Aus dem
CharitéCentrum Frauen-, Kinder- und Jugendmedizin
mit Perinatalzentrum und Humangenetik
Klinik fir Neonatologie

Direktor: Professor Dr. Christoph Bihrer

Habilitationsschrift

Protektive Strategien im

Hyperoxie-Schadigungsmodell der neonatalen Ratte

Zur Erlangung der Lehrbefahigung fiir das Fach

Experimentelle Kinder- und Jugendmedizin

vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultat

Charité-Universitatsmedizin Berlin

von

Dr. rer.nat. Stefanie Endesfelder

Eingereicht: Februar 2018
Dekan: Professor Dr. Axel R. Pries
1. Gutachter: Prof. Dr. Steffen Kunzmann, Frankfurt

2. Gutachter: Prof. Dr. Andreas Miiller, Bonn



Inhaltsverzeichnis

ADBKUFZUNGEN ... s 3
L, EINEIIUNG ..o s 5
1.1 Problematik der FriihgeburtlichKeit ...........coiiiiiiiiiiiii e 5

1.2 SauerstOfftOXIZIEAL ......ccoeeee s 6

1.3 Koffein-Therapie bei Friihgeborenen..........cccoooooiiiiiiiii 7

1.4 Dexmedetomidin — eine Alternative in der Andsthesie fiir Friihgeborene?........c........... 8

1.5 Hyperoxie-Schadigungsmodell der juvenilen Ratte........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiccc e, 9

2. Eigene Arbeiten............ccooooiiiiiiii s 11
2.1 Koffein im Hyperoxie-Schadigungsmodell der Ratte .........ccvvvviviiiiiiiiiiieiecceeeeeeeeeeeeee 12

2.1.1  Koffein und Neurogenese im sich entwickelnden Gehirn .........cccceeiiviiiiiiiiiiinnnnns 12

2.1.2  Koffein und Inflammation/Apoptose im sich entwickelnden Gehirn ..........ccccceec. 28

2.1.3  Koffein in der unreifen LUNGE.........coovviiiiiiiii e 54

2.2 Dexmedetomidin im Hyperoxie-Schadigungsmodell der Ratte...........cceevviiniiiiiiiiiinns 63

2.2.1  Dexmedetomidin und Inflammation/Apoptose im sich entwickelnden Gehirn....... 63

2.2.2  Dexmedetomidin und Neurogenese im sich entwickelnden Gehirn............cc........ 75

3. DISKUSSION ...t s e r e e 97
I Y= 10T 63 (o) (0 ) (7 = | PP 97

G 70 T o PP 100

3.2 DeXmedetomidin .....uueeei i e 103

3.3 KIiNISChE REIEVANZ ....evveiiiiieieeeii e e s r e e e 106

4. ZUSAMMENFASSUNQG.......oeeiiiiiiiiniiinnnneaenennrereenrnnenensessssesssssssssssssnsssssssssssssssnsssssnsnsnsssnsnsnnnnns 109
L I = - T PR 111
[0 T T 4] - T [T 3 T PP 124

Erklarung gemas Habilitationsordnung der Charité ..................cccoeiviiinniiinnc e, 125



Abkiirzungen

ADHS
AIF
BDNF
BPD
CINC-1
CPAP
DCX
DEX
DG
ELBW
ERK1/2
GABAA
GCLC
GSH
GZS
HFOV
HO-1
IFNy
IL-18
IL1-B
IL-8
iNOS
KGW
LBW
MAP-Kinase
MCP-1
MDA
MIP-2
MPO
MRT
MZL
NeuN
NF«xB
NMDA
Nrf2
Nrgl
Nrpl
8-oxodG

Abkiirzungen

Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitatssyndrom
Apoptosis-inducing factor

brain-derived neurotrophic factor
Bronchopulmonalen Dysplasie
chemokine-induced neutrophil chemoattractant-1
continuous positive airway pressure
Doublecortin

Dexmedetomidin

Gyrus dentatus

extremely low birth weight

extracellular signal-regulated kinases 1/2
y-Aminobuttersaure; gamma-aminobutyric acid
Glutamate—cysteine ligase catalytic subunit
Glutathion

granulare Zellschicht

high frequency oscillation ventilation
Hamoxigenase-1

Interferon y

Interleukin 18

Interleukin 1-B

Interleukin 8

induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
Kdrpergewicht

low birth weight

mitogen-activated protein kinase

monocyte chemoattractant protein-1
Malondialdehyd

macrophage inflammatory protein-2
Myeloperoxidase

Magnetresonanztomographie

molekulare Zellschicht

neuronal nuclear antigen

nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
N-Methyl-D-Aspartat

NFE2-related factor

Neuregulin 1

Neuropilin 1

8-Hydroxydesoxyguanosin



P
PARP-1
Pax6
PCNA
Prox1
Prx

PS
PSA-NCAM
ROS
Sema3a
Sema3f
SGZ
SOD
Sox2
Srx
SSW
Syp
TBARS
Tbri/2
TNFa
TUNEL
VLBW
WHO

Abkiirzungen

postnataler Tag

Poly (ADP-Ribose)-Polymerase-1

paired box 6

Proliferating Cell Nuclear Antigen

prospero homeobox 1

Peroxiredoxin

polymorphe Schicht

polysialylated neuronal cell adhesion molecule
reaktive Sauerstoffspezies, reactive oxygen species
Semaphorin 3A

Semaphorin 3F

subgranulare Zone

Superoxiddismutase

sex determining region Y-box 2

Sulfiredoxin

Schwangerschaftswoche

Synaptophysin

thiobarbituric acid reactive substances

T-box brain gene 1/2

Tumornekrosefaktor a

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
very low birth weight

Weltgesundheitsorganisation, World Health Organization



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Problematik der Frithgeburtlichkeit

Friihgeburt ist weltweit die Hauptursache fiir die Kindersterblichkeit und Morbiditat, aufgrund der
strukturellen und funktionellen Unreife der meisten Organe und des anti-oxidativen Enzymsystems [1-
3]. Die WHO definiert Friihgeborene als lebende Neugeborene, die vor Vollendung der
37. Schwangerschaftswoche (SSW) mit einem Geburtsgewicht Gber 500 g zur Welt kommen [4].
Dementsprechend sinken die Gestationsalters- und Geburtsgewichtsgrenzen der (iberlebensfahigen
Friihgeborenen stetig weiter. Mit dieser Entwicklung wurden neue Patientengruppen hinsichtlich des
Geburtsgewichtes und des Gestationsalters definiert: Neben dem Begriff der /ow birth weight-Kinder
(LBW, Geburtsgewicht < 2500 g, 28 bis 36 SSW) und der very low birth weight-Kinder (VLBW,
Geburtsgewicht < 1500 g, 24 bis 27 SSW), entstand der Begriff der extremely low birth weight-Kinder
(ELBW, Geburtsgewicht < 1000 g, <24 SSW) [2, 5]. Trotz der Fortschritte in der Perinatalmedizin,
wodurch die Uberlebenschancen von Friihgeborenen erheblich gesteigert werden konnten [6], sind bei
sehr und extrem Frilhgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g oft lebenslange
Beeintrachtigungen der motorischen und kognitiven Fahigkeiten sowie ein erhéhtes Risiko von
Zerebralparesen und chronische Erkrankungen festzustellen [7-9]. Zunehmendes Versténdnis
pathophysiologischer Zusammenhdnge und neue klinische Therapieoptionen fiihrten in den
vergangenen Jahren zu deutlich verbesserten Uberlebensraten bei sehr kleinen Friihngeborenen.
Sinkende Mortalitdtsraten von Friihgeborenen gehen jedoch mit hohen Morbiditdtsraten einher, was
den Anlass fiir eine intensivierte Forschung ergibt [10, 11]. Eines der Hauptziele der Neonatologie,
beim Frilhgeborenen ein extrauterines Uberleben mit einem akzeptablem medizinischen Outcome
sicherzustellen, wird mit jedem Jahr der zunehmenden Kklinischen Erfahrung und Forschung
realistischer.

Das Risiko flir Kurz- und Langzeitfolgen flir zu friih geborene Kinder nimmt mit abnehmendem
Geburtsgewicht zu. So steigt das Risiko fiir respiratorische Erkrankungen, wie dem Atemnotsyndrom
oder der Bronchopulmonalen Dysplasie (BPD). Die BPD ist gekennzeichnet durch eine Verzégerung
der weiteren Lungenentwicklung hinsichtlich der Alveolarisierung und der Kapillarisierung [12, 13]. Die
Inzidenz der BPD korreliert eng mit der Unreife der Lunge, die sowohl auf vermindert ausgepragte
anatomische Strukturen als auch funktionelle Systeme, wie das Surfactant-System und Enzyme zur
Sauerstoffdetoxifikation, zuriickzufilhren ist [14]. Die Atiologie ist multifaktoriell und umfasst
genetische Pradispositionen, Baro- und Volutrauma aufgrund der notwendigen mechanischen
Beatmung, oxidativen Stress durch den genutzten Sauerstoff und die hohen Sauerstoff-
konzentrationen sowie Infektionen [15, 16]. Die Wirkung hoher Sauerstoffkonzentrationen und der
daraus resultierende oxidative Stress ist eine wichtige Ursache fiir die BPD [17-19]. Viele ELBW und
VLBW Sduglinge haben einen erhdhten Sauerstoffbedarf in den ersten Tagen oder Wochen ihres
Lebens auf medizinisch-induzierter Basis. Die zusatzliche Verabreichung von Sauerstoff in dieser
vulnerablen Phase der Lungenentwicklung der friihgeborenen Kinder resultiert auch in der Expression

von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und den daraus resultierenden
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Entziindungsprozessen. Histologische Merkmale der BPD sind gekennzeichnet durch die verschiedenen
Stadien der Entziindung [19]. Des Weiteren inhibiert und verzégert die BPD die Lungenentwicklung
und fiihrt zu wiederkehrenden Langzeit-Komplikationen [20-22]. Die BPD betrifft etwa 40% der VLBW-
Kinder und 70% der ELBW-Kinder [23, 24] und stellt die haufigste chronische Erkrankung der Lunge
des Friihgeborenen, mit serieller Rehospitalisierung wahrend des ersten Lebensjahres, einem
erhéhtem Risiko an pulmonalen Erkrankungen im Kleinkind- und Erwachsenenalter dar und ist mit
neurologischen Spatfolgen assoziiert [21, 25-30].

Mit der Verbesserung der neonatalen Intensivversorgung ist die Inzidenz der Zerebralparese riicklaufig
[31, 32], dem gegeniiber bleiben aber die kognitiven und motorischen Beeintrachtigungen bei sehr
und extrem Friihgeborenen weiterhin unverdndert hoch [33-36]. Die kausalen Pathologien sind
bislang unvollstandig verstanden und klinisch schwer zu prognostizieren. Die Vulnerabilitat des sich
entwickelnden Gehirns, vor allem im letzten Trimester der Schwangerschaft, begriindet sich auf der
Phase des schnellen Hirnwachstums (rapid brain growth spurt), gekennzeichnet durch eine schnelle
Gewichtszunahme und essentielle neuronale Prozesse, wie der Neurogenese, der Synaptogenese und
der physiologischen Apoptose [37]. In Abhangigkeit der Entwicklung und des Entwicklungszeitpunktes
des unreifen Gehirns kodnnen exogene Noxen, wie Hypoxie-Ischamie, Hyperoxie oder
pharmakologische Substanzen, wie Anasthetika, zu neuronalen Schadigungen und Reifeverzégerungen
fihren [38, 39] und das Risiko fir intraventrikuldre Blutungen, periventrikuldre Leukomalazie,
neuropsychiatrische Storungsbilder, wie das Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitdtssyndrom (ADHS)

und Autismus-Spektrum-Stoérungen, sowie kognitive und motorische Defizite erh6hen [40-44].

1.2 Sauerstofftoxizitat

Eine relative Hyperoxie leitet sich durch den Anstieg des intrauterinen Sauerstoffpartialdruckes von
25 mmHg auf extrauterin 70 mmHg ab [45-47] und wird durch additive Sauerstoffsubstitutionen zur
Behandlung respiratorischer Instabilitdten potenziert [48]. Toxische Eigenschaften von hohen
Sauerstoffkonzentrationen auf den unreifen Organismus sind beschrieben [49, 50]. Die durch
oxidativen Stress und freie Radikale vermittelten Zell- und Gewebeschaden fiihren zu dem Begriff
“oxygen radical disease of the prematurity” [51-53]. Oxidativer Stress kann als gestortes
Gleichgewicht zwischen ROS und intra- und extrazelluldren anti-oxidativen Schutzmechanismen
definiert werden. Die hohe Vulnerabilitdit der Friihgeborenen gegeniiber hohen Sauerstoff-
konzentrationen begriindet sich auf der drastischen Veranderung vom hypoxischen zum
hyperoxischen Milieu wahrend der Geburt [54, 55], die héhere Infektanfalligkeit [52], der allgemeinen
Unreife des Organsystems und dem unzureichend entwickelten anti-oxidativen Enzymsystems [56].
Das anti-oxidative Abwehrsystem unterliegt wéhrend der neonatalen Phase entwicklungsbedingten
Veranderungen, die bei Friihgeborenen zu einer signifikant geringeren intrazelluldren Abwehr im
Vergleich zu reif geborenen Kindern fihren [57].

Experimentelle Tiermodelle unterstiitzen diese Aspekte und zeigen apoptotische Neurodegeneration,
Neuroinflammation, Verdanderungen wahrend der postnatalen, hippocampalen Neurogenese [58-62]

sowie pulmonale Entziindungsreaktionen und strukturelle/funktionelle Veranderungen der unreifen
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Lunge [63-65]. Ausgehend von den Erkenntnissen zu den Auswirkungen der Sauerstofftoxizitat auf
den unreifen Organismus wird Sauerstoff als therapeutisches Mittel in der Neonatologie kritischer
eingesetzt [66]. Neben dem Verstandnis der pathologischen Auswirkungen der Sauerstofftoxizitdt bei
dem oft unverzichtbaren Einsatz therapeutischen Sauerstoffs zur Behandlung Friihgeborener, miissen
neue protektive Strategien, wie der prophylaktische Einsatz von Erythropoetin [67], Estradiol [68]

oder Koffein [60, 69], erforscht werden, die die Folgen der Sauerstofftoxizitat mindern kdnnten.

1.3 Koffein-Therapie bei Frithgeborenen

Der Versuch, friihe Stadien der BPD durch systemische oder inhalierte Kortikosteroide zu behandeln,
zeigt nur vorlbergehende Verbesserungen, ist aber verbunden mit schweren Nebenwirkungen [70].
Es existieren vielfdltige pharmakologische und nicht-pharmakologische therapeutische Ansatze zur
Pravention oder Behandlung der Lungenerkrankungen von Friihgeborenen, wie die exogene
Surfactant-Applikation, Vitamin A, verschiedene Beatmungsstrategien und eine verbesserte
parenterale Erndhrung. Diese Therapiestrategien zeigen ebenfalls Nebenwirkungen [71-73]. Einen
vielversprechenden Therapieansatz stellt die Behandlung mit Koffein dar.

Das Methylxanthin Koffein wird seit tiber 40 Jahren in der neonatalen Intensivmedizin zur Pravention
und Behandlung von Apnoen den Friihgeborenen verabreicht und reduziert nachweislich die BPD-
Inzidenz, wobei bis heute unklar ist, ob dies auf die Reduktion der mechanischen Beatmungsdauer
oder auf eine direkte pulmonale Wirkung zuriickzufiihren ist. In einer groBen randomisierten Placebo-
kontrollierten, klinischen Studie (Caffeine for Apnea of Prematurity, CAP-Studie, [74]) konnte neben
der Verkirzung der mechanischen Beatmung und der Reduktion der Sauerstoffsupplementierung
durch Koffein auch eine Reduktion der psychomotorischen Entwicklungsdefizite festgestellt werden,
korrelierend mit einer hohen Effektivitdt bei sehr frilhem Beginn der Koffein-Therapie bis zum
postnatal dritten Tag [75]. Die direkten pharmakologischen Wirkungen von Koffein auf das unreife
Lungengewebe sowie auf das sich entwickelnde Gehirn blieben dabei unbeantwortet.

Methylxanthine, wie Koffein und Theophyllin, sind unselektive Adenosinrezeptor-Antagonisten. Viele
Wirkungen der Methylxanthine sind denen des Adenosins kontrdr. Adenosin entfaltet seine Wirkung
Uber die Bindung an Adenosinrezeptoren, die an der duBeren Zellmembran lokalisiert sind. Es werden
die Subtypen A1, A2a, A2b und A3 unterschieden, wobei Koffein seine Wirkung hauptsachlich iber die
Rezeptorsubtypen Al und A2a vermittelt [76, 77]. Methylxanthine besitzen eine groBe Anzahl an
pharmakologischen Wirkungen, wie die Stimulierung des zentralen Atemantriebs und eine
Verbesserung der Zwerchfellkontraktilitat. Sie kdnnen aber auch bei toxischen Dosen zu Tachykardie
und Herzrhythmusstérungen fiihren sowie Krampfanfalle ausldsen [78]. Experimentelle Studien zeigen
fur Koffein in verschiedenen Schadigungsmodellen anti-inflammatorische [64, 79], anti-apoptotische
und anti-oxidative Eigenschaften [60, 69], wobei der zentrale Mechanismus bis zum jetztigen
Zeitpunkt nicht vollstandig geklart ist. Da heutzutage immer mehr Frilhgeborene spontan unter
nasaler Uberdruckbeatmung (continuous positive —airway pressure, CPAP) oder nasaler

Hochfrequenzbeatmung (high frequency oscillation ventilation, HFOV) atmen, erhalten auch extrem
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Friihgeborene (< 28 SSW) Koffein zur Behandlung von Apnoen, wobei die pravalente Behandlung

nicht durch klinische Studien unterstiitzt werden kann [80].

1.4 Dexmedetomidin — eine Alternative in der Anasthesie fiir Frithgeborene?

Trotz der Fortschritte in der Perinatalmedizin sind operative oder unter Sedierung stattfindende
medizinische Eingriffe nicht immer vermeidbar. Zur Anwendung kommen dabei adaptierte Anasthetika
und Sedativa aus der adulten Medizin, wie Ketamin, Isofluran oder Propofol [81]. Insbesondere Friih-
und Neugeborene weisen neben einem signifikant erhohten Andsthesie-Risiko auch eine hdhere
Anfalligkeit flir perioperative Morbiditat und Mortalitat auf [82, 83].

Mit der Zulassung von Dexmedetomidin 2011 in Deutschland erdéffnet sich jetzt die Mdglichkeit, ein fiir
die Sedierung geeignetes Medikament zu untersuchen, welches moglicherweise neuroprotektive
Eigenschaften [84-87] und somit Vorteile gegeniiber herkdmmlichen Medikamenten aufweist [88].
Nicht nur, dass dadurch das neurologische Outcome der notwendigen Sedierung im Gegensatz zu
anderen Medikamenten, wie Propofol, an sich verbessert werden kénnte, auch die Anwendung von
Dexmedetomidin unter kritischen klinischen Bedingungen, wie der mechanischen Beatmung und eine
mogliche Minderung der Hyperoxie-induzierten Folgeschdden bei Friihgeborenen, kdnnen im Fokus
der Forschung liegen.

Dexmedetomidin ist ein hochselektiver a2-Adrenozeptor-Agonist, welches ein potenziell glinstigeres
pharmakologisches Profil zeigt als andere eingesetzte Substanzen [89]. Neben den sedierenden,
anxiolytischen und analgesierenden Eigenschaften, gibt es auch Hinweise auf neuroprotektive Effekte
[84-87]. Dexmedetomidin birgt neben den mdglichen neuroprotektiven Eigenschaften Vorteile fir
Frihgeborene im Vergleich zu herkdmmlichen Sedativa und Analgetika aufgrund der minimalen
Nebenwirkungen auf die Atemwege und die Magen-Darm-Funktion und minimiert die Exposition
gegeniber anderen Betdubungsmitteln und Benzodiazepinen [84, 90-93], die zur Behandlung von
Agitation wahrend der mechanischen Beatmung Frithgeborener haufig zum Einsatz kommen. Die
Sedierung bei beatmeten Neu- und Friihgeborenen stellt ein therapeutisches Dilemma dar, in dem
man die richtige Balance zwischen einer guten Sauerstoffsdttigung und dem Einsatz potentiell
neurodegenerativer Sedativa finden muss. Unerwiinschte Effekte sind Atemwegdepression,
gastrointestinale Komplikationen und neurologische Dysfunktionen, die in der Summe zu einer
erhéhten Morbiditat des Frihgeborenen fiihren kénnen [94, 95]. Atemwegdepressionen verlangern
die Dauer der mechanischen Beatmung und dies erhéht das Risiko fiir chronische
Lungenerkrankungen und der  erhdhten Exposition von unphysiologisch hohen
Sauerstoffkonzentrationen fiir den unreifen Organismus [96, 97]. Die Anwendung von Narkotika und
Sedative in der Neonatologie werden auch oft begleitet durch eine héhere Inzidenz fir die
intraventrikuldre Hamorrhagie und die periventrikuldare Leukomalazie [98]. Vorteile von
Dexmedetomidin sind eine kirzere Beatmungszeit und eine Reduktion von Hypertonie und
Tachykardie. Insbesondere scheint die Verkiirzung der Beatmungsdauer im Zusammenhang mit der
héheren Sauerstofftoxizitat bei langerer Beatmung und der damit verbundenen Entwicklung

chronischer Lungenerkrankungen und den damit einhergehenden motorischen und kognitiven
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Defiziten bei Friihgeborenen relevant zu sein. Erste Ergebnisse klinischer Studien bei Friihgeborenen
zeigten eine Abnahme der Beatmungsdauer ohne zusatzliche Sedierung [99, 100].

Aufgrund der Datenlage verschiedener klinischer und tierexperimenteller Studien zeigte
Dexmedetomidin unterschiedliche pharmakokinetische, dynamische und klinische Vorteile in der
padiatrischen Medizin auf. Aber um feststellen zu kénnen, ob die Vorteile einer Sedierung mit
Dexmedetomidin die Risiken liberwiegen und mdglichweise neuroprotektive Eigenschaften bestatigt
werden konnen, miissen neben der klinischen Bewertung des Outcomes friihgeborener Kinder auch

molekularbiologische tier- und zellexperimentelle Studien zur Aufkldrung beitragen.

1.5 Hyperoxie-Schadigungsmodell der juvenilen Ratte

Untersuchungen an geeigneten, entsprechend der humanen Entwicklung adaquaten Tiermodellen,
stellen eine gute Mdglichkeit dar, molekulare Mechanismen der Sauerstofftoxizitat im unreifen
Organismus per se, aber auch therapeutische Strategien genauer untersuchen zu kénnen, zumal in
tierexperimentellen Studien progressive Lungenpathologien, die denen der BPD bei Frihgeborenen
ahneln, nach frilhen Expositionen gegeniiber hohen Sauerstoffkonzentrationen ebenso beschrieben
[101, 102] werden, wie eine Zunahme der neurodegenerativen Prozesse einhergehend mit
Beeintrachtigungen in der Kognition im unreifen Gehirn [58, 62, 103].

Die Phase des rapiden Hirnwachstums, human beginnend im letzten Trimester der Schwangerschaft,
mit einem Maximum zum Zeitpunkt der terminierten Geburt, zeigt einen sigmoidalen Verlauf und
findet bei der Ratte innerhalb der ersten zwei Lebenswochen, mit einem Maximum zwischen dem

vierten und zehnten postnatalen Tag, statt (siehe Abb. 1) [104].
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Abb. 1. Hirnwachstumsschilbbe von Mensch und Ratte, dargestellt als Geschwindigkeitskurven erster Ordnung der
Gewichtszunahme mit dem Alter als Prozentsatz des Erwachsenengewichts je Einheit fiir Mensch in Monaten und fiir Ratte in
Tagen (madifiziert nach [104]).

Ebenso ist die pulmonale Entwicklung von Nagern sehr gut mit der humanen Reifung vergleichbar,

durchlauft diese aber im Gegensatz zum Menschen postnatal (siehe Abb. 2) [101, 105].
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Abb. 2. Humane (a) und murine (b) Stadien der Lungenentwicklung in Bezug zum Gestationsalter und terminierten
Geburtszeitpunkt (roter Balken) mit assoziierten histologischen Aufnahmen und schematischen Darstellungen von

Lungengewebe der Maus (modifiziert nach [106]).

Aufgrund der Vergleichbarkeit sowohl der Lungen- als auch Gehirnentwicklung der infantilen Ratte
postnatal zur humanen Friihgeborenensituation, begriindet sich damit die sechs-Tage alte Ratte als
ein geeignetes Tiermodell.

Dariliber hinaus basiert das Hyperoxie-Schadigungsmodell der Ratte auf einer Exposition von 80%
Sauerstoff, die klinisch in der neonatalen Situation eher vermieden wird. Die natiirliche fetale Situation
wahrend des letzten Trimesters der Schwangerschaft stimmt physiologisch mit einer niedrigen
Sauerstoffkonzentration (Uberein, bis die Geburt in Raumluft eine mehrfache Erhéhung des
Sauerstoffpartialdruckes von 20-25 mmHg auf 60-80 mmHg verursacht [107]. Das Hyperoxie-Modell
von Nagetieren bietet exogen eine 4-fache Erhdhung des Sauerstoffgehalts und verursacht einen
Anstieg des in vivo Sauerstoffpartialdruckes von 55-165 mmHg bei neugeborenen Mausen [46]. Daher
ahmt eine 80%ige Sauerstoffexposition eine starke Zunahme der Sauerstoffkonzentration bei einem
Neugeborenen mit einem sehr unreifen Stadium der Gehirn- und Lungenentwicklung nach.
Interessanterweise ahnelt die Hirnschadigung, die in diesem akuten Sauerstofftoxizitatsmodell
verursacht wird, ziemlich genau der Hirnschéadigung, die typischerweise bei friiheren Friihgeborenen
zu finden ist, einschlieBlich einer diffusen Form der Schadigung der weien Substanz ohne zystische
Lasionen [46], motorische Hyperaktivitat [103], verringerte fraktionelle Anisotropie in MRT-
Diffusionstensor-Bildgebungs-Messungen bei jungen Erwachsenen [103] und ein verringertes
Kleinhirnwachstum [108], ebenso ahneln die nachweislichen pulmonalen Pathologien denen der BPD,
wie inflammatorische Prozesse und strukturelle Verdanderungen der Lungenarchitektur [109].

Mit allen Einschrankungen von Nagetiermodellen fiir den direkten Rickschluss auf die humane
Situation bietet das Sauerstofftoxizitatsmodell ein breites Spektrum an Untersuchungsmdglichkeiten,
um kausale Ursachen neurodegenerativer und pulmonaler Veranderungen im unreifen Organismus

und deren Pravention besser verstehen zu kdnnen.
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2. Eigene Arbeiten

Die medizinisch-induzierte Anwendung von Medikamenten, Andsthestika oder Sauerstoff bei
Friihgeborenen kann oft nicht vermieden werden. Die Erforschung der Pathomechanismen und
maoglicher Praventionen ist in der neonatologischen Grundlagenforschung ein wichtiger Aspekt, um
zellulare und molekularbiologische Prozesse zu verstehen und in klinisch-relevante Zusammenhange
zu bringen.

Klinische Studien belegen bereits die protektive Wirkung von Koffein fiir das Langzeit-Outcome von
Friihgeborenen und auch die mdglichen neuroprotektiven Effekte von Dexmedetomidin, da aber
subtile Stoérungen der neurologischen Entwicklung im Umfeld von Friihgeburtlichkeit, neonatalen
Adaptationsstérungen und intensivmedizinische MaBnahmen Einfluss nehmen kénnen, kdnnen
standardisierte Tierversuche dazu beitragen, potentiell protektive Effekte von Koffein und
Dexmedetomidin im sich entwickelnden Gehirn und/oder der unreifen Lunge zu identifizieren. Dazu
wurden Untersuchungen der infantilen Ratte in einem akuten Hyperoxie-Schadigungsmodell
durchgefiihrt. Ziel der Untersuchungen war, ob die Prakonditionierung mit Koffein oder
Dexmedetomidin unter postnataler, akuter Hyperoxie (6, 24 und/oder 48 Stunden), die durch
oxidativen Stress assoziierten zellularen Veranderungen reduzieren kann [60, 63, 69, 110, 111]. Das
Versuchsdesign im Sauerstofftoxizitdtsmodell ist Versuchs-libergreifend in der folgenden Abbildung
dargestellt (Abb. 3).

Applikation (P6) Applikation (P6)
(Vehikel) (Medikament)
Kontrollgruppe Versuchsgruppen
21% 0, 21% 0, 80% O, 80% O,
Koffein (10 mg/kg) Koffein (10 mg/kg)
NaCl (0.9%) oder NaCl (0.9%) oder
DEX (1, 5, 10 pg/kg) DEX(1, 5, 10 pg/kg)

21%0, \
—c ¥y
21%0, 20% 0,
\ PO P6 P78 /

~

Versuchsdesign

Versuchsendpunkt (P7/8)
Molekularbiologie Immunhistochemie
. Exposition Hyperaxie (80% 05) Exposition Normoxie (21% 0Q,) © Applikation Koffein/DEX/Vehikel {'3 Experimentelle Endpunkte

Abb. 3. Schematische Darstellung des Versuchsdesign und der Versuchsgruppen. Am sechsten postnatalen Tag (P6) werden
die Ratten intraperitoneal (i.p.) mit Koffein (10 mg/kg), mit Dexmedetomidin (DEX; verschiedene Konzentrationen 1, 5,
10 pg/kg) oder mit Vehikel (0,9% NaCl) 15 Minuten vor der Exposition mit 21% Oz (Normoxie) oder 80% O: (Hyperoxie)
behandelt. Am P7 bzw. P8 werden die Jungtiere narkotisiert und transkardial perfundiert sowie die Organe fir die weiteren

Analysen entnommen.
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2.1 Koffein im Hyperoxie-Schadigungsmodell der Ratte
2.1.1 Koffein und Neurogenese im sich entwickelnden Gehirn

Publikation: Endesfelder, S., 1. Zaak, U. Weichelt, C. Blhrer, T. Schmitz. Caffeine protects neuronal
cells against injury caused by hyperoxia in the immature brain. Free Radic Biol Med, 2014. 67: p. 221-
34. DOI: 10.1016/j.freeradbiomed.2013.09.026 [60]

Die postnatale Neurogenese im Gyrus dentatus (DG) des Hippocampus beinhaltet die Generierung
hippocampaler Kérnerzellen und ist in der Prozessierung der neuronalen Reifung und Differenzierung
ahnlich der adulten Neurogenese [112], welche konstitutiv im gesamten adulten Leben andauert
[113]. Bei Ratten findet dieser Prozess wahrend der vulnerablen Phase des schnellen Hirnwachstums
zwischen dem postnatalen Tag P4 und P10, mit einem Maximum um P6/7, statt [114]. Physiologische
und pathophysiologische Noxen kdnnen diesen sensiblen Prozess beeinflussen [115], der durch einen
kaskadenartigen Ablauf von Proliferation, Differenzierung, Migration und synaptische Integration
gekennzeichnet ist. Die unterschiedlichen Stadien der Differenzierung von neuronalen, mitotischen
Vorldauferzellen, iber reifende Intermediarneurone, zu reifen, postmitotischen Neuronen werden durch
spezifische Transkriptionsfaktoren, wie Pax6, Sox2, Tbrl, Tbr2 und Prox1, reguliert und sind durch die
Expression relevanter neuronaler Marker, wie Nestin, Doublecortin (DCX), Calretinin sowie NeuN

(neuronal nuclear antigen), gekennzeichnet [116-118] (siehe Abb. 4).

ruhende mitotische, reifende reife
neuronale neuronale Neurone Neurone
Vorldufer Vorldufer
Nestin+ Nestin+/- DCX+ DCX+ NeuN+
Pax6+ Pax6+ Thr2+ Calretinin+ Prox1+
Sox2+ Sox2+ Prox1+ Thrl+
Thr2+/- Tbhril+

Abb. 4. Schematische Darstellung der sequenziellen Reifung von mitotischen neuronalen Vorlduferzellen zu postmitotischen
reifen Neuronen wahrend der postnatalen hippocampalen Neurogenese mit den Expressionsmustern relevanter, selektiver
neuronaler Marker und Transkriptionsfaktoren (modifiziert nach [60]). NeuN, neuronal nuclear antigen; Pax6, paired box 6;

Sox2, sex determining region Y-box2; Tbr1/2, T-box brain gene 1/2; DCX, Doublecortin, Prox1, prospero homeobox 1.

Die quantitative Analyse der Anzahl der neuronalen Marker-exprimierenden Zellen im DG der infantilen
Ratte zeigte, dass durch die Exposition gegeniiber hohen Sauerstoffkonzentrationen sich diese sowohl
nach 24 Stunden (P7) als auch nach 48 Stunden (P8) in allen Differenzierungsstadien drastisch
reduzierte. Aber auch Koffein unter normoxischen Bedingungen zeigte hier signifikante
Differenzierungs-inhibierende Effekte. In Western Blot-Untersuchungen des Gesamt-Hirnlysates
konnte eine Reduktion der neuronalen Marker DCX, ein Marker fiir mitotische reifende Neurone, und

Calretinin, ein Marker fir postmitotische unreife Neurone, bestdtigt werden, wohingegen inhibierende
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Effekte von Koffein im Vergleich zu den immunhistochemischen Farbungen allein nicht nachgewiesen
werden konnten. Die Proliferationsfahigkeit der neuronalen Vorlduferzellen ist ein wesentliches
Kriterium fiir die adaquate physiologische Entwicklung des Gehirns [119]. Einhergehend mit den
Ergebnissen fiir die neuronalen Marker wurde durch die Hyperoxie Uber 24 und 48 Stunden die
Proliferationskapazitat signifikant reduziert. Koffein konnte dem protektiv entgegnen und die
Reduktion der Proliferationsraten verhindern, allerdings zeigte Koffein unter Raumluft bei 21%, vor
allem bei den proliferierenden Nestin-positiven Vorlduferzellen, eine signifikante negative
Beeinflussung der Proliferation. Wenn ruhende, neuronale Vorlauferzellen beginnen zu proliferieren,
besitzen sie sowohl neuronales als auch astrozytares Differenzierungspotential [120]. Die Expression
spezifischer Transkriptionsfaktoren reguliert die Differenzierung Uiber verschiedene morphologische
Stadien der Vorlduferzellen Gber die reifenden mitotischen und postmitotischen bis hin zu den reifen
Neuronen und konnen so zur Identifizierung neben den neuronalen Markern beitragen [118, 121, 122]
(siehe Abb. 4). Pax6, ein Transkriptionsfaktor der neuronalen Vorlduferzellen, férdert die Expression
von Tbr2, ein Transkriptionsfaktor der mitotischen Intermedidrneurone, Gber die Initiierung von Sox2
und miindet in der Expression der Transkriptionsfaktoren Tbrl und Prox1l zur Differenzierung der
postmitotischen unreifen und reifen Neurone. Mittels mRNA-Analysen (iber Realtime-PCR konnte
beeindruckend gezeigt werden, dass die Expression aller untersuchten Transkriptionsfaktoren nach
48 Stunden Hyperoxie signifikant herab reguliert wurde. Die einmalige Vorbehandlung mit Koffein
verhinderte die Hyperoxie-vermittelte Expressionsminderung im Vergleich zu den mitgefiihrten
Kontrolltieren, mit einer Ausnahme fiir 7br2. Die Tbr2 Expression wurde durch Koffein sowohl unter
hyperoxischem als auch normoxischen Insult massiv reduziert.

Es ist bekannt, dass oxidativer Stress und Apoptose neuronale Prozesse im sich entwickelnden Gehirn
modulieren. Die oxidative Schadigung der DNA durch ROS kann mittels immunhistochemischer
Farbung lber den Marker 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-oxodG) [123] und der apoptotische Zelltod
Uber die Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end /labeling (TUNEL)-Farbungen
nachgewiesen werden. Die Quantifizierung der 8-oxodG-positiven Zellen im Kortex und DG zeigte nach
24- und 48stiindiger Hyperoxie eine signifikante drei- bis vierfache Zunahme gegeniiber den
Kontrolltieren. Nicht liberraschend scheint eine damit assoziierte Zunahme der apoptotischen Zellen im
Kortex und der tiefen grauen Substanz, allerdings konnte aufgrund zu geringer TUNEL-positiver Zellen
im DG keine statistische Auswertung erfolgen, wobei eine Tendenz erkennbar bleibt. Koffein wirkte
diesem Effekt entgegen und reduzierte zum einen die oxidativen Schaden und zum anderen den
apoptotischen Zelltod.

Die Ergebnisse der Studie zur postnatalen Neurogenese im Hyperoxie-Schadigungsmodell der Ratte
zeigten, dass eine einzige Applikation von Koffein vor der Exposition mit hohen
Sauerstoffkonzentrationen nicht nur die durch oxidativen Stress ausgeltste Reifeverzégerung der
hippocampalen Neurone, die reduzierte Proliferationskapazitat und die erhohte Zelltodrate effizient

verminderte, sondern initial auch anti-oxidativ wirkte.

Link zur Publikation:

Caffeine protects neuronal cells against injury caused by hyperoxia in the immature brain
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2.1.2 Koffein und Inflammation/Apoptose im sich entwickelnden Gehirn

Publikation: Endesfelder, S., U. Weichelt, E. Strauss, A. Schlor, M. Sifringer, T. Scheuer, C. Bihrer, T.
Schmitz. NMeuroprotection by Caffeine in Hyperoxia-Induced Neonatal Brain Injury. Int J Mol Sci, 2017.
18(1). DOI: 10.3390/ijms18010187 [69]

Die Vermittlung protektiver Effekte von Koffein neben der Antagonisierung der Adenosinrezeptoren
Uber anti-oxidative Eigenschaften von Koffein wird diskutiert [60, 124, 125]. Bis zum jetztigen
Zeitpunkt ist nicht vollstandig geklart, ob Koffein als Radikalfanger per se agiert oder der Effekt durch
anti-inflammatorische und anti-apoptotische Eigenschaften verstarkt wird [60, 126, 127]. In einer
weiteren Studie sollten die Effekte einer Einzeldosis Koffein vor dem hyperoxischem Insult hinsichtlich
seiner anti-oxidativen, anti-apoptotischen und anti-inflammatorischen Wirkungen untersucht werden.
Wirkt oxidativer Stress auf einen Organismus ein, existieren sehr potente anti-oxidative Systeme, die
kaskadenartig programmiert sind. Oxidativer Stress bedeutet, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in
einem UbermaB produziert werden oder das intrazelluldre anti-oxidative Abwehrsystem gestért ist. Zu
den ROS zdhlen u.a. sauerstoffhaltige Verbindungen, wie Wasserstoffperoxid (H202), und
sauerstoffhaltige Radikale, wie das Superoxidradikalanion. Freie Radikale oxidieren membranstandige
Lipide zu Lipidperoxiden [128] und Malondialdehyd (MDA) entsteht daraus als Oxidationsprodukt. Das
Superoxidradikalanion kann durch die Superoxiddismutase (SOD) in H.02 umgewandelt werden [129]
und anschlieBend durch die Gluthathionperoxidase in Wasser reduziert werden. Diese systemische
anti-oxidative Antwort bietet somit verschiedene Mdoglichkeiten, oxidativen Stress und deren zelluldre
Antwort nachzuweisen.

Um Lipidperoxidation nachzuweisen, wurden Proteinlysate mittels ¢hiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) (ber die Entstehung von MDA untersucht. Hyperoxie erhohte die
Lipidperoxidation signifikant. Der Nachweis von H:0: sowie die Aktivierung von Hamoxigenase-1
(HO-1) zeigte eine deutliche Erhéhung nach Hyperoxie. Diese Daten wurden unterstitzt durch die
Analyse der Mediatoren des Nrf2-Keapl-Weges. Das Nrf2-Keapl-System spielt neben dem NF«B
(nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)-Signalweg eine essentielle Rolle bei
der Implementierung der anti-oxidativen Genregulation in Reaktion auf oxidativen Stress. Die
katalytische Untereinheit der Glutamat-Cystein-Ligase (GCLC, Glutamate-cysteine ligase catalytic
subunit), welche die geschwindigkeitsbestimmende Phase des zelluldren Antioxidans Glutathion (GSH)
katalysiert, wird dabei durch NFEZ-related factor (Nrf2) hochreguliert. Fir den redox-sensitiven
Transkriptionsfaktor A2 und der katalytischen Untereinheit der Glutamat-Cystein-Ligase (GCLC)
konnte eine signifikante Zunahme der Expression unter Hyperoxie gezeigt werden. Eine erhodhte
Expression von HO-1 deutet auf eine Aktivierung von anti-oxidativen Schutzmechanismen [130], zu
denen Enzyme wie Katalase und SOD zdhlen [131], hin. Die tierexperimentellen Daten zeigten eine
Hyperoxie-induzierte Reduktion des SOD3Transkriptes. Es zeigte sich des Weiteren eine Beteiligung
von Peroxiredoxin (Prx) und Sulfiredoxin (Srx), als wichtige Proteine der Thioredoxin-Familie und
essentielle  Mediatoren zur Genantwort auf oxidativen Stress. Diese Daten zeigen
zusammengenommen eine adaquate Auslésung der anti-oxidativen Stressantwort im akuten

Hyperoxie-Modell der juvenilen Ratte.
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Bezugnehmend auf die aktuelle Literatur, kann eine anti-oxidative Wirkung von Koffein, vor allem bei
neurodegenerativen Erkrankungen, angenommen werden [124, 125], die in der vorliegenden Studie
bestdtigt werden konnte. Eine Konditionierung der Ratten mit Koffein vor dem Anlegen einer hohen
Sauerstoffkonzentration flihrte zu einer Reduktion der zelluldren oxidativen Stress-Antworten. Im
zeitlichen Verlauf legen die Daten nahe, dass die anti-oxidative Abwehrkapazitdt wahrend der
Exposition gegeniliber Hyperoxie vermindert ist und dariiber hinaus ein vielversprechendes Ziel fiir
schiitzende pharmakologische Strategien darstellt. Die Prakonditionierung mit Koffein konnte die
durch oxidativen Stress induzierten Stressantworten signifikant reduzieren und wirkte anti-oxidativ.
NFkB ist neben Nrf2 ebenfalls ein essentieller redox-sensitiver Transkriptionsfaktor, der in
Abhangigkeit von ROS aktiviert wird [132]. In den vorliegenden Analysen zeigte sich eine nukledre
NFxB-Aktivierung durch 80% Sauerstoff, die einhergeht mit der verstarkten Expression pro-
inflammatorischer ~ Zytokine  (Tumornekrosefaktor (7TNVF)ca, Interferon (ZFN)y,  induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase (JNOS), Interleukin (Z7L)1-£ und IL-18) und sich so mit anderen Studien
deckten [111]. Auch hier zeigte Koffein protektive, anti-inflammatorische Effekte, die im Sinne der
wissenschaftlichen Fragestellung positiv sind.

Die Aktivierung von verschiedensten, in Abhédngigkeit zu einander stehenden Mediatoren des
oxidativen Stresses, wird oft mit Zellschadigungen und Zelltod assoziiert [133, 134]. Oxidativer Stress
im Zusammenhang mit ROS und Inflammation fiihrt unweigerlich zu der Frage nach apoptotischen
Prozessen, die fiir den hyperoxischen Insult belegt sind [58-60, 111, 135]. Uber die Apoptoserate im
sich entwickelnden Gehirn hinaus, wie bereits in der Studie Endesfelder ef a/. 2014 [60] gezeigt,
sollten hier weiterfiihrende Analysen stattfinden. Neben der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)-1,
ein DNA-Strangbruch-vermittelndes Enzym, wurden ein Caspase-unabhangiger, Apoptosis-inducing
factor (AIF), und ein Caspase-abhangiger, prozessierte Caspase-3, als apoptotische Mediatoren
untersucht und bestatigten die Zelltod-verstéarkende Wirkung von akuter Hyperoxie. Koffein wirkte
dem entgegen und zeigte in diesem Schadigungsmodell anti-apoptotische Effekte.

Allerdings sollten auch die negativen Koffein-Effekte unter normoxischen Bedingungen erwdhnt
werden, da in dieser Arbeit auch unerwiinschte Ereignisse detektiert wurden, die einem praventiven
klinischen Einsatz nicht zutraglich waren, wie die Induktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und
die Induktion pro-apoptotischer Mediatoren.

Mit dieser tierexperimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass Koffein oxidative Stressmarker
reduzierte, die anti-oxidative Abwehr férderte, redox-sensitive Transkriptionsfaktoren modulierte und
pro-inflammatorische Zytokine und pro-apoptotische Mediatoren inhibierte. Koffein ist eine pleiotrophe
Substanz, welche neuroprotektive Effekte im sich entwickelnden Gehirn (iber anti-oxidative, anti-

inflammatorische und anti-apoptotische Eigenschaften vermittelt.

Link zur Publikation:

Neuroprotection by Caffeine in Hyperoxia-Induced Neonatal Brain Injury
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2.1.3 Koffein in der unreifen Lunge

Publikation: Weichelt, U., R. Cay, T. Schmitz, E. Strauss, M. Sifringer, C. Bihrer, S. Endesfelder.
Prevention of hyperoxia-mediated pulmonary inflammation in neonatal rats by caffeine. Eur Respir J,
2013. 41(4): p. 966-73. DOI: 10.1183/09031936.00012412 [63]

Eine friihe Exposition der unreifen Lunge mit hohen Sauerstoffkonzentrationen fiihrt zu progressiven
Lungenerkrankungen, die der BPD bei Frilhgeborenen sehr ahnlich sind [136, 137]. In der
vorliegenden tierexperimentellen Studie untersuchten wir die Wirkung von einer einmaligen Koffein-
Applikation vor einer akuter Hyperoxie an juvenilen Ratten, die sich in der pulmonalen Entwicklung
beim Ubergang der sakkuldren zur alveoldren Phase befanden [101] und zur humanen Situation mit
24 bis 38 SSW den extrem und sehr friih geborenen Kindern adaquat ist [106].

Fokus der molekularbiologischen und immunhistochemischen Analysen lag auf der
Immunzellinfiltration, der Expression pro-inflammatorischer Zytokine und histologischen Anzeichen fiir
ein Modulation der Gewebearchitektur, die der Pathologien von BPD-erkrankten Kindern dhnlich ware
[109]. Fiur die unreife Lunge zeigte sich, dass eine einmalige Applikation von Koffein im akuten
Hyperoxie-Modell der sechs Tage alten Ratte protektiv wirkte. Insbesondere die mit der histologisch
nachweisbaren Hyperoxie-induzierten Infiltration von Leukozyten in das Lungengewebe, wie CD11b
fir Monozyten und Granulozyten, ED-1 zusdtzlich fiir alveolare Makrophagen und Myeloperoxidase
(MPO) fiir neutrophile Granulozyten, und die damit einhergehende Expression von Chemokinen, wie
macrophage inflammatory protein (MIP)-2, monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 und
chemokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC)-1, und von pro-inflammatorischen Zytokinen,
hier TNFa. und IL-6, konnte mit Koffein drastisch gesenkt oder blockiert werden. Die postnatal an P7
und P8 histologisch detektierte, durch akute Hyperoxie ausgeldste Zerstérung der alveolar-kapillaren
Barriere der unreifen Lunge, konnte betrachtliche Folgen auf die Lungenfunktion und den
Gasaustausch haben. Diese Experimente legen nahe, dass die protektive Wirkung von Koffein in der
unreifen Lunge zumindest teilweise durch eine Verringerung der pulmonalen Entziindung vermittelt
wird. Weiterfihrende Analysen in einem chronischen Hyperoxie-Modell wiirde die klinische Relevanz

fur Koffein noch unterstitzen.

Link zur Publikation:

Prevention of hyperoxia-mediated pulmonary inflammation in neonatal rats by caffeine
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2.2 Dexmedetomidin im Hyperoxie-Schadigungsmodell der Ratte
2.2.1 Dexmedetomidin und Inflammation/Apoptose im sich entwickelnden Gehirn

Publikation: Sifringer, M., C. von Haefen, M. Krain, N. Paeschke, I. Bendix, C. Biihrer, C.D. Spies, S.
Endesfelder. Neuroprotective effect of dexmedetomidine on hyperoxia-induced toxicity in the neonatal
rat brain. Oxid Med Cell Longev, 2015: p. 530371. DOI: 10.1155/2015/530371 [111]

Trotz der Abnahme der Mortalitdt von Friihgeborenen bleibt das Risiko fiir eine héhere Anfalligkeit fiir
Komorbiditaten. Die medizinisch-induzierte Anwendung von Andsthetika und Sedativa ist oft
unumganglich und steht in engem Zusammenhang zu einer guten Sauerstoffsdttigung, so dass
Sedativa mit einem mdglichen neuroprotektivem Potential Aufmerksamkeit erregen. Bis jetzt ist nicht
vollstandig geklart, welchen Einfluss Dexmedetomidin auf die neurologische Entwicklung und die
neurologischen molekularen Prozesse im sich entwickelnden Gehirn hat. Die Noxen auf das reifende
postnatale Gehirn von Frithgeborenen sind sehr verschieden, so dass es unerlasslich ist, die mégliche
neuroprotektive Wirkung von Dexmedetomidin in diesen Zusammenhangen zu untersuchen.

Als Tiermodell wurde auch hier die juvenile Ratte im etablieten Hyperoxie-Schadigungsmodell
genutzt, um die bereits bestatigten neurodegenerativen Prozesse in der vulnerablen Phase der
Hirnentwicklung untersuchen zu kénnen. Dexmedetomidin wurde in drei verschiedenen
Konzentrationen einmalig vor der Sauerstoffexposition appliziert. Aufgrund der derzeit hinsichtlich der
wissenschaftlichen Fragestellung unzureichenden Datenlage der einzusetzenden Dosis im neonatalen
Rattenmodell und der zu erwartenden neuroprotektiven Wirkung wurden verschiedene
Konzentrationen untersucht, um den héchstmdglichen protektiven Effekt ermitteln zu kénnen. Die zu
testenden Konzentrationen von Dexmedetomidin orientierten sich hier zum einen an den klinischen
Konzentrationen (1 pg/kg KGW) aus der Padiatrie [138] und zum anderen an tierexperimentell
detektierten, neuroprotektiven Konzentrationen (5 und 10 pg/kg KGW) [139, 140].

In den initialen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Dexmedetomidin neurodegenerative
Veranderungen reduzierte sowie  oxidative  Stressparameter und  pro-inflammatorische
Zytokinexpression ~ verminderte. In  Ubereinstimmung mit vorherigen  Studien dieses
Schadigungsmodells [60, 69], filhrte die akute Hyperoxie zu einer erhéhten Apoptoserate, welche
signifikant mit allen untersuchten Dexmedetomidin-Konzentrationen, die teilweise unter den in adulten
Tiermodellen angewandten Konzentrationen lag [141], minimiert werden konnte. Dexmedetomidin, in
Anwendung unter Normoxie, induzierte keinen oxidativen Stress, allerdings kam es teilweise zur
Induktion von apoptotischem Zelltod, vornehmlich im Kortex und im Thalamus. Dies steht kontrar zu
anderen Studien, die bislang nur protektive, und nicht toxische Effekte beschrieben haben [142, 143].
Interessant scheint, dass Dexmedetomidin auch anti-oxidative Eigenschaften besitzt und die in der
Studie analysierten, oxidativen Stress-Parameter reduzierte, eine Tatsache, die bereits in Betracht
gezogen wurde [142, 144].

Ebenso reduzierte Dexmedetomidin die durch Hyperoxie verursachte Zytokinexpression von IL-1$ und

illustrierte die protektive Wirkung auf neuroinflammatorische Prozesse, wie bereits in klinischen und
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experimentellen Studien gezeigt [145, 146]. Dexmedetomidin selbst normalisierte somit den durch
oxidativen Insult induzierten pro-inflammatorischen Zytokin-Spiegel.

Das essentielle Ergebnis dieser Studie ist, dass eine einmalige Applikation von Dexmedetomidin der
oxidativen Stressantwort im Sauerstoffschddigungsmodell entgegenwirkt und sowohl Zelltod als auch
Inflammation verhinderte. Weitere Untersuchungen sind unerldsslich, da auch bei den unter Raumluft
gehaltenen Rattenwelpen apoptotischer Zelltod durch Dexmedetomidin induziert wurde.
Bemerkenswerterweise hat eine einzige Dosis von Dexmedetomidin, vornehmlich bei den
Konzentrationen 5 und 10 pg/kg KGW, all diese schddlichen Wirkungen unter hyperoxischen
Bedingungen abgeschwacht oder aufgehoben. Die in dieser Studie gezeigten Nebenwirkungen von
Dexmedetomidin, mit Fokus auf 10 ug/kg KGW, auf die Kontrolltiere, sollten in weiteren Studien zum
Schutz des unreifen Gehirns mit Dexmedetomidin beriicksichtigt werden. Basierend auf diesen Daten
im Hyperoxie-Modell zeigte sich Dexmedetomidin als potentieller Kandidat fiir die Anwendung in der
padiatrischen  Andsthesie und konnte einen  neuroprotektiven  Wirkstoff  flir  die

Frihgeborenenanasthesie darstellen.

Link zur Publikation:

Neuroprotective effect of dexmedetomidine on hyperoxia-induced toxicity in the neonatal rat brain
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2.2.2 Dexmedetomidin und Neurogenese im sich entwickelnden Gehirn

Publikation: Endesfelder, S., H. Makki, C. von Haefen, C.D. Spies, C. Bihrer, M. Sifringer.
Neuroprotective effects of dexmedetomidine against hyperoxia-induced injury in the developing rat
brain. PLoS One, 2017. 12(2): p. e0171498. DOI: 10.1371/journal.pone.0171498 [110]

Postnatale Neurogenese ist, wie bereits ausgefiihrt (siehe 2.1.1), ein vulnerabler Prozess, der durch
exogene Noxen empfindlich gestdrt werden und zu kognitiven und motorischen Defiziten fiihren kann.

Da bis zum jetztigen Zeitpunkt wenig Uber den Einfluss von Dexmedetomidin auf das sich
entwickelnde Gehirn bekannt ist, wurden als Folgeuntersuchungen zu Sifringer et al. 2015 die Effekte
durch die Applikation von Dexmedetomidin auf die postnatale, hippocampale Neurogenese im
Hyperoxie-Schadigungsmodell untersucht. Fokus der Analysen lag auf der Proliferationskapazitat
mitotischer neuronaler Zellen, der neuronalen Reifung im DG und Einfluss auf die neuronale Plastizitat
durch Dexmedetomidin mit verschiedenen Konzentrationen (1, 5 oder 10 pg/kg KGW, siehe 2.2.1)
unter normoxischen Umgebungsbedingungen sowie als Prakonditionierung vor einem akuten,
hyperoxischem Insult im Vergleich zu entsprechenden Kontrolltieren.

Die Proliferationskapazitat, analysiert ber immunhistochemische Farbungen mit Proliferating Cell
Nuclear Antigen (PCNA), und die postnatale neuronale Differenzierungskapazitdt, ausgewertet tber
immunhistochemische Farbungen neuronaler Marker (Nestin, polysialylated neuronal cell adhesion
molecule (PSA-NCAM) und NeuN) wurden im DG durch den hyperoxischen Insult drastisch reduziert,
einhergehend mit der verminderten mRNA-Expression assoziierter neuronaler Transkriptionsfaktoren
(Pax6, Sox2, Tbr2/1 und Proxl, sieche Abb. 5).

Des Weiteren wurde die Expression der neuronalen Plastizitatsfaktoren Neuregulin 1 (Nrgl),
Neuropilin 1 (Nrp1), Semaphorin 3A (Sema3a), Semaphorin 3F (Sema3f) und Synaptophysin (Syp) auf
mRNA und Protein-Ebene nach Hyperoxie inhibiert (siehe Abb.5). Die Applikation von
Dexmedetomidin (5 und 10 ug/kg KGW) zeigte konzentrationsabhangig einen signifikanten,
protektiven Einfluss auf alle Untersuchungsparameter und verringerte die durch den oxidativen Stress
ausgeldsten Beeintrdchtigungen auf Proliferation, Differenzierung und Plastizitat im sich entwickelnden
Rattengehirn. Dexmedetomidin angewendet unter normoxischen Bedingungen vermittelte eine héhere
Proliferationsrate sowie eine gesteigerte neuronale Reifung, beeinflusste aber nicht die Expression der
Plastizitatsfaktoren. Im sich entwickelnden Gehirn kann eigentlich kein Medikament ohne
Nebenwirkungen, wie Dexmedetomidin unter Normoxie zeigte, postuliert werden, so dass

weiterfiihrende Studien unerlasslich sind, um potentiell schadigende Effekte definieren zu kénnen.
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Abb. 5 Hippocampale Neurogenese im sich entwickelnden Gehirn und Einfluss von Hyperoxie und Dexmedetomidin. A)
Neuronale Differenzierung moduliert durch verschiedene intrinsische Faktoren und charakterisiert durch spezifische
Transkriptionsfaktoren und neuronale Marker. B) Die Ergebnisse unserer experimentellen Tierstudie zeigten eindrucksvoll die
Reduzierung der Genexpression von relevanten Faktoren fiir die hippocampale Neurogenese und Plastizitdt durch Hyperoxie
(rotes Quadrat) der sechs Tage alten Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren (Normoxie, griine Raute) und den signifikanten
Einfluss von 5 pg/kg (hellblaues Dreieck) und 10 pg/kg (dunkelblaues Dreieck) Dexmedetomidin (modifiziert nach [110].

GZS, granulare Zellschicht; MZL, molekulare Zellschicht; NeuN, neuronal nuclear; Nrgl, Neuregulin 1; Nrp1, Neuropilin 1; Pax6,
paired box 6; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; PS, polymorphe Schicht; Prox1, prospero homeobox 1; PSA-NCAM,
polysialylated neuronal cell adhesion molecule; Sema3a/f, Semaphorin 3a/f; SOX2, sex determining region Ybox 2, SGZ,

subgranulare Zone; Syp, Synaptophysin; Tbr1/2, 7-box brain gene 1/2.

Zusammenfassend zeigte  Dexmedetomidin  im  Hyperoxie-induzierten  Schadigungsmodell
neuroprotektive Eigenschaften, welche, zurlickfiihrend auf den pathogenen Insult des oxidativen

Stresses, anti-oxidativ vermittelt sein kdnnten.
Link zur Publikation:

Neuroprotective effects of dexmedetomidine against hyperoxia-induced injury in the developing rat

brain
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Diskussion

3. Diskussion

Weltweit werden pro Jahr 15 Millionen Kinder zu friih geboren, wobei etwa 1 Million friihgeborene
Kinder an den Folgen der Frithgeburt sterben. Die Frilhgeburt zdhlt somit zu den haufigsten
Todesursachen bei Kindern unter 5 Jahren [3, 147]. In Deutschland kommt etwa jedes zehnte Kind zu
friih auf die Welt, davon etwa 12% mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g [148].

Die perinatale Mortalitdt konnte aufgrund der intensivmedizinischen Fortschritte in der Neonatologie
gesenkt werden, gehen aber besonders bei Kindern mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g mit
steigenden Morbiditatsraten einher [149-151]. Neben der Unreife des zu friih geborenen Kindes, gibt
es eine Vielzahl an exogenen Noxen, die in der Pathogenese frithgeburtlicher Erkrankungen eine Rolle
spielen kodnnen. Neben der Sauerstofftoxizitat, resultierend aus den unphysiologisch hohen
Sauerstoffkonzentrationen, denen Frilhgeborene aufgrund der Geburt und notwendiger Sauerstoff-
supplementierung ausgesetzt sind, sind medikamentdse Insulte, wie Andsthetika, als ebenso kausal
anzusehen. Eine ausreichende Sauerstoffversorgung ist essentiell fiir die Energiebilanz und fiir die
normale Funktionalitat des Organismus sowie erforderlich flir das Wachstum und die kognitive und
motorische Entwicklung. Die Unreife bedingt dabei ein Ungleichgewicht physiologischer Prozesse, wie
des respiratorischen Systems und des anti-oxidativen Abwehrsysteme. In dieser redox-instabilen
Situation koénnen zahlreiche medizinisch notwendige medikamenttse Insulte negativen als auch
positiven Einfluss nehmen [60, 67, 69, 110, 152-156].

Sowohl der supplementierte Sauerstoff als auch medikamentdse Therapien zur Verbesserung der
klinischen Situation von Frihgeborenen sind mit Nebenwirkungen fir die Kurz- und
Langzeitentwicklung behaftet. Neben der Klarung der pathologischen Prozesse, ist die Identifizierung
maoglicher therapeutischer Strategien Ziel der neonatologischen Forschung. Zuséatzlich zu klinischen
Studien eignen sich tierexperimentelle Arbeiten an entwicklungsadaquaten Modellen zur

Untersuchungen dieser wissenschaftlichen Fragestellungen.

3.1 Sauerstofftoxizitat

Das Uberangebot an Sauerstoff im Sinne einer Hyperoxie stellt fiir den unreifen Organismus eine
groBe Herausforderung dar. Ein Ungleichgewicht zwischen Prooxidanten und Antioxidanten fiihrt zu
oxidativem Stress. Oxidativer Stress betrifft alle neugeborenen Kinder aufgrund der Transition von der
intrauterinen Hypoxie zur extrauterinen Hyperoxie. Aufgrund des reduzierten anti-oxidativen
Abwehrsystems von Frithgeborenen und Neugeborenen kann keine ausreichende Gegenreaktion auf
die entstehenden freien Radikale erfolgen, mit dem Ergebnis von zelluldren oder Gewebeschaden, die
ursachlich fir die spezifischen Erkrankungen der Friihgeborenen sein kénnen [51-53]. Das unreife,
sich entwickelnde Gehirn und die unzureichend entwickelte Lunge sind gegenlber Stérungen sehr
anfallig und selbst kurzzeitige pathogene Insulte kdnnen zu langfristigen oder irreversiblen Schaden
flihren [49, 1571].

Neuronale Beeintrachtigungen und daraus resultierende neurologische Fehlentwicklung bei

Friihgeborenen werden haufig einer perinatalen Infektion mit einhergehender Entziindung und
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oxidativem Stress zugeschrieben, der das unreife Gehirn in einer sehr vulnerablen Entwicklungsphase
moduliert. In dem hier verwendeten neonatalen Rattenmodell wird oxidativer Stress durch friihzeitige
Exposition gegeniiber hohen Sauerstoffkonzentrationen fiir einen akuten kurzen Zeitraum induziert
und die auftretenden neuronalen Zellschaden sind vergleichbar mit der Situation bei friihgeborenen
und neugeborenen Kindern [58].

Bei Untersuchungen der postnatalen Neurogenese fiihrte die akute Hyperoxie zu einer erheblichen
Beeintrachtigung der neuronalen Proliferation, zu einer gestérten neuronalen Differenzierung und
Reifung im Hippocampus und erhdhte sowohl die oxidative DNA-Schddigung als auch den neuronalen
Zelltod [60, 110]. Mitotische neuronale Vorlduferzellen migrieren aus der polymorphen Schicht des DG
in die Subgranulare Zone und in die granulare Zellschicht, proliferieren und differenzieren sich hier
final zum postmitotischen reifen Neurone und vernetzen sich dann in die neuronalen Schaltkreise
[158, 159]. Der Hippocampus ist essentiell fiir die Lern- und Gedachtnisleistung, die durch funktionelle
und strukturelle Veranderungen beeintrachtig werden kénnen [103, 108, 160-162], aber auch
neuropathologische Veranderungen kdnnen zur Entstehung von Erkrankungen beitragen [163, 164].
Vor allem die Reduktion der Proliferationsfahigkeit der neuronalen Vorlaufer und der
Intermedidrneurone, die sich nicht auf die Molekularschicht erstreckte, deutet primdr auf eine
Reduktion der neuronalen Stammzellen, die Hauptressource fiir die neuronalen Vorlauferzellen
darstellt, oder auf ein tempordres Ausscheiden aus dem Zellzyklus hin [165, 166]. Unter
hyperoxischem Insult werden Expressionsmuster von Zellzyklusregulator-Proteinen verdndert [154,
167], die im Zusammenhang mit einer oxidativen Schadigung der DNA, assoziiert mit einer Aktivierung
von p53 und p21, das Ausscheiden der neuronalen Stammzellen aus dem Zellzyklus begriinden
kdnnten [168, 169]. Nicht nur die neuronale Proliferationsfahigkeit wird beeintrachtigt, auch bezogen
auf die Differenzierungskapazitdt kann eine Verzégerung der Reifung unter oxidativem Stress
festgestellt werden [60, 110]. Auffallig ist die reduzierte Anzahl an intermedidren Neuronen (DCX- und
PSA-NCAM-positive Zellen) und reifen Neuronen (NeuN-positive Zellen), was auf eine verminderte
Migrationsfahigkeit und verzdgerte Reifung hindeutet [167, 170, 171]. Initial gesteuert und definiert
wird die neuronale Differenzierung durch eine kaskadenartig, tiberlappendes Netzwerk von neuronalen
Transkriptionsfaktoren, wie Pax6, Sox2, Prox1, Tbrl und Tbr2 [118, 121, 172, 173]. Die verzbgerte
Differenzierung, Migration und Proliferation kann auf Ebene der Transkriptionsfaktoren, die
hochspezifisch diese Prozesse steuern, nachvollzogen werden, da auch hier eine signifikante Abnahme
der mRNA-Expression unter hyperoxischer Exposition nachgewiesen werden konnte [60, 110]. Tbr2 ist
beispielsweise ein wesentlicher Regulator fir die intermedidren neuronalen Vorlauferzellen und
unverzichtbar fir den Fortgang der Neurogenese wahrend der DG-Entwicklung. Tbhr2 beeinflusst den
neuronalen Stammzellpool grundlegend. Des Weiteren bindet Tbr2 direkt an Sox2, was darauf
hindeutet, dass Tbr2 das Fortschreiten der Differenzierung zu intermedidren Neuronen beeinflussen
kann, indem es mit anderen Transkriptionsfaktoren interagiert [174, 175]. Tbr2 nachgeschaltet ist der
Transkriptionsfaktor Prox1, welcher postmitotisch in den reifenden und reifen Neuronen exprimiert
wird [176, 177]. In Abwesenheit von Proxl kdnnen zwar neuronale Marker exprimiert werden,

allerdings sind die neuronalen Zellen nicht in der Lage, weiter zu differenzieren oder Apoptose wird
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induziert [178]. Neurogenese ist postnatal wie auch adult ein sensibler Prozess und ist immer als
Gleichgewicht zwischen Proliferation, Migration, Uberleben und Differenzierung in allen Stufen der
neuronalen hippocampalen Zellentwicklung zu betrachten [179, 180]. Die Veranderung der Sauerstoff-
spannung ist eine der wichtigsten exogenen Faktoren fiir die Regulation der Proliferation und
Differenzierung [181]. Unsere Daten des akuten Sauerstoffschadigungsmodells ergdnzen diese
Erkenntnisse und zeigen, dass vierfach héhere Sauerstoffpartialdriicke im unreifen Gehirn der Ratte
die Genese und Reifung von Neuronen im Hippocampus beeintrachtigen kann.

Oxidativer Stress bedeutet fir das unreife Gehirn auch eine hohere Rate an neurodegenerativen
Prozessen [59-61, 111, 182, 183]. Die Exposition mit hohen Sauerstoffkonzentrationen von infantilen
Ratten induzierte neben der Oxidierung der DNA [60], abhangig von der lokalen anti-oxidativen
Kapazitat [184], auch eine Vielzahl an Markern fiir oxidativen Stress, wie HO-1 und H:0;, sowie
Mediatoren flir eine anti-oxidative zelluldare Antwort [69], in Abhangigkeit von der
Sauerstoffkonzentration [185]. Einhergehend mit dem erhéhten oxidativem Stress werden auch redox-
sensitive Transkriptionsfaktoren aktiviert, wie Nrf2, die in Zusammenhang mit einer Initiierung der
pro-inflammatorischen Entziindungskaskade durch Aktivierung des NFxB-Signalweges gebracht
werden konnen [132]. Diese Abhangigkeit von oxidativem Stress mit einer Induktion von Nrf2 und
einer daraus resultierenden erhohten Proteinexpression von HO-1, Prx1 und Srx1 sowie erhdhten pro-
inflammatorischen Zytokinspiegeln konnten wir in unseren Studien zeigen [69] und bekraftigen die
Ergebnisse vorangegangener Studien [111]. Ebenso kann die Aktivierung von NF«kB die Freisetzung
von pro-inflammatorischen Mediatoren erhéhen, welche wiederum zur Aktivierung von NFkB flihren
kdnnen [186]. Apoptose ist ein zellularer Schutz vor langanhaltender Inflammation und kann durch
oxidativen Stress im unreifen Gehirn induziert werden [58]. Durch hohe Sauerstoffkonzentrationen
wurden Mediatoren wie PARP-1, AIF und prozessierte Caspase 3 aktiviert [69] und begriinden einmal
mehr die pro-apoptotische Wirkung von oxidativem Stress [59, 60, 111, 135]. In der Summe konnten
durch das Hyperoxie-Schadigungsmodell die pro-inflammatorische sowie pro-apoptotische Wirkungen
nach Induktion der oxidativen Stress-Kaskade im unreifen Gehirn der Ratte gezeigt werden. Des
Weiteren legen die Ergebnisse nahe, dass die anti-oxidative Abwehrkapazitat wahrend der Exposition
gegeniiber Hyperoxie vermindert ist.

Oxidativer Stress betrifft im unreifen Organismus nicht nur das sich entwickelnde Gehirn, sondern
spielt bei der Entstehung der BPD eine entscheidende Rolle [14], wobei das Geburtsgewicht und das
Gestationsalter gute Pradiktoren darstellen [187]. Friihgeborene, die eine BPD entwickelten,
bendtigten meist zusatzlichen Sauerstoff und wurden mechanisch beatmet oder zahlten zu der Gruppe
der sehr oder extrem friihgeborenen Kinder ohne respiratorische Erkrankungen [72]. In einer
prospektiven, randomisierten Studie, in der Friihgeborene ab dem 28. Schwangerschaftswoche bis zur
Reanimation mit 90% oder 30% Sauerstoff wahrend der ersten 5 Minuten des Lebens zugeordnet
wurden, waren die BPD-Raten Frilhgeborenen, die mit 30% Sauerstoff reanimiert wurden, signifikant
niedriger [188]. Begriindet wird die molekulare Pathologie durch inflammatorische Reaktionen durch
Zytokine sowie oxidativen Schaden und der strukturellen Unreife der Lunge. Assoziierte Tiermodelle

zeigen unter hyperoxischem Insult BPD-ahnliche Patholgien [109]. Eine akute Sauerstoffexposition ist
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ausreichend, um massive Immunzellinfiltrationen in der sechs Tage alten Ratte beobachten zu
kdnnen, einhergehend mit einer Induktion der Expression von Chemokinen und pro-inflammatorischen
Zytokinen [63]. Werden relevante Chemokine, wie CINC-1 und MIP-2 inhibiert, reduzierte sich der
Immunzellinflux und durch Hyperoxie induzierte Gewebeschaden der unreifen Lunge werden
verhindert [189]. Chemokine spielen eine essentielle Rolle in der Sauerstoff-vermittelten pulmonalen
Inflammation [190]. Dariiber hinaus waren die Plasmakonzentrationen des CXC-Chemokins IL-8, dem
humanen Homolog von CINC-1, in der Studie von Vento et a/. [188] wahrend der ersten drei
Lebenswochen bei Kindern, die mit 90% Sauerstoff randomisiert waren, konsistent hoher, verglichen
mit 30% Sauerstoff beatmeten Kindern. Eine Induktion dieser Chemokine konnte sowohl in
chronischen Hyperoxie-Tiermodellen nachgewiesen werden [191], als auch in Atemwegssekreten von
Frihgeborenen mit BPD [192, 193]. Aktivierte Immunzellen erhdhen ihren eigenen oxidativen
Stoffwechsel und erhéhen zusatzlich den oxidativen Stress [194]. Bei reduzierter Inaktivierung dieser
toxischen Produkte, aufgrund des unreifen anti-oxidativen Abwehrsystems, sind pulmonale
Zellschadigung und Zelltod die Folge. ROS oxidieren ebenso Surfactant-Proteine, was zu einer
Beeintrachtigung der Lungenfunktion fiihren kann. Ein erhohter oxidativer Schaden sowie eine
reduzierte anti-oxidative Kapazitdt konnte in friihgeborenen Kindern mit Atemnotsyndrom assoziiert
werden [195].

Sauerstoff, mit seinen spezifischen und physiologischen Effekten, ist eines der am haufigsten
genutzten therapeutischen Strategien zur Behandlung von respiratorischen Instabilitdten oder
reduzierten  Sauerstoffsattigungen, nicht nur bei Frilhgeborenen. Resultierende hohe
Sauerstoffpartialdriicke flhren zu oxidativem Stress, der bei friihgeborenen Kindern mit einem
unreifen Organ- und anti-oxidativem Enzymsystem unerwiinschte Auswirkungen auf das Kurz- und
Langzeit-Outcome haben kann. Der kritische Umgang kann eine komplette Vermeidung einer
notwendigen Sauerstoff-Therapie allerdings nicht immer verhindern. Die Verwendung von, zur
humanen Entwicklung adaquaten, Hyperoxie-Schadigungsmodelle tragen nicht nur zur Klarung der
molekularen Mechanismen bei, sondern kénnen grundlegende Erkenntnisse zu praventiven Strategien
liefern. Das hier fiir die Untersuchungen genutzte Hyperoxie-Schadigungsmodell scheint in
Ubereinstimmung mit den Daten anderer Studien geeignet, die Effekte méglicher protektiver
Substanzen zu untersuchen. Eine Aufschliisselung der molekularen Mechanismen lasst sich anhand
dieser Daten nicht abschlieBend klaren, da extrinsische Faktoren, wie eine Anreicherung der
Umgebung, oder intrinsische Faktoren, wie regulatorische miRNAs, in diesen Untersuchungen nicht

berticksichtigt wurden und Ziel fir weiterfiihrende Analysen sein muss.

3.1 Koffein

Die Risikofaktoren fir die Entstehung einer chronischen Lungenerkrankung sind different und stehen
doch in engem Zusammenhang. Ein entscheidender Faktor ist die Friihgeburtlichkeit an sich und das
Risiko erhdht sich umgekehrt proportional zum Gestationsalter. Neben der maternalen Praeklampsie
[196] und dem Surfactantmangel des zu friih geborenen Kindes, kénnen vor allem die Dauer der

Sauerstoffgabe, die Intensitdt der Beatmung und die Konzentration des Sauerstoffes das Risiko einer
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BPD-Entstehung erhdhen [197]. Neben der Vermeidung der Friihgeburt per se steht therapeutisch die
Vermeidung der mdoglichen Risikofaktoren an erster Stelle. Therapiestrategien umfassen die friihzeitige
Behandlung von pulmonalen Infektionen, die Vitamin A-Supplementierung [198], die Surfactantgabe
bei angezeigtem Atemnotsyndrom [199], die bei minimalinvasiver Applikation eine invasive Beatmung
vermeiden kann [200], generell die Vermeidung von invasiven Beatmungsstrategien [201] und die
Vermeidung hoher Sauerstoffkonzentrationen [202]. Zudem flihrte die postnatale Gabe von
Koffeincitrat zu einer signifikanten Reduktion der BPD-Rate [74], wobei in einer primdren Studie
positive Effekte auf das neurologische Outcome gezeigt werden konnten, welche sich aber in einer
Folgestudie nicht bestdtigten [203]. Koffein zeigte in klinischen Studien [74, 203] protektive Effekte
und stellt ein relevantes Forschungsziel der Neonatologie dar. Studien, die zeigen, dass Koffein eine
anti-oxidative Aktivitat besitzt [124, 125] und somit vor oxidativen Stress-assoziierten Erkrankungen
schitzen kénnte, sind dabei wegweisend.

Das Methylxanthin Koffein ist das Mittel der Wahl bei der Behandlung der Frithgeborenen-Apnoen
[204] mit einem hdheren therapeutischen Index und einer langeren Halbwertszeit als andere
Methylxanthine und zeigte in initialen Studien eine wesentliche Verbesserung des klinischen Outcomes
von sehr und extrem Frilhgeborenen [74, 203, 204]. Es zeigten sich neuroprotektive Effekte im sich
entwickelnden Gehirn [60, 205], anti-inflammatorische Effekte [63, 69, 206], Reduzierung von
Mortalitat und Morbiditat, wie Verminderung der BPD-Rate und der Zerebralparese, und vor allem
auch eine Verkirzung der Dauer der mechanischen Beatmung [74, 207]. Klinisch wurden auch
unerwiinschte Effekte beobachtet, wie eine vorlibergehende Reduktion des Geburtsgewichtes, einen
héheren Sauerstoffbedarf und Tachykardien [208-210]. Neben den primar vermittelten Wirkeffekten
Uber die unspezifische Antagonisierung der Adenosinrezeptoren [76] werden auch anti-oxidative
Eigenschaften von Koffein diskutiert [211-213], wie bei der Neuroprotektion von Patienten mit
neurodegenerativen Erkrankungen [124, 125]. Wir konnten im akuten Sauerstoffschadigungsmodell
der juvenilen Ratte essentielle anti-oxidative Eigenschaften von Koffein nachweisen. Eine Einzeldosis
Koffein vor dem hyperoxischem Insult flihrte in erster Linie zu einer Verringerung der oxidativen
Schaden und Insulte [69], wie Reduktion der Lipidperoxidation oder Verminderung der Generierung
von Wasserstoffperoxid, verstérkte aber auch die anti-oxidative Stressantwort, wie eine hdhere SOD-
Transkription. Reduzierte anti-oxidative systemische Reaktionen, wie eine verminderte SOD-
Expression, kénnten auf eine primare Verminderung der anti-oxidativen Kapazitdt nach hyperoxischem
Insult hinweisen [214], dem durch Koffein entgegengewirkt wird.

In Abhangigkeit der ROS-Generierung werden verschiedene redox-sensitive Transkriptionsfaktoren
aktiviert. Eine Aktivierung des Nrf2/Keapl-Weges wird in Zusammenhang mit moderaten, oxidativem
Stress gebracht und resultierende intermedidare ROS initiieren (ber den NFxB-Weg die pro-
inflammatorische Zytokin-Kaskade [132]. In unseren Untersuchungen konnten wir mit der erhéhten
Nrf2-Expression auch die Induktion der oxidativen Stressantwort assoziieren. Des Weiteren bewirkte
Koffein eine Modifizierung der redox-sensitiven Antwort des Nrf2/Keapl-Weges, da daraus eine
Verminderung der Hyperoxie-induzierten NFxB-Expression resultierte [69]. Die Aktivierung des NF«B-

Weges kann dabei durch verschiedene exogene Faktoren, durch oxidativen Stress oder Zytokine
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initiiert werden [215, 216]. Koffein verhinderte bei den 6 Tage alten Ratten die Aktivierung von NFxB
trotz Sauerstoffexposition, einhergehend damit reduzierte sich auch die Expression pro-
inflammatorischer Zytokine und wirkte somit effektiv im sich entwickelnden Gehirn anti-
inflammatorisch [69]. Diesen anti-inflammatorischen Effekt zeigte Koffein auch in der unreifen Lunge
mit einer adaquaten Inhibierung der Immunzellinfiltration, einer Reduktion der pro-inflammtorischen
Antwort und Verminderung der Chemokin-Expression [63]. Assoziiert mit den anti-inflammatorischen
Eigenschaften sind die anti-apoptotischen Effekte, wie Verminderung des neuronalen apoptotischen
Zelltodes sowie die Modifizierung relevanter pro-apoptotischer Mediatoren durch Koffein, nicht
Uberraschend [60, 69]. Oxidative Stress-Modelle mit Hypoxie-Ischamie zeigten ebenfalls Apoptose-
hemmende Koffeineffekte [217, 218] und eine Regulation des neuronalen Zelliiberlebens durch
Koffein kénnte dabei liber die direkte Aktivierung des NFkB-Signalwegs erfolgen [219]. Eine vielseitige
Modulation differenter zelluldrer Mechanismen durch Regulation von Expressionsprofilen verschiedener
Gene konnte durch cDNA-Mikroarrays flir Koffein gezeigt werden [232]. Ebenso konnte fiir das
Methylxanthin Aminophyllin gezeigt werden, dass es im Hippocampus nach hypoxisch-ischdamischen
Insult die Zelltodrate reduzierte [220], Koffein-haltiger Kaffee konnte Wasserstoffperoxid-induzierten
neuronalen Zelltod (iber die Inhibierung pro-apoptotischer Mediatoren verhindern [221] und Koffein
reduzierte die Bilirubin-induzierte Neurotoxizitdt bei primdren Astrozyten der Ratten Uber anti-
apoptotische, anti-oxidative, anti-inflammatorische und anti-nitrosative Effekte [222]. Ebenso konnten
Hyperoxie-induzierte alveolare Wachstumsretardierungen der neonatalen Ratte durch eine friihe
Koffeinbehandlung vermindert werden [65].

Die pharmakologischen Effekte von Koffein sind gut beschrieben [223, 224] und die aktuelle Literatur
kann protektive Effekte in verschiedenen /n vivo und in vitro Schadigungsmodellen beschreiben, die
auch komplexe Verhaltens- und biochemische Wirkungen im Gehirn mit einschlieBen und so
wahrscheinlich die Neurogenese beeinflussen kénnen [76, 225]. Bei unseren Untersuchungen zum
Einfluss von Koffein im  hyperoxischem Schadigungsmodell auf die hippocampale
Proliferationskapazitat und neuronale Reifung konnten neuroprotektive Wirkungen gezeigt werden
[60]. Auch diese Effekte kdnnen als anti-oxidativ- und/oder Adenosin-Rezeptor-vermittelt diskutiert
werden [124, 226, 227], wobei die zelluldren Mechanismen hinsichtlich der neuronalen Proliferation,
der neuronalen Differenzierung und vor allem auch des Zelluntergangs nicht vollstandig verstanden
sind [126, 228-232]. Auch die Antagonisierung des Dopamin D2 Rezeptors kdnnte eine Rolle spielen,
welche mit einer verstérkten Neurogenese in Verbindung gebracht wird [233], ebenso wie p53-
abhangige und —unabhangige Mechanismen der Modulation von Proliferation durch Koffein [234, 235].
In unphysiologisch hohen Konzentrationen kann Koffein auch als Phosphodiesterase-Inhibitor tber die
den sekundérer Messenger cAMP fungieren. Bei Untersuchungen mit Rolipram konnte eine verstarkte
hippocampale Zellproliferation, die in einer héheren Rate an reifen neuronalen Zellen resultierte,
nachgewiesen werden [236].

Neben der Antagonisierung der Adenosinrezeptoren durch Koffein, primar tber den inhibitorischen Al-
Adenosinrezeptor-Subtyp und den stimulatorischen A2a-Adenosinrezeptor-Subtyp [237, 238], kann die

Wirkvermittlung different sein und scheint von Koffein per se sehr vielseitig zu sein. Auch die
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Genexpression der Adenosinrezeptoren an sich kann durch exogene Noxen beeinflusst werden und
kann je nach Insult kontrar sein [239, 240]. Koffein-assoziierte Eigenschaften kénnen nicht eindeutig
einem Subtyp zugeordnet werden, da beide im neuronalen Kontext exprimiert werden und diese durch
Koffein mit einer dhnlichen Affinitdt antagonisiert werden [237, 241]. Zusatzlich, wie bereits erwahnt,
wird Koffein als Radikalfanger beschrieben [211] und vermittelt die meist eher toxischen Effekte
wahrscheinlich durch Ryanodin-Rezeptor-sensitive Kalziumkanadle [242, 243] und kann Einfluss auf
GABAx-Rezeptoren-vermittelte Effekte nehmen [244, 245]. Ergdnzt werden kann dieser Aspekt
dadurch, dass auch eine Heteromerisierung von Adenosin-Al- und -A2a-Rezeptoren Einfluss auf die
Modulation der glutamatergen und GABAerger Neurotransmission ausiiben kann [246, 247]. Die
Vermittlung protektiver Effekte (iber ko- und heteroexprimierte Adenosinrezeptoren, auch in
Abhangigkeit der Konzentration von Agonisten und Antagonisten, ebenso wie die Rezeptorexpression,
ist sehr divergent [205, 245, 248] und die Einflussmdoglichkeiten sind extrem komplex. Um
pharmakokinetische Mechanismen abgrenzen und identifizieren zu kénnen, missten umfangreichere
experimentelle Studien erfolgen.

Allerdings miissen auch Koffein-Effekte ohne pathogenen Insult, wie hier die Sauerstofftoxizitdt,
diskutiert werden, da Uber einen mdglichen praventiven klinischen Einsatz von Koffein in der
neonatologischen Intensivmedizin diskutiert wird [249, 250]. So verminderte Koffein auch unter
Kontrollbedingungen die Lipidperoxidation, induzierte die SOD-Expression als Mediator des adaptiven
Schutzmechanismus gegen toxische Substanzen, induzierte pro-inflammatorische Zytokine und
Chemokine [63, 69] und reduzierte die Proliferationskapazitdt reifender Neurone im Hippocampus in
Korrelation spezifischer neuronaler Transkriptionsfaktoren [60]. Chavez Valdez et al. diskutieren dazu
den Koffein-Plasmaspiegel, wobei héhere Plasmaspiegel, auBerhalb des therapeutischen Bereiches,
ebenso wie zu geringe Plasmaspiegel, zur Zunahme inflammatorischer Zytokine fiihrte und dies mit
der klinischen Situation Friihgeborener korrelierte [206]. Diese pro- und anti-inflammatorischen und
teilweise Ubermodulierten systemischen Reaktionen auf Koffein weisen noch einmal mehr auf einen
sehr komplexen Wirkmechanismus hin und missen kritisch betrachtet werden, auch wenn in der

klinischen Situation die positiven Effekte der praventiven Koffeintherapie tiberwiegen [207, 250, 251].

3.2 Dexmedetomidin

Eine Allgemeinandsthesie ist fir frihgeborene Kinder mit medizinischer Indikation teilweise
unerlasslich. In der Kinderandsthesie werden dabei, bei einer Anpassung der Dosis, meistens
adaquate Narkosemittel und Adjuvanzien wie bei Erwachsenen eingesetzt [83]. Es kommen N-Methyl-
D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor Antagonisten, wie Ketamin, und/oder y-Aminobuttersdaure (GABAA)-
Rezeptor-Agonisten, wie Benzodiazepine, Barbiturate, Isofluran oder Propofol, zum Einsatz [252].
Nicht nur, dass insbesondere Friih- und Neugeborene ein deutlich erhéhtes Narkoserisiko zeigen
[253], auch die perioperative Morbiditat und Mortalitdt aufgrund des unreifen Organsystems ist erhéht
[254, 255]. Die neurologischen Langzeit-Folgen fiir das unreife Gehirn sind bis jetzt nicht vollsténdig

geklart.
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Neben Propofol und Midazolam sind in den letzten Jahren die a2-Adrenozeptor-Agonisten in den in
den klinischen und experimentellen Fokus geriickt. Der o2-Adrenozeptor-Agonisten Dexmedetomidin
stellt eine geeignete Alternative zu bisherigen Narkotika und Sedativa dar [256-258]. Obwohl
Dexmedetomidin z.Z. in Deutschland nur zur Anwendung bei Erwachsenen zugelassen ist, gibt es
bereits Studien an Kindern, vor allem an padiatrischen Intensivpatienten [259-261] und
Friihgeborenen [99, 100, 262]. Die positiven Effekte einer Dexmedetomidin-Behandlung mit einer
Verkiirzung der mechanischen Beatmungsdauer bei Friihgeborenen [100], die ebenfalls mit klinischen
Studien Erwachsener korreliert [263-266] und die damit verbundene mdgliche Minimierung von
Folgeerkrankungen, legt nahe, dass Dexmedetomidin protektiv gegeniiber anderen Insulten sein
konnte.

Bis jetzt ist nicht bekannt, welchen Einfluss Dexmedetomidin auf die neurologische Entwicklung und
die neurologischen molekularen Prozesse im sich humanen entwickelnden Gehirn besitzt. Die Noxen
auf das reifende postnatale Gehirn von Friihgeborenen sind sehr verschieden, so dass es nahe liegt,
die mdgliche neuroprotektive Wirkung von Dexmedetomidin in diesen Zusammenhdngen zu
untersuchen. Neben den erforderlichen medizinischen Eingriffen unter Sedierung, stellen auch hohe
Sauerstoffkonzentrationen einer relativen und absoluten Hyperoxie ein groBes Problem mit den bereits
aufgefiihrten negativen Auswirkungen auf die Redox-Homdostase und der gestdrten neurologischen
Entwicklung friihgeborener Kinder [107, 267, 268] sowie der Induktion von oxidativem Stress dar, mit
der Folge von Neurodegeneration und gestorter neuronaler Reifung in tierexperimentellen Studien
[46, 59-62, 183].

Dexmedetomidin zeigte in verschiedenen tierexperimentellen Studien neuroprotektive Effekte, primar
bei anasthetisch-induzierten Zelltod [269, 270] und reduzierte die pulmonale Immunzellinfiltration
sowie die pro-inflammatorische Zytokin-Antwort bei hyperoxisch-induzierter Schadigung der unreifen
Lunge [271]. In unseren Studien zur Wirkung verschiedener Konzentrationen von Dexmedetomidin
unter hyperoxischem Insult konnten wir zeigen, dass Dexmedetomidin signifikant den apoptotischen
Zelltod, die Induktion pro-inflammatorischer Zytokine, oxidative Stressmarker und die
Lipidperoxidation reduzierte [111]. Dexmedetomidine unter Normoxie induzierte keinen oxidativen
Stress, aber bei einer Konzentration von 10 pg/kg erhohte sich der apoptotische Zelltod im Kortex und
Thalamus. Kontrovers dazu zeigten andere experimentelle Studien, auch bei hdheren
Dexmedetomidin-Konzentrationen, keinen erhdhten Zelltod [272] und es wurde ausschlieBlich von
protektiven Effekten berichtet [142, 143, 269, 272, 273]. Die gezeigten anti-inflammatorischen
Dexmedetomidin-Effekte konnten zuvor ebenfalls in klinischen sowie experimentellen Studien gezeigt
werden [145, 146]. Durch Dexmedetomidin in Einzelapplikation unter normoxischen Bedingungen wird
keine inflammatorische Antwort ausgeldst und inhibiert ausschlieBlich die durch Hyperoxie-induzierten
Zytokinantworten Uber pleiotrophe Effekte verschiedener neuronaler Zellen [146, 274, 275].

Die erhobenen Daten suggerieren einen anti-oxidativen Effekt von Dexmedetomidin und daraus
resultieren méglichweise anti-inflammatorische Eigenschaften. Eine erhdhte anti-oxidative Kapazitat

konnte auch durch andere experimentelle Arbeiten belegt werden [142, 276, 277]. Durch diese anti-
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oxidativen und anti-inflammatorischen Eigenschaften von Dexmedetomidin scheint die «2-
Adrenorezeptor-Agonisierung eine potente Moglichkeit der Neuroprotektion darzustellen.

Die pathologischen Folgen von oxidativem Stress auf das unreife Gehirn umfassen Neurodegeneration,
Neuroinflammation und daraus folgend Reduktion der neuronalen Proliferations- und
Differenzierungskapazitdt [60, 110] sowie der neuronalen Plastizitdt [67, 110]. Dexmedetomidin,
vornehmlich in den Konzentrationen 1 und 5 pg/kg, war in der Lage, die oxidativen Stress-Antworten
zu reduzieren und dadurch die Reduktion der neuronale Proliferation und die Reifeverzdgerung
aufzuheben [110]. Im Vergleich dazu wirkte die hdéhere Konzentration von Dexmedetomidin mit
10 pg/kg eher toxisch auf die reifen Neurone, protektiv dagegen auf die mitotischen Nestin-positiven
Vorlauferzellen. Nestin ist kennzeichnend fir Vorlduferzellen mit einer hohen Proliferations- und
Differenzierungskapazitat [278] und wird von neuronalen und glialen Vorlauferzellen gleichermaBen
exprimiert [279], wie reaktiven Sox-2 exprimierenden Astrozyten [280]. Die verzdgerte neuronale
Reifung wird wahrscheinlich durch die reduzierte Expression der spezifischen neuronalen
Transkriptionsfaktoren verstarkt [117], die durch die Prakonditionierung mit Dexmedetomidine
aufgehoben wird. Einhergehend mit diesen Effekten werden durch die Hyperoxie auch Faktoren
moduliert, die ein hohes Potential fiir die neuronale Plastizitdt besitzen. Neurogenese kann durch
verschiedene Faktoren, wie positive Umwelteinfllissen fiir Kognition und Verhalten, aber auch negativ,
wie verschiedenste Arten von Stress, beeinflusst werden [60, 281]. Es werden Genexpressionshiveaus
durch den hyperoxischen Insult und damit unter oxidativem Stress signifikant reduziert, die bei der
neuronalen Plastizitdt, wie Neuregulin oder Synaptophysin, eine essentielle Rolle spielen [282-285].
Dexmedetomidin (5 und 10 pg/kg) inhibiert eindrucksvoll die Reduktion der Plastizitatsfaktoren [110]
unter akuter Hyperoxie. Nachvollziehbar gezeigt wurde dieser Effekt in einer Synaptophysin-knockout
Maus mit Veranderungen in funktionellen und strukturellen Verdnderungen im Gehirn, ebenso wie
essentielle Veranderungen der Neurotransmission in Synaptogyrin/ Synaptophysin-knockout Mausen,
mit Beeintrachtigungen der Kurz- und Langzeitplastizitdt [286]. Oxidativer Stress verringerte den
Synaptophysin-Spiegel und fiihrte zu einem Verlust synaptischer Vesikel und damit verbunden zu einer
Beeintrachtigung der Neurotransmitter-Freisetzung [286]. Flhren Neureguline, als Liganden fir
epidermale Wachstumsfaktoren, zu einer Aktivierung, findet nachweislich eine Regulation der
Proliferation, Migration und Differenzierung statt [287] und ein Neuregulin-Mangel ist assoziiert mit
einer gestérten hippocampalen Plastizitét sowie einer gestdorten Neurotransmission [288]. Ebenso
kann eine hippocampale Akkumulation von Semaphorin 3a in friihen Alzheimer-Krankheitsstadien auf
neurodegenerative Prozesse hindeuten [297].

Die zu frilhe Geburt, vor allem der sehr und extrem zu friih geborenen Kinder, birgt ein erhéhtes
Risiko fiir kognitive und motorische Defizite [287], die durchaus auch auf einer gestérten neuronalen
Plastizitat basieren kdnnten und ein zu diskutierenden Effekt darstellt. Es ist bekannt, dass oxidativer
Stress zu einem kognitiven Abbau fiihren kann [288] und neurotrophe Faktoren dem entgegenwirken
kdnnen [289]. Daher scheint der Diskussionsansatz berechtigt, dass die Neuroprotektion mit
Dexmedetomidin nicht nur auf mdglichen anti-oxidativen und damit verbundenen anti-

inflammatorischen Effekten gegen die Neurodegeneration und -inflammation zur resultierenden
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neuronalen Reifung und Differenzierung beitragt, sondern offensichtlich auch der Erhalt und Schutz
der neuronalen Plastizitdt. So verminderte Dexmedetomidin in einem anésthetisch-induzierten
Schadigungsmodell neurokognitive Defizite [87] und in einem intrazerebralen Hirnblutungsmodell
konnte die Beeintrachtigung des kurzzeitigen und rdumlichen Lerngedachtnisses aufgehoben werden
[288].

Die Mechanismen der neuroprotektiven Wirkung von Dexmedetomidin kdnnen sehr vielseitig sein und
sind abschlieBend noch nicht gekldrt. Zum einen werden «2-Adrenorezeptor-abhdangige Wege
diskutiert, die u.a. zur Erhéhung der Phosphorylierung der Tyrosin-Kinasen fiihrt, ein Schliisselenzym
fir Uberleben und Plastizitdt im Gehirn [86]. Dexmedetomidin kann wichtige zellulire Mechanismen
auch o2-Adrenorezeptor-unabhangig beeinflussen. So inhibiert es die Natrium und Kalium
Homdoostase fiir neuronale Aktivitdten [290]. Dexmedetomidin erhéht sowohl die Phosphorylierung
von extracellular signal-regulated kinases (ERK)1/2, eine wichtige mitogen-activated protein (MAP)-
Kinase, die im Zellzyklus involviert ist, als auch die Expression von Wachstumsfaktoren, wie brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), die an neuroprotektiven Mechanismen beteiligt sind und zum
Uberleben der Neurone beitragen [291]. Andererseits konnten keine Apoptose-fordernden Effekte
festgestellt werden [87]. Weiterfiihrende pharmakokinetische Studien sollten sich zum besseren
Verstandnis anschlieBen.

Zusammengefasst zeigte Dexmedetomidin neuroprotektive Eigenschaften in unserem Modell der
oxidativen Stress-Schadigung im sich entwickelnden Rattenhirn, wobei apoptotischer Zelltod und pro-
inflammatorische Zytokininsulte inhibiert und die postnatale Neurogenese und neuronale Plastizitat
erhalten wurden. Dexmedetomidin erhdhte die Proliferationskapazitat von mitotischen Zellen, was
letztlich zu héheren Zellzahlen von reifen Neuronen fiihrte, ohne die Apoptoserate bei Kontrolltieren zu
beeinflussen. In-vivo-Untersuchungen zeigten, dass postnatal-appliziertes Dexmedetomidin nicht zu
anhaltenden Lerndefiziten fiihrte, dass das sich entwickelnden Gehirn weder strukturell noch
funktionell verandert oder die synaptische Plastizitdat des Hippocampus beeintrachtigte wurde [140,
292]. Allerdings kann auch aufgrund der hohen Vulnerabilitdt des sich entwickelnden Gehirns kein
potenziell nitzliches Medikament ohne Nebenwirkungen erwartet werden. Gerade in der
Friihgeborenenmedizin ist eine Kombinationstherapie mit Sedative und Sauerstoff oft nicht
vermeidbar, so dass Dexmedetomidin einen vielversprechenden Kandidaten flir weiterflihrende
Studien darstellt.

3.3 Klinische Relevanz

Der unreife Organismus von zu friih geborenen Kindern ist nicht in der Lage, unter extrauterinen
Umgebungsbedingungen eine adaquate postnatale physiologische Adaption an die Umgebung im
Vergleich zu reif geborenen Kindern zu vollfihren. Aufgrund der verbesserten und konsequent
umgesetzten intensiv-medizinischen Betreuung in entsprechenden Perinatalzentren von sehr und
extrem friihgeborenen Kindern, konnte das Outcome in den letzten Jahrzehnten deutlich verbessert
werden. Trotz der Vielzahl an klinischen Studien, sind individuelle Aussagen (ber prognostizierbare

gesundheitliche Folgeschaden, wie neurologische, kognitive oder psychische Defizite, schwer
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abschatzbar. Belegt sind Korrelationen von niedrigem Geburtsgewicht mit juvenilen oder adulten
Erkrankungen, wie Asthma [293], Bluthochdruck [294], koronare Herzerkrankungen [295] oder auch
Schizophrenie [296], ADHS [297], Autismus-Spektrum-Stérungen und Depressionen [298]. Ein
niedriges Geburtsgewicht allein ist aber nicht schlussfolgernd fiir eine erhdéhte Morbiditdt, aber
durchaus postnatale Komplikationen, wie chronische Lungenerkrankungen oder intraventrikuldare
Blutungen [299, 300]. Einen essentiellen Faktor fir die Entwicklung von Friihgeborenen spielen
allerdings auch das soziale Umfeld [301] und im Besonderen die Eltern-Kind-Beziehung [302], nicht
nur in den ersten Wochen der Hospitalisierung.

In der neonatologischen Versorgung werden MaBnahmen ergriffen, um mdgliche lebensbedrohliche
Komplikationen zu verhindern, diese rechtzeitig zu erkennen, zu behandeln oder vorzubeugen, um
damit den friihgeborenen Kindern eine Chance auf eine Entwicklung ohne Einschrdankungen und
Defizite zu ermdglichen. Die durchgefiihrten Interventionen konnen allerdings auch zu Faktoren
fihren, denen die Friihgeborenen aufgrund ihrer organischen und systemischen Unreife nicht adaquat
begegnen kdnnen, ebenso wie sie keine vollstdndige Immunabwehr gegeniber mikrobiotischen
Insulten besitzen [150]. Die unreife Lunge und der Surfactantmangel erhoht die Wahrscheinlichkeit fiir
respiratorische Komplikationen [303] und verstarkt durch die mechanische Beatmung steigt das Risiko
fir die Entstehung einer BPD [15, 16]. Medikamentose Therapien konnen ebenso wie die
Sauerstoffsupplementierung nicht immer vermeiden werden, in der MaB3gabe, dass der Nutzen die
mdglichen Nebenwirkungen iberwiegt. Das Wissen, um mdgliche protektive Effekte von bereits in der
Neonatologie zugelassenen Substanzen, wie Koffein oder Estradiol, oder méglichen neuroprotektiven
Substanzen, wie Dexmedetomidin, per se, sind somit wichtige Forschungsansatze, um bei
unvermeidbaren Therapien, die mdgliche Schadigung so gering wie mdglich zu halten.

Die Behandlungen zur Sedierung bei schmerzhaften Eingriffen und Agitiertheit umfasst nicht nur
pharmakologische MaBnahmen, diese stellen aber einen wichtigen Aspekt dar [304]. Sedativa und
Analgetika modulieren im sich entwickelnden Gehirn essentielle Signalwege mit assoziierten Kurz- und
Langzeitfolgen fir die frihgeborenen Kinder [305-307] und einem erhdhten Risiko fiir beatmete
Friihgeborene [88, 308]. Dexmedetomidin stellt nun eine mdgliche Therapiealternative fir die
Sedierung von Frilhgeborenen dar. Erste klinische Daten zeigten im Vergleich zu Fentanyl behandelten
Friihgeborenen, dass Dexmedetomidin nicht nur die Beatmungszeit reduzieren konnte, sondern auch
die Inzidenz von Sepsis und dabei die Inzidenz fir Komorbiditdten, wie intraventrikuldre Blutungen,
unverandert blieb [100]. Des Weiteren zeigte Dexmedetomidin nur geringe gastrointestinale
Auswirkungen [309] und bietet Neugeborenen mit Dexmedetomidin-Behandlung eine kiirzere Zeit, um
auf enterale Ernahrung umgestellt zu werden [100], wobei eine verzdgerte Umstellung auf enterale
Erndhrung zu vielseitigen Komplikationen fiihren kann [310]. Dexmedetomidin ist bei der Sedierung
von Frith- und Neugeborenen effektiv und wird ohne signifikante Nebenwirkungen gut vertragen
[311]. Anwendung findet Dexmedetomidin wird seit der Zulassung in Deutschland hauptséchlich bei
erwachsenen Intensivpatienten [85]. Die bereits erwdhnten neuroprotektiven Wirkungen von
Dexmedetomidin scheinen nicht nur relevant fiir das sich entwickelnde Gehirn zu sein, sondern auch

von Kklinischer Relevanz fiir das reife Gehirn. So reduziert Dexmedetomidin beim beatmeten
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Intensivpatienten die Inzidenz von Koma und Delir [312] und flihrt Gberdies zu keiner nennenswerten
Atemdepression [92]. Derzeit liegen keine klinischen Studien zur langerfristigen Anwendung von
Dexmedetomidin und einem neurologischem Outcome bei Friihgeborenen vor. Die Effekte von
Dexmedetomidin scheinen sehr vielseitig zu sein und geben Anlass zu intensivierter Forschung auf
protektive Effekte fir das sich entwickelnde und das reife Gehirn im Hinblick auf verschiedene
pathogene Insulte. Im Fokus ist dies mit dem Untersuchungsschwerpunkten unserer Arbeitsgruppe im
/in vivo-Modell der Sauerstofftoxizitat [110, 111] vereinbar und konnte grundlegende Erkenntnisse flir
molekulare Effekte im sich entwickelnden Gehirn beitragen.

Koffein ist im Gegensatz zu Dexmedetomidin ein Standardtherapeutikum in der Neonatologie mit sehr
gut belegten klinischen Effekten, wie Verkiirzung der mechanischen Beatmungsdauer, Senkung der
BPD-Rate, Reduzierung der Zerebralparese und, initial zumindest, assoziiert mit einem verbesserten
neurologischen Outcome [74]. Fir die klinische Situation ist es aber auch essentiell zu wissen, welche
pharmakologischen und molekularen Effekte Koffein auf das Gehirn und die Lunge ausiibt, wenn
klinisch ein praventiver Einsatz von Koffein diskutiert wird und sich unter oxidativen Stress-
Situationen, ausgeldst durch Sauerstoff oder Medikamente, meist protektive, aber auch negative
Effekte zeigten. Durch eine mechanische Beatmung wird initial die pulmonale Inflammationskaskade
induziert [313] und die inflammatorische Antwort weitet sich systemisch auf das Gehirn aus [314]. Die
immunologische und anti-oxidative Unreife des Organismus, die zerebrale und pulmonale
Vulnerabilitat und die hamodynamischen Instabilitat verstarken den pathogenen Insult [314, 315], so
dass die Identifizierung von zusatzlichen Therapieoptionen, die hier protektiv intervenieren kdnnten,
unerlasslich sind. Koffein hat dabei ein sehr hohes Potential, nicht nur durch die etablierte neonatale
Anwendung, wobei der initiale Anstieg von Neurodegeneration und neuronaler sowie pulmonaler
Inflammation durch Koffein im in-vivo-Modell und in der klinischen Situation weiter untersucht werden
sollten. Dies kann zum einen dem therapeutischen Plasmaspiegel geschuldet sein [60, 63, 69, 206],
aber auch einer Initiierung anti-oxidativer und anti-inflammatorischer Mediatoren durch eine
Prakonditionierung vor dem pathogenen Insult [316]. Weiterflihrende Untersuchungen zu protektiven
Medikamenten, wie Melatonin, Allopurinol und Erythropoetin mit anti-oxidativen Eigenschaften, stehen
ebenfalls als pra- und postnatale Therapien im Fokus [317-319] und zeigen die Wichtigkeit neuer
Therapiestrategien auf, um unumgangliche medizinisch-induzierte MaBnahmen mit einem
verbessertem Outcome fiir frilhgeborene Kinder in Einklang zu bringen. Tierexperimentelle Studien
kdnnen das Verstandnis zu molekularen Mechanismen und Effekten von potentiellen Kandidaten

erganzen und wegweisend flr klinische Studien sein.
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4. Zusammenfassung

Die Friihgeburtlichkeit ist ein weltweites Problem und betrifft etwa 10-20% der neugeborenen Kinder
und ist die haufigste Todesursache bei Kindern unter 5 Jahren. In Deutschland kommt etwa jedes
zehnte Kind zu frih auf die Welt, davon etwa 12% mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g. Ein
geringes Geburtsgewicht und postnatale Komplikationen korrelieren dabei mit einem erhéhten Risiko
fir Mortalitat und Morbiditat. Praventive und therapeutische Interventionen haben in den letzten
Jahrzehnten die Uberlebensrate verbessert, gehen aber besonders bei Kindern mit einem
Geburtsgewicht unter 1500 g mit steigenden Morbiditdtsraten einher. Abgesehen von der
systemischen und organischen Unreife des zu friih geborenen Kindes, gibt es eine Vielzahl an
exogenen Noxen, die in der Pathogenese friihgeburtlicher Erkrankungen eine Rolle spielen kénnen.
Neben der Sauerstofftoxizitdt, resultierend aus den unphysiologisch hohen Sauerstoffkonzentrationen,
denen Friihgeborene aufgrund der Geburt und notwendiger Sauerstoffsupplementierung ausgesetzt
sind, sind medikamentdse Insulte, wie Anasthetika, als ebenso kausal anzusehen. Die Unreife bedingt
dabei ein Ungleichgewicht physiologischer Prozesse, wie des respiratorischen Systems und des anti-
oxidativen Abwehrsysteme. In dieser redox-instabilen Situation kdnnen zahlreiche medizinisch
notwendige medikamenttse oder therapeutische Insulte modulierend wirken und sind mit
Nebenwirkungen fiir die Kurz- und Langzeitentwicklung behaftet. Oxidativer Stress spielt bei der
Pathogenese vieler Erkrankungen der Frilhgeborenen eine entscheidende Rolle, wobei die kausalen
Pathologien bisher unvollstandig verstanden sind. Neben der Klarung der pathologischen Prozesse, ist
die Identifizierung moglicher therapeutischer Strategien Ziel der neonatologischen Forschung.

Klinische Studien belegen bereits die protektive Wirkung von Koffein, einem in der Neonatologie
eingesetztem Medikament zur Behandlung und Pravention von Friihgeborenen-Apnoen, fiir das
Langzeit-Outcome von Frilhgeborenen und auch die mdglichen neuroprotektiven Effekte von
Dexmedetomidin, einem Sedativa mit vielseitigen pharmakologischen Wirkungen, da aber subtile
Storungen der neurologischen Entwicklung im Umfeld von Friihgeburtlichkeit, neonatalen
Adaptationsstérungen und intensivmedizinische MaBnahmen Einfluss nehmen konnen, kénnen
standardisierte Tierversuche dazu beitragen, potentiell protektive Effekte von Koffein und
Dexmedetomidin im sich entwickelnden Gehirn und/oder der unreifen Lunge zu identifizieren. Dazu
wurden Untersuchungen der infantilen Ratte, einem neonatalen entwicklungsadaquaten Tiermodell, in
einem akuten Hyperoxie-Schadigungsmodell durchgefiihrt. Ziel der Untersuchungen war, ob die
Prakonditionierung mit Koffein oder Dexmedetomidin unter postnataler, akuter Hyperoxie
(6, 24 und/oder 48 Stunden), die durch oxidativen Stress assoziierten, zellularen Veranderungen
reduzieren kann.

Oxidativer Stress im akuten Sauerstoffschadigungsmodell im unreifen Gehirn der Ratte beeintrachtigte
die hippocampale Neurogenese und induzierte die oxidativen Stress-Kaskade mit daraus resultierender
Neuroinflammation und Neurodegeneration. Des Weiteren scheint die anti-oxidative Abwehrkapazitét
wahrend der Exposition gegeniiber Hyperoxie vermindert zu sein. Eine Prakonditionierung mit einer
Einzeldosis Koffein (10 mg/kg KGW) vor dem hyperoxischem Insult verringerte die durch oxidativen

Stress ausgeloste Neuroinflammation und Neurodegeneration und verstdrkte die anti-oxidative
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Stressantwort. Anti-inflammatorische Effekte zeigte Koffein auch in der unreifen Lunge mit einer
addquaten Inhibierung der Immunzellinfiltration, einer Reduktion der pro-inflammtorischen Antwort
und Verminderung der Chemokin-Expression. Neben der unselektiven Antagonisierung der
Adenosinrezeptoren, scheint Koffein per se anti-oxidative Eigenschaften zu vermitteln.

Das zur Prakonditionierung eingesetzte Dexmedetomidin (1, 5 und 10 pg/kg KGW) zeigte
neuroprotektive Eigenschaften in unserem Modell der oxidativen Stress-Schadigung im sich
entwickelnden Rattenhirn, wobei apoptotischer Zelltod und pro-inflammatorische Zytokininsulte
inhibiert und die postnatale Neurogenese und neuronale Plastizitat erhalten wurden. Dexmedetomidin
erhohte die Proliferationskapazitat von mitotischen Zellen, was letztlich zu héheren Zellzahlen von
reifen Neuronen fiihrte, ohne die Apoptoserate bei Kontrolltieren zu beeinflussen. Die anti-oxidativen
und anti-inflammatorischen Eigenschaften von Dexmedetomidin (iber die «2-Adrenorezeptor-
Agonisierung scheint eine potente Mdglichkeit der Neuroprotektion darzustellen.

Weiterfiihrende Untersuchungen zu protektiven Medikamenten mit anti-oxidativen Eigenschaften, die
bereits in der neonatalen Intensivversorgung als Medikament zugelassen sind, sollten weiterhin im
Fokus klinischer und experimenteller Studien stehen, um pharmakokinetische und molekulare
Mechanismen besser verstehen zu kdénnen und die Effektivitat und Sicherheit beim klinischen Einsatz
zu erhohen, um nicht-vermeidbare medizinisch-induzierte MaBnahmen mit einem verbessertem

Outcome fiir frithgeborene Kinder in Einklang zu bringen.
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