQueen et al., 

2014; Wei et al., 2021; Zhang et al., 2022). Die zu dem Gen Itgam gehörigen mRNA-

Moleküle werden von mikroglial differenzierten Zellen exprimiert (Satoh et al., 2016; 

Honarpisheh et al., 2020). 
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Abb. 27: Zweidimensionale Darstellung der Analyse eines öffentlich zugänglichen 
mehrdimensionalen Datensatzes einer scRNA-Analyse des murinen Kleinhirnes mittels 
eines UMAP-Algorithmus. Untersuchung der Expression der Tnip1-mRNA sowie der 
Expression zu glialen Markergenen gehöriger mRNA. umap_1: Dimension 1 der UMAP-
generierten Datenpunktkarte, umap_2: Dimension 2 der UMAP-generierten Daten-
punktkarte; die Abszissen und die Ordinaten zeigen jeweils die Abstände der einzelnen 
Datenpunkte in den jeweiligen Dimensionen in relativen Einheiten. Die einzelnen 
Datenpunkte sind jeweils in grau dargestellt und entsprechen einzelnen Zellen des 
Kleinhirngewebes; farbig sind jeweils diejenigen Datenpunkte markiert, die Zellen 
repräsentieren, welche die zum jeweils genannten Gen gehörige mRNA exprimieren. Die 
Farbkodierung repräsentiert die Expressionsstärke der jeweils betrachteten mRNA. Diese 
Abbildung ist freundlicherweise von Herrn Professor Dr. Karl Schilling sowie Herrn 
Professor Dr. Stephan Baader (beide Anatomisches Institut der Rheinischen Friedrich-
Wilhelms-Universität Bonn) zur Verfügung gestellt worden und darf mit der vorliegenden 
Arbeit veröffentlicht werden. 
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Wie aus Abbildung 27 hervorgeht, kommt die Tnip1-mRNA nicht nur in neuronalen Zellen, 

sondern auch in Zellen der Makroglia sowie der Mikroglia vor. Dieser Befund ist einerseits 

insofern bedeutsam, als er das immunfluoreszenzbasiert erhaltene Ergebnis dieser Arbeit 

hinsichtlich der TNIP1-Expression in makroglialen Zellen stützt und als auf ihm basierend 

glaubhaft postuliert werden kann, dass die lediglich schwache (aber über das interne 

Kontrollsignal hinaus gehende) Tnip1-mRNA-Färbung der Molekular- und Körnerschicht 

in Abbildung 6B spezifisch ist und damit kein Widerspruch zur starken Tnip1-mRNA-

Färbung im Allen Brain Atlas gegeben ist. Andererseits ist der Befund auch dahin-

gegehend erwähnenswert, als sich hier eine Expression der Tnip1-mRNA in mikroglial 

differenzierten Zellen nachweisen lässt, die im Rahmen dieser Arbeit nicht spezifisch 

immunfluorezenzbasiert angefärbt worden sind (siehe auch Kapitel 4.2). 

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass die in dieser Dissertation vorgestellten 

Forschungsergebnisse auch unter kritischer Würdigung der ihnen jeweils zugrunde-

liegenden Methodik plausibel erscheinen und im Einklang mit anderweitig erhobenen 

Befunden stehen. 

 

4.2 TNIP1 als potentielles Schlüsselprotein zahlreicher zellulärer Entwicklungs-

 prozesse 

 

Die in dieser Arbeit gezeigte Expression des Proteins TNIP1 in verschiedenen Zellen des 

Kleinhirnes, sowohl neuronalen als auch glialen Ursprungs, und in allen untersuchten 

postnatalen Differenzierungsstadien dieser Zellen legt den Schluss nahe, dass TNIP1-

Proteine an zahlreichen unterschiedlichen Vorgängen in der Zelle beteiligt sind. 

Wie einleitend bereits beschrieben, ist der Transkriptionsfaktor NFKB ein zentrales 

Zielprotein, dessen Aktivität durch TNIP1 reguliert wird. Insofern ist es nicht verwunder-

lich, dass zahlreiche Funktionen, mit denen NFKB assoziiert ist, auch mit TNIP1 assoziiert 

sind. NFKB gilt als wichtiger Transkriptionsfaktor, der unter anderem die Entzündungs-

reaktion und die Immunantwort reguliert (Hoffmann et al., 2006) sowie für die Kontrolle 

der Zellproliferation, des Zellüberlebens und der Zellapoptose von Bedeutung ist (Pranski 

et al., 2012). Außerdem ist NFKB an der Steuerung der neuronalen Entwicklung sowie 

der synaptischen Plastizität beteiligt (O’Mahony et al., 2006). Den vielfältigen Funktionen 

von NFKB entsprechend, wird TNIP1 eine Rolle in der Steuerung der Inflammation und 
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der Immunantwort sowie in der Kontrolle des Zellüberlebens und des Zelltodes sowie der 

Zellproliferation zugeschrieben (siehe Kapitel 1.2). Unter physiologischen Bedingungen 

wirken TNIP1-Proteine antiinflammatorisch, sie verhindern so eine überschießende 

Immunantwort; ist die TNIP1-Aktivität jedoch vermindert, so wird die Entstehung 

(auto)inflammatorischer Krankheitsbilder begünstigt (Gateva et al., 2009; Zhou et al., 

2011; Ippagunta et al., 2016; Rudraiah et al., 2018; Shamilov und Aneskievich, 2018; 

Jiménez-Sousa et al., 2019; Brady et al., 2020; Zhou et al., 2020; Shinkawa et al., 2022; 

Medhavy et al., 2024). Zu dieser empirischen Erkenntnis passen mehrere molekular-

biologische Befunde: So ist TNIP1 Teil eines Proteinkomplexes, welcher die intrazelluläre 

Signaltransduktion nach Bindung des extrazellulär lokalisierten Tumornekrosefaktors 

(TNF) an seinen Membranrezeptor dämpft (Van Quickelberghe et al., 2018). TNF gilt als 

ein wichtiger proinflammatorischer Mediator (Van Loo und Bertrand, 2023). Ferner 

interagiert TNIP1 bei bakterieller Infektion einer Wirtszelle mit dem bakteriellen Protein 

IPAH9.8. Dieses Protein hat eine Ubiquitinligasefunktion inne und fördert durch seine 

Interaktion mit TNIP1 den Abbau des Schlüsselproteins des kanonischen NFKB-Weges, 

IKBKG (auch NEMO genannt), wodurch die NFKB-abhängige Signaltransduktion ge-

hemmt wird (Ashida et al., 2010). Es resultiert jeweils ein antiinflammatorischer Effekt. 

Wie NFKB-Proteine, so werden auch TNIP1-Proteine mit physiologischen Prozessen in 

Verbindung gebracht. Die oben beschriebenen zellulären Funktionen von TNIP1 werden 

durch die in dieser Arbeit vorgestellten Daten zur Expression von TNIP1 unter physio-

logischen Bedingungen gestützt und durch die Analyse von TNIP1-Protein-

wechselwirkungen untermauert. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine TNIP1-

Expression in der Kleinhirnrinde sowohl in den proliferierenden Körnerzellprogenitoren 

der äußeren Körnerschicht als auch in den migrierenden Körnerzellen der Molekular-

schicht sowie in den ausdifferenzierten Körnerzellen der inneren Körnerschicht (siehe 

auch Abbildung 4). Dabei scheinen nukleäre TNIP1-Färbungen vorwiegend in den aus-

differenzierten postmitotischen Körnerzellen aufzutreten, während zytoplasmatische 

TNIP1-Signale im Laufe der gesamten postnatalen Körnerzellentwicklung zu beobachten 

sind (siehe Abbildungen 16K und 17Q).  

Bisher bekannte und nukleär lokalisierte Interaktionspartner von TNIP1 sind, neben dem 

bereits erwähnten NFKB (Catrysse et al., 2014), die nukleären Retinsäure- (RAR; 

Gurevich und Aneskievich, 2009) und Peroxisomproliferator-aktivierten Rezeptoren 
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(PPAR; Flores et al., 2011) sowie der Transkriptionselongationsfaktor A2 (TCEA2) und 

der Transkriptionsfaktor GTF2B (Abbildung 28). 

 

 

 

Abb. 28: Interaktionsnetzwerk des Proteins TNIP1. Die Farben der Kreisflächen zeigen 
jeweils die intrazelluläre (zytoplasmatische, nukleäre und/oder synaptische) beziehungs-
weise die extrazelluläre Lokalisation des Proteins an, während die Farben der Kreisränder 
jeweils die Funktion des Proteins einordnen (Differenzierung, Inflammation, Proliferation 
und/oder synaptische Transmission). Die zugrundeliegende Interaktomanalyse wurde 
anhand der öffentlich zugänglichen APID-Datenbank, die auf einer Metaanalyse unter-
schiedlicher Interaktomstudien beruht, durchgeführt (Rolland et al., 2014; Alonso-López 
et al., 2019). Als mit TNIP1 interagierende Proteine wurden nur solche in die Darstellung 
einbezogen, deren Interaktion mit TNIP1 in mindestens drei experimentellen Studien mit 
mindestens zwei unterschiedlichen Methoden nachgewiesen worden ist und deren 
Interaktion in mindestens vier Interaktionsdatenbanken beschrieben wird sowie in 
mindestens einer Publikation erwähnt ist. Unter Anwendung dieser Entscheidungsregel 
sind nur 24 von insgesamt 207 bekannten Interaktionspartnern in dieser Abbildung 
vertreten. Zusätzlich wurden die beiden bekannten TNIP1-Interaktionspartner RAR sowie 
PPAR zu den so erhaltenen 24 Interaktionspartnern hinzugefügt (Gurevich und 
Aneskievich, 2009; Flores et al., 2011). Die zugrundeliegenden Literaturangaben finden 
sich an den jeweiligen Stellen im Diskussionstext. 
 

Hinweise darauf, dass die nukleären Interaktionen von TNIP1 unter physiologischen Be-

dingungen tatsächlich eine Rolle in der Entwicklung spielen oder für die Pathogenese defi-
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nierter Krankheitsbilder von Bedeutung sind, ergeben sich bislang nur indirekt und sind 

damit spekulativer Natur. So führt die Bindung von Retinsäure an Retinsäurerezeptoren 

zu einer TNIP1-Induktion (Gurevich et al., 2013) und zu einer Aktivierung des NFKB-

Weges (Trinh et al., 2020). Umgekehrt hemmt TNIP1 als Corepressor die Aktivität 

ligandengebundener Retinsäurerezeptoren (Gurevich und Aneskievich, 2009). Somit 

könnte TNIP1 durch seine RAR-Interaktion an der Termination retinsäurevermittelter 

NFKB-Aktivierungen beteiligt sein. Da es sich bei der Retinsäure um ein ontogenetisch 

wichtiges Signalmolekül handelt, liegt der Schluss einer Beteiligung von TNIP1 an NFKB-

vermittelten Zelltodes-, -überlebens- und –proliferationsprozessen nahe. Konkret könnte 

dies insbesondere für die Differenzierung von Neuronen im Zentralnervensystem gelten 

(Maden, 2007). Neben der Interaktion mit RAR-Proteinen lässt sich jedoch auch eine 

Interaktion mit PPAR-Proteinen nachweisen, denen antiinflammatorische Wirkungen 

zugeschrieben werden (Youssef und Badr, 2004). TNIP1-Proteine fungieren hier als 

Corepressoren von PPAR (Flores et al., 2011; Singh und Chaudhary, 2025). 

TNIP1-Färbungen waren jedoch nicht nur im Zellkern, sondern auch im Zellplasma 

lokalisiert. Zytoplasmatische TNIP1-Signale konnten in der vorliegenden Arbeit zu allen 

untersuchten Zeitpunkten der postnatalen Entwicklung der Neurone nachgewiesen 

werden. Dies galt sowohl für proliferierende Körnerzellprogenitoren der äußeren 

Körnerschicht als auch für migrierende Körnerzellvorläufer in der Molekularschicht sowie 

für am Zielort der Migration angelangte Körnerzellen in der inneren Körnerschicht der 

Kleinhirnrinde. 

In Anbetracht seiner Interaktionspartner (Abbildung 28) könnte zytoplasmatisch 

lokalisiertes TNIP1 über eine Beteiligung an der Steuerung der Zellproliferation postnatale 

neuronale Entwicklungsprozesse beeinflussen; so haben beispielsweise seine Inter-

aktionspartner NME7 und NDC80 mitoseassoziierte mikrotubuläre Funktionen inne (Liu 

et al., 2014; Polley et al., 2023). Sein Interaktionspartner PIN1 ist für seine proliferations-

stimulierenden Effekte in der Pathogenese onkologischer Erkrankungen bekannt (Maggio 

et al., 2023), ebenso seine Interaktionspartner GTF2B und RAR (Cai et al., 2022; Testa 

und Pelosi, 2024). Darüber hinaus wirkt das bereits erwähnte nukleär lokalisierte Protein 

TCEA2 als relevanter Akteur in der DNA-Replikation maßgeblich an der Vorbereitung der 

Mitose mit (Schweikhard et al., 2014); das Zyklin G1 (CCNG1) wirkt als TNIP1-

interagierendes Protein an der Steuerung des Zellzyklus mit (Russell et al., 2012). Für die 
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Beteiligung von TNIP1 an der Regulation der Zellzahl spricht auch dessen Rolle als 

ubiquitinbindendes Protein: TNIP1 erkennt K48-Polyubiquitinierungen von Zielproteinen 

und kann so die ubiquitinierten Proteine in seiner Funktion als Autophagierezeptor zum 

autophagolysosomalen Abbau dirigieren (Shinkawa et al., 2022). Ist die Ubiquitinierung 

von Proteinen gestört, so ist die Proliferation und Differenzierung von Körnerzellen 

beeinträchtigt (Vriend et al., 2015).  

Aus dieser Beobachtung ergibt sich, dass TNIP1 über seine ubiquitinbindende Eigen-

schaft neben der Regulation der Zellzahl auch an der Regulation der Zelldifferenzierung 

beteiligt sein könnte. Purkinjezellen beispielsweise differenzieren sich im Wesentlichen 

postnatal durch die Ausbildung ihres typischen Dendritenbaumes aus; während dieser 

gesamten postnatalen Entwicklung ist TNIP1 unter physiologischen Bedingungen 

präsent. Da die Ausbildung von Purkinjezellsynapsen bei einer alterierten Proteinubi-

quitinierung gestört ist (Valnegri et al., 2017), könnte TNIP1 also auch auf die Ausbildung 

neuronaler Fortsätze einwirken. Dafür spricht, dass die Interaktion von TNIP1 mit dem 

Protein GABARAPL1 und dem Autophagierezeptor TAX1BP1 die Rückbildung neuronaler 

Fortsätze zu erschweren und die synaptische Plastizität zu stören scheint (Le Guerroué 

et al., 2023). Selbiges liegt für die Interaktion mit dem Autophagierezeptor Optineurin nahe 

(Ying und Yue, 2016). Die Bedeutung von TNIP1 für die zelluläre Differenzierung ergibt 

sich jedoch nicht bloß aus Beobachtungen im Nerven-, sondern auch im Immunsystem. 

So ist die Differenzierung der fortsatzfreien Monozyten des Blutes zu ausgesprochen stark 

verzweigten dendritischen Zellen TNIP1-abhängig veränderlich (Khanolkar et al., 2016). 

Zudem ist die Polarisierung von Makrophagen bei Hochregulation von TNIP1 gestört (Fan 

et al., 2015). Schließlich deutet auch die Interaktion von TNIP1 mit dem unter physio-

logischen Bedingungen lediglich in Keimzellen exprimierten MAGEB1 darauf hin, dass 

TNIP1 die Zelldifferenzierung beeinflussen könnte, denn MAGEB-Proteinen wird eine 

Rolle in der Steuerung der Keimzelldifferenzierung zugeschrieben (Lee und Potts, 2018). 

Ferner könnte TNIP1 auch an der Steuerung der Zellmigration beteiligt sein. Beobach-

tungen einer gestörten Wundreepithelisation bei verminderter TNIP1-Aktivität (Shamilov, 

Ackley et al., 2020) sowie einer scheinbar gesteigerten Metastasierungstendenz von 

Tumoren bei vermehrter TNIP1-Aktivität (Ren et al., 2017) unterstützen diesen Schluss. 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die postkapilläre Leukozytenmigration über 

eine Modifikation zellulärer Kontakte TNIP1-abhängig gesteigert werden kann (Wang et 
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al., 2007), welches überdies auch einen Bezug zu einer TNIP1-abhängig pathologisch 

gesteigerten neuroinflammatorischen Aktivität herstellen lässt (Gateva et al., 2009; Zhou 

et al., 2011; Ippagunta et al., 2016; Rudraiah et al., 2018; Shamilov und Aneskievich, 

2018; Jiménez-Sousa et al., 2019; Brady et al., 2020; Zhou et al., 2020; Shinkawa et al., 

2022; Medhavy et al., 2024).  

In der Zusammenschau deutet der potentielle Einfluss des Proteins TNIP1 auf 

verschiedene Prozesse der zellulären Entwicklung darauf hin, dass TNIP1 eine Schlüssel-

rolle als Signalmolekül in der Zellentwicklung einnehmen könnte. Diese Vermutung einer 

breiten funktionellen Bedeutung der TNIP1-Proteine für zelluläre Entwicklungsprozesse 

wird durch unterschiedliche klinische Beobachtungen gestützt: Einerseits scheint TNIP1 

pathophysiologisch bedeutsam für die Entstehung der Psoriasis vulgaris zu sein, bei der 

die Zellteilung und –differenzierung der Keratinozyten gestört ist (Baurecht et al., 2015). 

Andererseits ist eine aberrante TNIP1-Aktivität als pathophysiologischer Faktor in der 

Entstehung von Gliomen nachgewiesen worden, in denen ebenfalls Zellteilung und –

differenzierung gestört sind (Lei et al., 2020). Darüber hinaus spielt TNIP1 eine Rolle in 

der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen (Restuadi et al., 2022; Enduru et al., 

2024), bei denen das Zellüberleben gestört ist. Über seinen Interaktionspartner PIN1 

könnte TNIP1 neben der Entstehung neurodegenerativer Krankheitsbilder auch an der 

Entstehung autoimmunologischer Erkrankungen beteiligt sein (Maggio et al., 2023); 

insbesondere ist wegen seiner Interaktion mit RAR eine Beteiligung an der Pathogenese 

der Multiplen Sklerose vorstellbar, denn die orale Gabe von Retinsäure reduziert die 

Demyeliniserung bei einer Multiplen Sklerose (Moura et al., 2023).  

Zusammenfassend kann glaubhaft postuliert werden, dass TNIP1 im Zentral-

nervensystem an der Steuerung der zellulären Proliferation, Differenzierung und Migration 

sowie an der Regulation der Inflammation beteiligt ist. Vor dem Hintergrund einer 

analogen funktionellen Bedeutung mikroglialer Zellen stellt sich somit die weiterführende 

Frage, ob TNIP1-Proteine unter physiologischen Bedingungen auch in Mikrogliazellen 

vorkommen. 

Mikrogliazellen sind einerseits an der Herausbildung, Erhaltung und Rückbildung 

neuronaler Kontakte (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012; Miyamoto et al., 2016) 

sowie andererseits, als die geweberesidenten Makrophagen des Zentralnervensystems, 

an neuroinflammatorischen Prozessen beteiligt. Da eine Störung der Funktion des 
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Proteins TNFAIP3 in Mikrogliazellen zu autismusähnlichen Störungen der synaptischen 

Konnektion führt (Voet et al., 2018; Mohebiany et al., 2020) und es sich beim TNFAIP3 

um einen Interaktionspartner des Proteins TNIP1 handelt (Heyninck et al., 2003; Mauro 

et al., 2006; Ramirez et al., 2012; Jiménez-Sousa et al., 2019), wäre eine analoge 

mikrogliavermittelte Veränderung der synaptischen Kontaktarchitektur auch bei einer 

TNIP1-Funktionsstörung zu erwarten. Da eine pathologische mikrogliale Aktivierung in 

autistischen Gehirnen bereits nachgewiesen worden ist (Vargas et al., 2005; Anderson et 

al., 2008), wäre somit eine Störung der mikroglialen Funktion infolge einer TNIP1-

Funktionsstörung als pathogenetischer Mechanismus hinter der bei Autistischen 

veränderten synaptischen Kontaktarchitektur vorstellbar. Einen Hinweis darauf, dass 

TNIP1 auch in Mikrogliazellen exprimiert werden könnte, liefern die Ergebnisse von 

Forschungen an Ratten, in denen die TNIP1-Expression unterdrückt wurde und die 

hierunter eine pathologisch gesteigerte mikrogliale inflammatorische Aktivität aufwiesen 

(Zhou et al., 2020), sowie die in Kapitel 4.1 vorgestellte scRNA-Analyse. 

 

4.3 TNIP1 als potentieller Regulator synaptischer Kontakte 

 

Wenn das Protein TNIP1 über seine Interaktionspartner an der Differenzierung von Neu-

ronen beteiligt ist, dann liegt es nahe, zu vermuten, dass Alterationen der TNIP1-

Expression auch die synaptische Transmission beeinflussen. Aus der vorliegenden Arbeit 

ergeben sich erste Hinweise darauf, dass TNIP1 in Synapsen lokalisiert ist; dabei zeigten 

sich TNIP1-Signale deutlich häufiger mit dem präsynaptischen Markerprotein VAMP2 

kolokalisiert als mit dem postsynaptischen Markerprotein DLG4.  

Synaptisch lokalisiertes TNIP1 könnte einerseits zusammen mit seinem Interaktions-

partner TNFAIP3 die Ausbildung dendritischer Dornen modifizieren und damit Einfluss auf 

die neuronale/synaptische Plastizität nehmen (Mei et al., 2020). Andererseits interagiert 

TNIP1 mit Ubiquitin C (UBC) (Abbildung 28); da die Herausbildung glutamaterger 

Synapsen, welche in autistischen Gehirnen gestört ist, wesentlich von der posttranskripti-

onellen Ubiquitinylierung von Proteinen abhängig ist (Mabb, 2021), erscheint ein direkter 

Zusammenhang zwischen TNIP1-Lokalisation und TNIP1-Funktion in Synapsen plau-

sibel. Darüber hinaus ist bekannt, das TNIP1 auch mit dem Protein VPS33B interagiert 

(Abbildung 28), welches an der SNARE-vermittelten Membranfusion beteiligt ist (Gissen 
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et al., 2004). Die SNARE-Komplexe sind von entscheidender funktioneller Bedeutung für 

die synaptische Signaltransmission, insbesondere an den präsynaptischen Membranen 

(Jahn et al., 2024). Auch hier ist ein direkter Zusammenhang zwischen Lokalisation und 

Funktion des Proteins TNIP1 denkbar. 

Ferner wurde nachgewiesen, dass TNIP1-Proteine mit dem Makroautophagosomen-

kennzeichnenden Protein MAP1LC3A interagieren (Tang et al., 2014; Shinkawa et al., 

2022; Le Guerroué et al., 2023). MAP1LC3A wird in autistischen Gehirnen vermindert 

exprimiert (Yoshioka, 1992; Chaudry und Vasudevan, 2022), wodurch es zu einem 

verringerten Abbau und damit einer pathologischen Akkumulation synaptischer Proteine 

kommt. Diese Proteinakkumulation scheint die neuronale Plastizität zu stören, da die 

Rückbildung einmal herausgebildeter synaptischer Kontakte erschwert ist (Tang et al., 

2014). In der Folge entsteht eine autismustypische neuronale Hyperkonnektivität (Pagani 

et al., 2021; Chaudry und Vasudevan, 2022). Da es sich beim MAP1LC3A um einen 

TNIP1-Interaktionspartner handelt, wäre eine analoge pathogenetische Rolle auch für 

TNIP1 vorstellbar. 

Dass TNIP1 eine wichtige Rolle in der synaptischen Transmission spielt, ist abschließend 

auch vor dem Hintergrund anzunehmen, dass TNIP1 mit dem synaptisch lokalisierten 

Protein GIT2 interagiert (Abbildung 28). Ist die GIT2-Funktion gestört, so verändert sich 

die Morphologie der dendritischen Dornen sowie der synaptischen Kontakte (Van Gastel 

et al., 2018). Damit könnte TNIP1 über diese Interaktion an der Entstehung einer 

korrekten synaptischen Verschaltung und insbesondere an der Herausbildung der hierfür 

in der Kleinhirnrinde zahlreich ausgebildeten dendritic spines beteiligt sein, womit 

autismusähnliche morphologische Alterationen auch bei einer TNIP1-Funktionsstörung zu 

erwarten sein dürften. 

Weiterführend wären somit Untersuchungen der TNIP1-Expression in autistisch veränder-

ten Gehirnen interessant, um die Frage einer pathogenetischen Beteiligung von TNIP1 an 

der Entstehung des Autismus experimentell zu adressieren. 
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5 Zusammenfassung 
 

Bei den Autismusspektrumstörungen handelt es sich um eine Gruppe von neuro-

psychiatrischen Krankheitsbildern, denen das Vorhandensein von Defiziten in der 

sozialen Interaktion, des Verhaltens, der Kommunikation, der Sprache und der Motorik 

gemein ist. Ätiologisch sind einerseits Genmutationen und –polymorphismen sowie 

andererseits Umweltfaktoren für die Entstehung eines Autismus bedeutsam. Relevante 

neuromorphologische Befunde in autistischen Gehirnen sind eine pathologisch ver-

minderte Purkinjezellzahl sowie Alterationen der synaptischen Konnektion und Kontakt-

architektur. Pathophysiologisch werden eine erhöhte neuroinflammatorische Aktivität 

sowie eine gestörte ontogenetische Entwicklung für Autismen verantwortlich gemacht. 

Bisherige Studien weisen darauf hin, dass das für TNIP1 codierende Gen Gegenstand 

einer genetischen Prädisposition für autistische Störungen sein könnte. TNIP1 ist ein 

Protein mit vielfältigen bekannten Funktionen, von denen zwei besonders hervorzuheben 

sind: Es interagiert einerseits mit nukleären Rezeptoren, die an der Steuerung der 

embryonalen Entwicklung beteiligt sind, und moduliert andererseits NFKB-abhängige 

Signaltransduktionskaskaden, die an der Steuerung inflammatorischer Prozesse beteiligt 

sind. Vor diesem Hintergrund liegt die Möglichkeit einer pathogenetischen Beteiligung an 

autistischen Störungen nahe, wenngleich die Expression des TNIP1-Proteins im Gehirn 

bislang nicht untersucht worden ist. In der vorliegenden Arbeit sollte daher als erster 

Ansatz zur Untersuchung der potentiellen Funktion des Proteins TNIP1 im Gehirn dessen 

Expression im Laufe der postnatalen Kleinhirnentwicklung untersucht werden. 

Mit Hilfe immunhistochemischer Doppelfärbungen aldehydfixierter Kleinhirnschnitte von 

Mäusen unterschiedlichen Alters sowie immunzytochemischer Doppelfärbungen aldehyd-

fixierter gemischter dissoziierter Primärzellkulturen von Mäusekleinhirnen konnte in dieser 

Arbeit gezeigt werden, dass das TNIP1-Protein im Kleinhirn der Maus in Purkinjezellen, 

in Körnerzellen, in astrozytär differenzierten Gliazellen sowie in glialen Zellen oligodendro-

zytärer Differenzierung exprimiert wird. Während sich die Lokalisation des TNIP1-Proteins 

in Purkinjezellen im zeitlichen Verlauf veränderte, erwies sie sich in den untersuchten 

Zellen des Gliagewebes als konstant.  

Das räumlich-zeitliche Expressionsprofil des Proteins TNIP1 lässt vermuten, dass dem 

Protein TNIP1 eine Schlüsselrolle bei verschiedenen zellulären Prozessen zukommt und 
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dass TNIP1 – je nach Interaktionspartner – sowohl auf die Zellproliferation als auch die 

Zellmigration und/oder die Zelldifferenzierung Einfluss nehmen kann. Die in der hiesigen 

Dissertation erstmals beschriebene präsynaptische und postsynaptische Lokalisation von 

TNIP1 weist darauf hin, dass das Protein TNIP1 auch für die synaptische Transmission 

von Bedeutung sein könnte. Dieses Wissen um die synaptische TNIP1-Lokalisation 

könnte helfen, ontogenetische Alterationen der synaptischen Kontaktarchitektur von 

neurodegenerativ bedingten Veränderungen abzugrenzen. 
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