1 Einleitung

Die in der vorliegenden Arbeit dargelegten Ergebnisse zeigen im Hirnstamm und Kleinhirn
den kompletten Verlauf und alle zentralen Projektionen der Calb-positiven Subpopulation der
primar vestibularen Afferenzen (PVA).

Zunachst werden die Organisation des vestibularen Systems, die direkten zentralen Pro-
jektionsziele aller PVA in Hirnstamm und Kleinhirn und die Eigenschaften der Calb-positiven
Subpopulation charakterisiert.

Zur selektiven Darstellung dieser PVA-Population wurden cerebelldare Mausemutanten,
namlich Purkinje cell degeneration (pcd/pcd) und Lurcher (Lc/+) verwendet. Ihre genetischen
Defekte und deren Bedeutung fur die vorliegende Arbeit werden ebenfalls kurz dargestellt.
Darlberhinaus sollte geprift werden, ob mit den gewonnenen Ergebnissen mehr Klarheit in
die Diskussion Uber den Verlauf und die Termination von PVA in anderen Spezies gebracht
werden kann.

Zum allgemeinen Verstandnis werden zunachst die Anatomie von Kleinhirn und vestibularem
System vergegenwartigt und die bisher diskutierten Standpunkte und Ergebnisse vorgestellt.

1.1 Vestibulares System

Man unterteilt das vestibulare System in den Vestibularapparat, auch Vestibular-, statisches
oder Gleichgewichtsorgan genannt, in den Nervus vestibularis mit seinem Ganglion vestibuli
(VG) (scarpae) und in die zentralen vestibularen Projektionen.

Das Vestibularorgan liegt in der Pars petrosa des Os temporale und wird anatomisch zum
Innenohr gerechnet. Es wird sowohl aus dem Bogengangsapparat gebildet, bestehend aus
den drei Bogengangen als auch aus den Maculaorganen, namlich Sacculus und Utriculus.

In den Makulaorganen wie auch in den Bogengangen liegen die von Wersall (1956) und
Engstrom (1962) elektronenmikroskopisch dargestellten Haarzellen. Bei diesen handelt es
sich um sekundare Sinneszellen, die sich nach ihrem Innervationsmuster in dickere Typ-I-
Sensoren und schmalere Typ-1I-Sensoren unterteilen lassen.

Die ciliaren Fortsatze der Haarzellen ragen in eine Mucopolysaccharidschicht (Cupula)
hinein und bilden das Sensorfeld (Crista) im ampullaren Teil jeden Bogengangs.

Bei Drehbewegungen kommt es im Bogengang infolge der Tragheit der Endolymphe zur
Abbiegung der Cupula und damit zu einer Scherung der Cilien-Fortsatze. Dies stellt den
adaquaten Reiz der Haarzellen dar und fiihrt zur Offnung von K'-Kanalen, wodurch das
Sensorpotential entsteht, das nach Umschaltung auf die primaren Afferenzen je nach
Richtung der Scherung zu einer Zu- oder Abnahme der Aktionspotential-Frequenz in den
PVA flhrt. Die Bogengange dienen damit der Registrierung von Drehbeschleunigungen bei
Kopf- und Koérperbewegungen. Sie bilden auch die Grundlage fir den vestibulo-ocularen
Reflex, der gewahrleistet, dass sich die visuelle Welt nicht bei jeder Kopf- oder Koérper-
bewegung mitbeweqgt.

Im anderen Teil des Vestibularorgans, den Makulaorganen Sacculus und Utriculus ragen die
Cilien der Sensoren in die sogenannte Otholithenmembran hinein, eine Mucopolysaccharid-
schicht mit Calciumcarbonat-Kristallen.

Die natirlichen Reize fir die Makulaorgane sind Gravitation und lineare Beschleunigungen,
die zu Verschiebungen der Otholithenmembran gegeniber der umgebenden Endolymphe
fuhren. Die Makulaorgane dienen damit in erster Linie der Registrierung der Lage und der
linearen Bewegung des Kopfes im Verhaltnis zur Schwerkraft.

Damit ist das vestibulare System malgeblich an der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts,
der Raumorientierung und der Okulomotorik beteiligt. Darlberhinaus werden auch
vegetative Grolien beeinflusst.



1.2  Primar vestibulare Afferenzen (PVA)

Als PVA bezeichnet man jene Fasern, welche die peripher liegenden vestibularen Sensoren
mit dem ZNS verbinden und deren Zellkérper als bipolare Neurone im VG liegen.

Diese Bipolarzellen bilden eine heterogene Zellgruppe beziglich ZellgréRe, Faserdurch-
messer, biochemischer Ausstattung, Gestalt der peripheren Synapsen und hinsichtlich ihrem
physiologischen Antwortverhalten.

Die kleineren Bipolarzellen leiten tGberwiegend mit Bouton-Endigungen von den Typ-Il-Haar-
zellen ab, besitzen dinnere Fasern und zeigen meist eine regulare Spontanaktivitat sowie
ein tonisches Entladungsmuster (Goldberg und Fernandez, 1971,1977; Yagi et al., 1977,
Baird et al., 1988).

Die grolien Bipolarzellen dagegen besitzen lberwiegend dicke Fasern und bilden groften-
teils Calyx-Synapsen an Typ-I-Haarzellen (Fernandez at al., 1988,1990,1995; Goldberg et
al., 1990; Brichta und Peterson, 1994). Sie zeigen meist eine irregulare Spontanaktivitat und
ein phasisches Antwortverhalten (Goldberg und Fernandez, 1971,1977; Yagi et al., 1977,
Baird et al., 1988). Daneben finden sich als Mischformen sogenannte dimorphe Einheiten.
Die Bipolarneurone bilden mit ihren Perikaria das VG, nahe am Kontaktpunkt zum
Hornerven am Fundus des Meatus acusticus internus. Ihre Fasern ziehen zum Kleinhirn-
Brickenwinkel und trennen sich im Rautenhirn in einen absteigenden Ast zum medialen
(MVN) und inferioren Nucleus vestibularis (IVN) und in einen aufsteigenden Ast, der den
superioren Nucleus vestibularis (SVN) durchquert und zum medialen (MVN) und lateralen
Nucleus vestibularis (LVN) zieht (Kélliker, 1891).

Der weitere Verlauf ins Kleinhirn und die Projektionsorte der vestibularen Afferenzen, auch
der sekundaren, also nach Umschaltung in den VN, werden je nach Autor und Spezies noch
sehr kontrovers diskutiert, wie aus der Tabelle im Kapitel 1.2.2 hervorgeht.

Die in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von Calb markierte PVA-Subpopulation umfasst die
Gruppe der grofRen Bipolarzellen mit ihrer irregularen Spontanaktivitat und ihrem phasischen
Entladungsmuster (Demémes et al., 1992; Raymond et al., 1993).

1.2.1 Somatotopie und vestibulo-cerebellare Projektionen

Luciani (1891) hatte entdeckt, dass einseitige Lasionen im Cerebellum hauptsachlich den
ipsilateralen Bewegungsapparat betreffen. Bolk (1906), der als erster die cerebellaren Unter-
einheiten identifizierte, entwarf einen somatotopischen Plan fir die Kleinhirnoberflache, der
aber zu weitreichend war. Ingvar (1918) konnte eine grobe Somatotopie flir die spinocere-
bellaren Fasern bestatigen.

Ein von Brodal und Jansen (1954) entwickeltes Schema unterteilt das Kleinhirn von den
kortikofugalen Efferenzen ausgehend in paramediane Zonen, die durch rein ipsilaterale
Projektionsbahnen gebildet werden. Der Vermis projiziert demnach als medialer Teil jeweils
zum MCN, die angrenzenden Hemispharenstreifen projizieren jeweils als Pars intermedia
zum gleichseitigen ICN und der laterale Streifen als Pars lateralis zum LCN, wobei der
rostrale Teil jeder Pars mit dem rostralen Kernanteil korrespondiert und der caudale Pars-
Abschnitt mit den caudalen Kernanteilen.

Frihe elektrophysiologische Ableitungen von Adrian (1943) und Snider und Stowell (1944)
konnten neben einer Reprasentanz der Koérperoberflache im Lobus anterior auch eine
Somatotopie im posterioren Lobus erkennen, obwohl Brodal und Hgivik (1964) fur die
vestibuldren Moosfasern eine eher diffuse Termination ohne funktionell ableitbare
Projektionen annahmen. Shambes et al. (1978) postulierten spater eine ungeordnete
Somatotopie der Korperoberflache. Wahrend Oscarsson (1979) von gemeinsamen
sagittalen Terminationsgebieten von Moos- und Kletterfasern sprach, konnte Ito (1984)
anatomisch und elektrophysiologisch nur eine Projektion in kleine Langsstreifen fir die
Kletterfasern aus den einzelnen Abschnitten der unteren Olive nachweisen.



Matsushita und Wang (1987) sowie Yaginuma und Matsushita (1987) wiesen darauf hin,
dass sich die Projektionen in der Tiefe der Fissuren von denen der Ubrigen Kleinhirnober-
flache unterscheiden.

Ferrier (1876,1886) konnte bereits nachweisen, dass es lange vestibulare Projektionen ins
Kleinhirn gibt. Carpenter, Stein und Peter (1972) war es bei Affen sogar gelungen, eine
Projektion der PVA mit einer relativ spezifischen Reprasentanz der vestibularen Organe
darzustellen, im Sinne einer senso-topischen Projektion. Auch bei Nagern konnten Kevetter
und Perachio (1983) eine relative Spezifitat im Verlauf der PVA in die vestibularen
Kerngebiete nachweisen, wahrend Schwarz und Schwarz (1983) bei Vdgeln keine Vesti-
bularorgan-spezifische Termination bestatigen konnten.

1.2.2  Kurze historische Ubersicht mit Spezies-Vergleich

Die zentrale Termination der PVA wird bereits seit mehr als 100 Jahren ausgiebig erforscht.
Dennoch bestehen je nach Versuchstier und Methode beachtliche Unterschiede in den er-
mittelten Verteilungen der PVA (siehe folgende Tabelle 1).

Im Vordergrund der Diskussion standen die Fragen nach der GroRe des Vestibulo-
cerebellums; ob die VN insgesamt oder nur in begrenzten Arealen primar vestibular an-
gesteuert werden; ob die CN Uberhaupt und ob Flocculus, Paraflocculus und Lingula zu den
Zielgebieten der vestibularen Afferenzen gehdren. In den meisten Versuchen mit Sauge-
tieren wurden zumindest Teilareale der vier groRen VN als Zielorte der PVA identifiziert, zum
Teil auch der MCN und im Kleinhirncortex fast immer der Nodulus und die ventrale Uvula.

Kolliker (1891) beschrieb als erster die mit der Golgi-Farbung entdeckte Aufgabelung des
N.VIIl nach Eintritt in den Hirnstamm. Lewandowski (1904) verneinte noch die Existenz von
PVA. Ramoén y Cajal (1909) beschrieb aber ihren Verlauf zu den VN, ohne sie ausdrlicklich
als Primarfasern zu benennen. Er beobachtete auch im LVN, dass dieser im dorsalen Teil
frei von Degenerationen war, wenn der Nervus vestibulocochlearis (N. VIII) durchtrennt wur-
de. Leidler (1916) fand mit der Marchi-Methode beim Kaninchen kontralaterale Fasern in den
VN und nur ipsilaterale Fasern in den CN (siehe Tabelle). Wahrend Ingvar (1918) bereits in
der Katze den ipsilateralen Flocculus, den Nodulus und die Uvula als Lokalisationen von
PVA nachweisen konnte sowie den MCN bilateral, bestritt Lorente de N6 (1926) noch grund-
satzlich die Existenz von vestibulo-cerebellaren Fasern. Weston (1936) konnte eine
Projektion in Nodulus und Flocculus bei Reptilien bestatigen. Im gleichen Jahr postuliete
Dow die Abwesenheit kontralateraler Fasern im Cerebellum nach Einsatz der Marchi-
Methode bei Katzen und Ratten.

Die Frage nach der Existenz von kontralateralen Projektionen wird bis heute noch kontrovers
diskutiert.

Die folgende Tabelle fasst die Ergebnisse der wichtigen Arbeiten zusammen, die Uber die
vestibularen Afferenzen bei Saugetieren und Opossum publiziert wurden:



Tabelle 1: Zentrale Projektionen der PVA in Saugern.

Tierart Autoren/Jahr  Methoden zentrale Projektionen Bemerkungen
Hund Sachs, Alvis Silberfarbung ausschlieB3lich indirekte Fasern keine Kleinhirn-
1921 in allen VN und in den MCN Termination
Katze Ingvar Silberfarbung MCN, LCN, VN nicht untersucht,
1918 No, Uv, FI, Li bilateral im MCN
Dow Silberfarbung MCN, VN nicht untersucht
1936 No, vUv, FI
Walberg etal.  N.VIII-Schnitt, zen.SVN, rost.vLVN, /at. MVN, nur VN untersucht,
1958 Silberfarbung med.lat. und rost.med. IVN, In 8 ipsilaterale Proj.
Carpenter VG-Lasion, SVN, vLVN, lat.vMVN, IVN, ret.form. bilateral in:
1960 Silberfarbung ,sol.fasc., sol.nucl., dors.mot.nucl.X MCN, No, Li, vUv
MCN, No, vUv, FI, Li,
Brodal,Hgivik N.VIII-Schnitt, grY, LCN, No, vUv, VN nicht untersucht,
1964 Silberfarbung  FI, Li, dors. und vPfl bilateral im Pfl,
Gacek N.Vlll-Lasion, zen.SVN, vLVN, MVN, IVN, nur VN untersucht
1969 Silberfarbung grY, In8
Kotchabhakdi, HRP in VN MCN, Vermis in Lobuli I-VIII VN nicht untersucht,
Walberg,1978 selektive cer. Proj.
Korte, Korte VG-Lasion, lat.SVN, vLVN, MVN, IVN, gr Y, In 8, nur VN untersucht
Und Mugnaini Silberfarbung N VI, MCN, No, vUv, Fl
1979
Affe Carpenter,Stein  VG-Lasion, med.vLCN, VN nicht untersucht,
Peter 1972 Silberfarbung  No, vUv, Fl, Li, Fol. 3-10 Sensotopie im F/
Carleton, HRP+AS-Iso- zen.SVN, vLVN, MVN, IVN, grY, ipsilaterale Proj.
Carpenter 1984 tope,antero-  ret.form., acc.cun.nuc., subtrig. der Bogengange in
grad Tracing /at.ret.nuc., LCN, No, vUv, FI, Li SVN + MVN
Langer et al. HRP,retrogra- keine PVA im Fl nur Kleinhirncortex
1985 des Tracining untersucht
Opossum Henkel,Martin  VG-Lasion, zen.SVN, MVN, vLVN, IVN, grY,
1977b HRP, Autora- MCN, No, F/
diographie
Pflieger, anterogrades VN und CN bilateral in VG bei
Cabana 1996 Tracing jungen Tieren
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Bereits am Anfang des 20. Jahrhunderts fand Alexander beim Vergleich verschiedener
Saugetierspezies eine weitgehende Ubereinstimmung in der Zell- und Fasermorphologie
bezlglich Gréle, Gestalt und Nachbarschaftsbeziehungen zentralnervéser Neurone.

Fur die Neurone des VG gelang Goldberg und Fernandez (1971,1977), Yagi et al. (1977)
und Baird et al. (1988) der elektrophysiologische Nachweis, dass die gro3en Neurone bei
natlrlicher Stimulation ein charakteristisches phasisch-dynamisches und eher irregulares
Entladungsmuster zeigen und dass dagegen die Entladungen in den kleineren Neuronen
eher regular und Uberwiegend tonisch sind.

Diese groften Neurone kontaktieren Uberwiegend die vestibularen Typ-I-Haarzellen an der
Spitze der Cristae und an den Striolae der Makula-Organe Uber ihre typischen Calyx-
Synapsen (Fernandez et al. 1988,1990,1995; Goldberg et al. ,1990; Brichta and Peterson,
1994).

Fur viele der groRen Neurone des VG konnte eine Immunoreaktivitat fir Calb nachgewiesen
werden (Demémes et al., 1992; Raymond et al., 1993). Auch das ebenfalls Calcium-binden-
de Protein Calretinin (Calr) (Desmadryl und Dechesne, 1992) wird in vielen der grof3en
Bipolarzellen des VG exprimiert.

1.3  Vestibulare Kerne (VN)

Das vestibulare Kerngebiet im Hirnstamm wird bei Mensch und Saugetier hauptsachlich in
vier Teile untergliedert:

Neben dem oben erwahnten SVN (Bechterew), dem LVN (Deiters), dem MVN (Schwalbe)
sowie dem IVN (Roller) kénnen noch einige akzessorische Kerne und Zellgruppen
differenziert werden, wie der Nucleus interstitialis Cajal (In 8) und die Zellgruppen E,F,G,
SV,X,Y und Z.

In den VN wird der grote Teil der PVA auf die folgenden sekundaren vestibularen
Verbindungen umgeschaltet.

Den Tractus vestibulospinalis zur Innervation der Motoneurone der Extensoren und einer
entsprechenden Verbindung zum Halsmark, der sich aufteilt in den Tractus vestibulospinalis
medialis aus dem MVN (Mehler und Rubertone, 1972) und den Tractus vestibulospinalis
lateralis aus dem LVN (Brodal, 1981). Weiter finden sich gemeinsame motorische Fasern
aller vier VN Uber den Fasciculus longitudinalis medialis zum Kern des Nervus oculomotorius
fur vestibular auslésbare Augenbewegungen (Mehler und Rubertone, 1972).

Weiter existieren Verbindungen zu den anderen Kernen der Augenmuskelnerven,
commissurale Fasern korrespondierender und nicht korrespondierender VN und innerhalb
des Kernkomplexes einer Seite (Ladpli und Brodal, 1968; Mehler und Rubertone, 1972),
ferner der erstmals von Ramén y Cajal (1911) und spater von Brodal (1981), Mehler und
Rubertone (1972) beschriebene Tractus vestibulocerebellaris, der wie Morris et al. (1988)
zeigen konnten, eine der ontogenetisch altesten cerebellaren Afferenzen reprasentiert.

Des weiteren zu nennen sind vestibuloolivare Fasern (Barmack et al., 1993), Verbindungen
zur Formatio reticularis und zum Hypothalamus (Mehler und Rubertone, 1972; Precht et al.,
1977), daneben vestibulothalamische Projektionen (Kevetter et al., 1982) und Verbindungen
zur hinteren Zentralwindung des Cortex fur eine bewusste Raumorientierung (Guldin und
Grisser, 1998).

In die VN projizieren Fasern aus der Formatio reticularis und unteren Olive (Precht et al.,
1977; Mehler und Rubertone, 1972), spinovestibulare und cerebellovestibulare Zuflliisse, die
von PC aus dem Vermis, aber auch aus dem Vestibulocerebellum und Lobus anterior
stammen (Brodal, 1969; Mehler und Rubertone, 1972). Der dorsale Teil des LVN erhalt
neben direkten cerebellovestibularen Projektionen auch indirekte cerebellovestibulare
Zuflisse vom gleichseitigen rostralen Nucleus cerebellaris medialis (MCN), wahrend das
sogenannte Hook sche Blindel aus dem kontralateralen caudalen MCN zum ventralen LVN
zieht (Brodal, 1969; Mehler und Rubertone, 1985).



Es existieren auch zentrifugale Fasern, die vom Hirnstamm in den Nervus vestibularis ein-
muinden (Blanks und Palay, 1978) und als vestibulare Efferenzen bezeichnet werden. Klinke
und Galley (1974) konnten direkt an den Haarzellen vestibular efferente Fasern nachweisen,
welche die Empfindlichkeit der Rezeptoren verminderten. Die Bedeutung der vestibularen
Efferenzen ist aber noch weitgehend unklar.

In der jiingeren neuroanatomischen Forschung konnten Chimento, Doshay und Ross (1994)
aullerdem bei Ratten zeigen, dass PVA mit Calyx-Endigungen an den Haarzellen in ihrem
Anfangsverlauf retrograde Kollateralfasern abgeben, die zu den Haarzell-Synapsen zurtick-
ziehen und damit definitionsgemaf Efferenzen darstellen.

In Abgrenzung zu den oben beschriebenen vestibularen Efferenzen wurden diese
Kollateralen als ,efferent-type" bezeichnet. Auch die Funktion dieser Fasern ist noch unklar.

1.4 Cerebellum

Das Kleinhirn mit seiner regelmafigen Struktur und seiner nicht unbedingt existentiellen
Erforderlichkeit ist der bisher am grindlichsten erforschte Teil des zentralen Nervensystems.
Trotzdem sind viele Ablaufe im Kleinhirn sowie ein Reihe von Interaktionen mit dem Ubrigen
zentralen Nervensystem noch nicht verstanden.

Anatomisch liegt das Kleinhirn in der hinteren Schadelgrube Gber dem vierten Ventrikel. Es
ist mit dem Hirnstamm Uber die drei paarigen Kleinhirnstiele verbunden: der untere
(Pedunculus cerebellaris inferior) mit dem verlangerten Mark, der mittlere (Pedunculus
cerebellaris medius) mit der Briicke und der obere (Pedunculus cerebellaris superior) mit
dem Mittelhirn. Zwischen den paarigen Hemispharen liegt der sie verbindende Vermis. Die
Kleinhirn-Lappen (Lobus anterior, posterior und floccolunodularis) (siehe Abbildung Nr. 1)
werden durch die Querfurchen Fissura prima und posterolateralis begrenzt, die Lobuli
werden durch Gyri unterteilt. Die paarigen Kleinhirnkerne (CN) liegen Uber dem Dach des
vierten Ventrikels im Marklager des Kleinhirns. Am weitesten medial liegt jeweils der Nucleus
cerebellaris medialis (MCN) (bei Primaten Nucleus fastigii) im zentralen Marklager des
Vermis, nach lateral schlie®en sich bei Primaten die Nuclei globosi und emboliformes an,
zusammenfassbar jeweils als Nucleus cerebellaris interpositus (ICN). Am weitesten lateral
liegt jeweils ein Nucleus cerebellaris lateralis (LCN), bei Primaten Nucleus dentatus genannt.
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Abbildung Nr.1 :

Schematisiertes Diagramm zur Gegenulberstellung der fir Mensch und Saugetier Ublichen Kleinhirn-
Terminologie mit der von Larsell und Jansen (1967) vorgeschlagenen Einteilung in transversale Zonen
von | bis X. (Der caudale Hemivermis, also Uvula und Nodulus entspricht den Zonen IX und der
medialen Zone X.)

Histologisch zeigt die Kleinhirnrinde, anders als beim Grol3hirn, eine regelmaRige dreischich-

tige Zytoarchitektur:

1. Die innerste, dem Marklager aufliegende Schicht ist das Stratum granulosum mit
seinen Koérnerzellen, Golgi- und einigen Gliazellen, auf- und absteigenden Bahnen,
sowie synaptischen Kontakten von Kérnerzell-Dendriten und vielen Moosfasern.

2. Im Stratum gangliosum liegt eine Zell-Lage mit Zellkérpern von PC, welche den
einzigen, hemmenden Ausgangskanal des Kleinhirncortex darstellen und auf die CN
und VN einwirken. Zudem findet man auf- und absteigende Bahnen.

3. Das auliere Stratum moleculare enthalt neben den interneuronalen Korb- und Stern-
zellen die senkrecht zur Oberflache liegenden Dendritenbdume der PC und Golgi-
Zellen. Neben Zellkérpern und Dendriten finden sich viele Synapsen, denn jeder PC-
Baum wird orthogonal von vielen Parallelfasern durchstofRen, die aus aufgezweigten
Axonen der Kérnerzellen bestehen und Synapsen mit den PC-Dendriten bilden.

Die PC und interneuronalen Golgi-, Korb- und Sternzellen wirken inhibitorisch mit dem
Trans-mitter y-Aminobuttersdure (GABA). Die Aktivitat der Kornerzellen, Kletterfasern und
Moos-fasern wird dagegen exzitatorisch tGber Aspartat und Glutamat vermittelt.

Das Kleinhirn erhalt 3 Typen von Afferenzen: Kletterfasern aus der unteren Olive, Moos-
fasern als autonome, spinale, pontine, retikulare, auditorische, vestibulare und nucleo-
corticale Moosfaserafferenzen, sowie noradrenerge Fasern aus dem Locus coeruleus und
serotoninerge aus den Raphe-Kernen.
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Die funktionelle Bedeutung des Kleinhirns war fir lange Zeit unklar. Noch anfangs des
19. Jahrhunderts postulierten Gall und Sprunzheimer (1810-1819) sexuelle Funktionen
aufgrund der GroRe des Kleinhirns bei Bullen, gleichzeitig fanden Rolando (1809) und
Flourens (1824) in cerebellar ladierten Tieren motorisch-koordinative Defizite. Sherrington
benannte (1906) das Kleinhirn als Kopfganglion des propriozeptiven Systems. Um die
Jahrhundertwende kam es vor allem durch Ramén y Cajal zum Beginn der systematischen
neuroanatomischen Erforschung des Cerebellum. Es folgten die ersten genaueren klinisch-
neurologischen Untersuchungen von Weltkriegsverwundeten mit Kleinhirnverletzungen. Mit
weiteren tierexperimentellen Arbeiten bis in die Gegenwart gelang es, die Stellung und
Funktionen des Kleinhirns, seine Mikroverschaltungen und Projektionen weitgehend
aufzuklaren und Regenerationsméglichkeiten und neuronale Plastizitat zu erforschen.

Als Hauptfunktionen des Kleinhirns gelten allgemein die Aufrechterhaltung der Koérperstatik
durch Gewahrleistung des Gleichgewichts und des Skelettmuskeltonus, sowie die Fein-
motorik durch Abstimmung der Innervation von Einzelbewegungen und Koordination zu
geordneten Bewegungsablaufen.

Verschiedene Funktionsbereiche kdnnen zum Teil verschiedenen anatomischen Strukturen
zugeordnet werden. So sind bei medial liegenden Lasionen besonders die Halte- und Stitz-
motorik gestort. Der Vermis dient dabei vorwiegend der Kontrolle von Muskeltonus und
Kdrperhaltung, die Pars intermedia eher der Koordination von Bewegungsablaufen mit der
Stutzmotorik und der langsamen Zielmotorik, wahrend der intermediar gelegene Flocculus
Uberwiegend fiir den optokinetischen Nystagmus und die Koordination mit den Augen-
bewegungen verantwortlich ist. Bei lateralen Lasionen sind vor allem Sprache und Ziel-
motorik gestért, welche entwicklungsgeschichtlich jingere Hirnfunktionen sind und im
phylogenetisch jingeren Neocerebellum der Kleinhirn-Hemispharen lokalisiert sind. Dies
steht mit dem Grof3hirn in Verbindung und ist fir die Verarbeitung und Programmierung von
Bewegungen verantwortlich, in Erganzung zu den unwillkirlichen Kontroll- und Korrektur-
funktionen des medial gelegenen alteren Archi- und Paleocerebellum.

Ein vollstdndiges angeborenes Fehlen des Kleinhirns zeigt dennoch nur eine geringe
Symptomatik, wenn die CN nicht betroffen sind (Dow und Moruzzi, 1958). Dagegen zeigen
Teildefekte des Kleinhirns die typischen cerebellaren Symptome wie Ataxie, Asynergie, A-
und Dysdiadochokinese, Hyper- und Dysmetrie, Aktionstremor, Rebound-Phanomene,
Gewichtsfehleinschatzungen, muskulare Hypo- und Hypertonie sowie Sprechstérungen
(Brodal, 1981).

Das cerebellare Terminationsgebiet der vestibularen Afferenzen wird haufig auch als
Vestibulocerebellum bezeichnet (Brodal et al., 1962; Angaut und Brodal, 1967) und spielt fir
die Aufrechterhaltung des Kdrpergleichgewichts eine grof3e Rolle. Die Ausdehnung dieser
Projektion ist umstritten, wie die Tabelle im Kapitel 1.2.2 zeigt.

1.5 Calbindin D-28k im Gehirn

Calb ist ein 28 kDa schweres Vitamin Dz-abhangiges Calcium-bindendes Protein, das von
Wassermann und Taylor (1966) in der Darmmukosa des Huhns als transepithelialer
Calcium-Transporter entdeckt wurde. Neben der Schilddriise und den Nieren findet sich
Calb auch im Gehirn. Die Expression von Calb wird laut Pappas und Parnavelas (1997)
durch den Ein-fluss von Neurotrophin-3 und Wachstums-faktoren auf die Differenzierung
von GABA-ergen Neuronen gesteuert. Cerebellare PC exprimieren Calb bereits ab dem
Zeitpunkt ihrer Migration (Legrand et al., 1983; Parkes et al., 1985), also noch vor dem
Auftreten ihrer physiologischen Aktivitat.
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Die Verteilung von Calb im Gehirn wurde von Celio (1990) folgendermallen beschrieben.
Antikérper (AK) gegen Calb binden sich an PC und grof3e Spinal-, Retinal-, Cochlear- und
Vestibular-Ganglienzellen, an alle grofleren Bahnen des limbischen Systems mit Ausnahme
der Fornix und an diffus projizierende dinne unmyelinisierte Axone im Thalamus, im Nigro-
striatum und im Nucleus Basalis Meynert. Calb wurde auch in Interneuronen des Riicken-
marks und der GroBhirnrinden-Schicht Il gefunden, sowie in Ependymzellen und hypo-
thalamischen Zentren. Die Verteilung ahnelt der des sogenannten Dihydroperidin-Subtyps
der cerebralen Calcium-Kanale, mit Ausnahme der plexiformen AuRenschicht des Bulbus
olfactorius.

Mit Calb &Rt sich zudem ein bisher unbeschriebenes Kerngebiet im Fasciculus longitudinalis
medialis der Medulla oblongata aufdecken.

Das Calretinin (Calr), ein anderes Calcium-bindendes Protein, zeigt im Vergleich mit Calb
nach unseren Beobachtungen und laut persénlichen Aussagen von Kevetter (New Orleans,
1997) einen ungefahr 90%igen Uberlappungsgrad in den vestibuldren Zellpopulationen,
obwohl in alteren Arbeiten noch von 100% ausgegangen wurde (Desmadryl und Dechesne,
1992; Raymond et al., 1993).

Der Calr-AK farbt aulerdem Kornerzellen, Golgizellen, Lugaro- und unipolare Blrstenzellen
(Rogers, 1989; Arai et al., 1991; Braak und Braak, 1993; Abbott und Jakobowitz, 1995).
Auch Moosfasern nicht vestibularen Ursprungs und Kletterfasen scheinen Calr-positiv zu
sein (Arai et al., 1991; Yan und Garey, 1996; Résibois und Rogers, 1992).

Die Funktion der Calcium-bindenden Proteine ist zur Zeit noch nicht sicher geklart.

Es konnte gezeigt werden, dass einige Calcium bindende Proteine in vivo und in vitro eine
durch Aktivitat oder experimentell erhéhte intrazellulare Calcium-Konzentration effektiv
senken konnen. Dadurch Uben diese Proteine einen Einfluss auf die Entladungsrate der
entsprechenden Neurone aus und konnen einen exzitotoxischen Calcium-Overload ver-
hindern. Viele neurodegenerative Prozesse wie beispielsweise die prasenile Alzheimer-
Demenz (Nucleus basalis Meynert, dorsale Raphé-Kerne und Pyramidenzellen vor allem der
temporalen GroBhirnrinde und des Hippocampus), die Epilepsie oder der Morbus Parkinson
(Substantia nigra) und die Chorea Huntington major (Substantia nigra und Nigrostriatum)
sind durch exzitotoxische Zelluntergdnge gekennzeichnet, die aber in einigen Fallen
Neurone mit hohem Gehalt an Calcium-bindenden Proteinen ausnehmen. Ihnen wird aus
diesem Grund ein gewisser neuroprotektiver Effekt zugeschrieben.

So konnten Mattson et al. (1995) nachweisen, dass Calb in den Astrocyten des Corpus
callosum und in der Weillen Substanz exprimiert wird, wenn die Zytokine Tumor-
nekrosefaktor alpha und beta freigesetzt werden, wie dies bei einigen Hirnerkrankungen
oder typischerweise bei Hirntraumata der Fall ist. Die Calb-reichen Astrocyten zeigten
danach eine erhéhte Resistenz gegen Azidose und toxischen Calcium-Overload.

Celio (1990) und Sloviter et al. (1991) konnten zeigen, dass Calcium-Spikes generierende
Neurone, wie cerebellare PC, weniger anfallig sind fir unkontrollierte Exzitationen, wie sie
beispielsweise bei der Epilepsie auftreten.

Darlberhinaus wird den Calcium-bindenden Proteinen eine Funktion bei der embryonalen
Entwicklungssteuerung und Ausdifferenzierung der Nervenbahnen zugeschrieben. So soll
das Calcium-bindende Protein Parvalbumin eine Differenzierung von embryonalen Stamm-
zellen in Richtung bipolarer Neurone bewirken, wahrend Calb und Calr eher eine Differen-
zierung zu multipolaren Neuronen induzieren (Arnhold et al. 2000).
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1.6  Problembeschreibung, Fragestellung und Zielsetzung

Wie unter 1.2.2 gezeigt wurde, gibt es zum Teil auch innerhalb einer Spezies wider-
spruchliche Aussagen Uber den Verlauf und die Termination der PVA.

Fernandez et al. (1988,1990,1995), Goldberg et al. (1990) und Brichta und Peterson (1994)
hatten entdeckt, dass die vestibularen Ganglienzellen in solche mit einem relativ regel-
mafRigen und tonischen und andererseits mit einem unregelmafigen und phasischen Ent-
ladungsmuster differenzierbar sind und dass eine Korrelation zur Gré3e der Perikarya im VG
und zum peripheren Innnervationstyp der Haarzellen besteht.

Die grof3en Bipolar-Neurone des VG innervieren Haarzellen an den Spitzen der Cristae und
an den Striolae der Maculae ausschliel3lich tber Calyx-Endigungen. Charakteristisch flr
diese Afferenzen groRen Durchmessers ist ein spontan unregelmaRiges und hauptsachlich
phasisches Entladungsmuster als Antwort auf natirliche vestibulare Stimulation, also Kopf-
oder Kérperbewegungen.

Desmadryl und Dechesne (1992), Demémes et al. (1992), Raymond et al. (1993) und Baurle
et al. (1997b) konnten zeigen, dass circa 16% aller Bipolar-Neurone der VG-Zellen immuno-
reaktiv fur Calb sind.

Da fast ausschlieRlich grofe Bipolarzellen Calb-positiv sind, lasst sich mit Hilfe der Calb-
Immuncytochemie die Gruppe der irregular phasischen PVA relativ selektiv darstellen.

Diese kénnen auch mit einem AK gegen das Calcium-bindende Protein Calr selektiv dar-
gestellt werden, weil beide Populationen nahezu identisch sind. Da allerdings auch andere
Kleinhirn-Zellen Calr-positiv sind (Rogers 1989), eignet sich Calb bedeutend besser, um
aus-schlieBlich PVA zu exponieren.

Fur die Identifizierung des vollstandigen Verlaufs und der Termination Calb-positiver PVA in
den VN und CN sowie im Kleinhirncortex sind aber die ebenfalls Calb-positiven cerebellaren
PC zusammen mit ihren Uberlappenden Projektionsfeldern in Hirnstamm und Kleinhirn als
grol3er Storfaktor anzusehen, so dass die PVA weder mit Hilfe der Calb- noch mittels Calr-
Immuncytochemie selektiv dargestellt werden kénnen.

Fur die Calr-Farbung hatten Kevetter und Leonard (1997) zahlreiche storende, ebenfalls
Calr-positiven Kleinhirn-Zellen (siehe 1.5) durch initiale Cerebellektomie ausgeschaltet, aber
dadurch auch die cerebellaren Projektionsorte der PVA mitentfernt. Aulerdem wurde durch
diesen Eingriff eine Kollaterale der PVA zu den VN durchtrennt, mit Inkaufnahme einer
retrograden Degeneration von PVA.

Der experimentelle Ansatz dieser Arbeit 16st das Problem, indem eine Calb-Immun-
cytochemie an den PC defizitdren mutanten Mausen pcd und Lc durchgefiuhrt wurde.

Bei diesen Mutanten sollten die gesamten Calb-positiven PVA einer Seite durch eine
isolierte Lasion aller unilateralen PVA mit nachfolgender anterograder Degeneration auf der
ge-schadigten Seite vollstandig eliminiert werden, um zu beweisen, dass die verbleibenden
immuncytochemisch gefarbten Zellen und Fasern der nicht ladierten Seite ausschlieRlich
PVA sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde zu diesem Zweck eine transauriculare einseitige Durch-
trennung des N. VIII vorgenommen, um nach einseitigem PVA-Verlust die eventuelle Pra-
senz weiterer ipsilateral verbliebener Calb-positiver Fasern ausschlief3en zu kénnen.

Im Falle eines einseitigen Verlusts aller Calb-positiven Fasern und PVA zeigt der Links-
Rechts-Vergleich dann auf der intakten Gegenseite die isolierte Darstellung des kompletten
Verlaufs der Calb-positiven PVA einer Seite (Baurle et al., 1998b,1998c). Der Vergleich
bietet darlberhinaus die Moéglichkeit, alle kontralateralen Fasern und Terminalien der Calb-
positiven PVA sicher aufdecken zu kdénnen.

Versuchsziel war also die vollstdndige Darstellung einer immuncytochemisch, morpho-
logisch-anatomisch und physiologisch charakteristischen PVA-Subpopulation mit mdglicher-
weise eigener Funktion.
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1.7 Auswahl der Versuchstiere

Zur Darstellung wurden mutante Mause ausgewahlt, bei denen der Gendefekt die sonst
vorliegende Anfarbung der ebenfalls Calb-positiven PC und deren Fasern ausschaltet, so
dass alle verbleibenden Calb-positiven Zellen und Fasern isoliert betrachtet werden koénnen.

Weitere Voraussetzung war ein ausreichendes Alter, in welchem die Mutation ihre volle
Auswirkung zeigt und andererseits die nétige Anasthesie und Operation leichter verkraftet
werden.

Ausschlusskriterien waren ein zu fortgeschrittenes Alter, ein reduzierter Allgemein- oder
Ernahrungszustand, Hypodynamie oder andere Symptome offensichtlicher Erkrankungen
wie Tumoren, starke Verlausung oder Erkrankungen des Ohres, wie ein verlegter Gehor-
gang, eine Trommelfellperforation oder eine Sklerosierung der Mittelohrknochen.
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