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1. Zusammenfassung 

Neue Studien zeigen, dass neurologische Schädigungen nach Frühgeburt neben dem 

Großhirn oft auch das Kleinhirn betreffen. Das Kleinhirn sehr unreifer Frühgeborener ist in 

der Phase des stärksten Wachstums besonders vulnerabel. Als Zeichen der Schädigung 

findet sich häufig eine verminderte Volumenzunahme des Kleinhirns. Die zugrundeliegenden 

Ursachen sind bislang wenig verstanden. Neben Hypoxie-Ischämie, Infektion und 

Inflammation wird Hyperoxie diskutiert. Ziel unserer Studie war es, den Einfluss von 

Hyperoxie auf die Entwicklung der Weißen Substanz des Kleinhirns im Rattenmodell zu 

analysieren. Eine mögliche Protektion der Weißen Substanz untersuchten wir durch Gabe 

von Minozyklin. 

Sechs Tag alte Wistar-Ratten (P6) wurden für 24h bis P7 unter 80% O2 gehalten, gefolgt 

von einer Erholungsphase an Raumluft. Minozyklin Injektionen erfolgten zu Beginn und nach 

12h Sauerstoffexposition. 

Mittels Nitrotyrosin Western-Blot konnte erhöhter oxidativer Stress nach Hyperoxie in P7 

Kleinhirnen nachgewiesen werden. Immunhistochemische Färbungen zeigen in Kleinhirnen 

nach Hyperoxiebehandlung neben einer Reduktion proliferativer, Ki67+NG2+ OVZ eine 

Erhöhung apoptotischer, (TUNEL+) OVZ. Die Verringerung reifer, CC1+ Oligodendrozyten 

bestätigte eine Reifungsverzögerung nach Hyperoxie. Langzeitfolgen der Sauerstofftoxizität 

zeigten sich im MRT in einer signifikanten Volumenabnahme des Kleinhirns juveniler P30 

und P60 Ratten nach Hyperoxie. Die für die Myelinisierung essentielle MBP-Expression war 

nach Hyperoxie bis P30 verringert. Im EM zeigte sich eine Hyperoxie-bedingte 

Hypomyelinisierung des Kleinhirns. In den Iba1 Färbungen zeigte sich kein Hinweis auf eine 

Mikroglia Aktivierung nach Hyperoxie. Eine Hyperoxie-induzierte Verminderung der 

astrozytären PDGF-A Sekretion im Kleinhirn in vivo und primären Astrozytenkulturen in vitro 

bestätigte eine mögliche gestörte Glia-Glia Interaktion.  

Der Einsatz von Minozyklin während der erhöhten Sauerstoffexposition ergab eine signifikant 

verbesserte Kleinhirnentwicklung. Neben einer Verringerung des oxidativen Stresses und 

verminderten Apoptoseraten der OVZ, konnte auch eine verbesserte Proliferation der OVZ 

beobachtet werden. Minozyklin verbesserte die oligodendrogliäre Reifung und die 

Volumenzunahme des Kleinhirns, unterband die Reduktion der MBP-Expression zu allen 

Zeitpunkten und verhinderte die Hypomyelinisierung nach Hyperoxie. Die Hyperoxie 

induzierte Reduktion der PDGF-A-Expression konnte mittels Minozyklingabe im Kleinhirn 

und auch in primären Astrozyten unterbunden werden. 

Zusammenfassend zeigt sich, dass das unreife Kleinhirn eine ausgeprägte Vulnerabilität 

gegenüber hohen Sauerstoff-Konzentrationen aufweist, die sowohl in einer akuten 
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Schädigung von Oligodendroglia als auch in Langzeitfolgen für die weiße Substanz zu finden 

sind. Der erfolgreiche experimentelle Einsatz von Minozyklin deutet auf Möglichkeiten der 

pharmakologischen Prävention mittels anti-oxidativer Substanzen. 
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2. Abstract  

Due to resend insides, brain injury after preterm birth often includes reduced cerebellar 

volume. During a phase of exponential growth, the neonatal cerebellum shows a high 

vulnerability to external stimuli. Underlying causes of cerebellar injury remain unclear. In 

general brain injury is caused by hypoxia-ischemia, infection and inflammation. 

In this study we analyzed whether postnatal hyperoxia perturbs white matter development in 

the cerebellum, and whether glial damage can be prevented by minocycline. 

For our experiments we used a well-established hyperoxia model. Six days old neonatal 

Wistar-rats (P6) were incubated with 80% oxygen for 24h until P7, followed by recovery in 

room air. Injections with minocycline were performed at the beginning and 12h during 

hyperoxia exposure. 

Hyperoxia induced oxidative stress in the cerebellum indicated by high nitrotyrosine levels. 

Higher numbers of TUNEL+ oligodendroglial precursor cells (OPC) showed increased 

apoptosis after high oxygen exposure. Hyperoxia affected OPC proliferation. The number of 

Ki67+NG2+ OPCs was reduced after exposure to hyperoxia at P7 and after recovering in 

room air until P11. Hyperoxia resulted in a decreased number of mature CC1+ 

oligodendroglia, indicating a perturbed maturation. Exposure to hyperoxia reduced the 

expression of MBP until P30. P30 and P60 MRI measurements and electron microscopy 

analyses of myelinated fibers at P30 exhibited a reduction of the cerebellar volume and a 

reduced thickness of the myelin sheath after exposure to hyperoxia from P6 to P7. 

Immunohistochemical stainings of Iba1 revealed no morphological activation of microglia 

after hyperoxia exposure. Increased expressions of PDGF-A in cerebellar tissue and cultured 

astrocytes indicated an impaired glia-glia-crosstalk caused by hyperoxia. 

The treatment with minocycline during hyperoxia exposure protected the immature 

cerebellum against white matter damage. We found attenuation of oxidative stress, reduced 

apoptosis, and improved oligodendroglial proliferation and maturation. MBP expression was 

improved, cerebellar volume reduction and hypomyelinisation was diminished by 

minocycline. Impaired glial crosstalk was improved by minocycline. The reduction of PDGF-A 

gene expression in the cerebellum and in primary astrocytes in cell culture was diminished 

by minocycline. 

In conclusion, oxidative stress caused by hyperoxia induces persistent white matter damage 

in the cerebellum. Treatment with minocycline attenuated the impairment and indicates 

possibilities of pharmacological prevention with anti-oxidative substances. 
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3. Eidesstattliche Versicherung  

 „Ich, Vivien Leonie Brockmöller, versichere an Eides statt durch meine eigenhändige 

Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: „Schädigung der weißen 

Substanz des unreifen Kleinhirns durch neonatale Hyperoxie und deren Vermeidung durch 

Minozyklin“ selbstständig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine 

anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.  

Alle Stellen, die wörtlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vorträgen anderer 

Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe „Uniform Requirements for 

Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte zu 

Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) 

und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM 

(s.o) und werden von mir verantwortet.  

Mein Anteil an der ausgewählten Publikation entspricht dem, der in der untenstehenden 

gemeinsamen Erklärung mit dem Betreuer, angegeben ist.  

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer 

unwahren eidesstattlichen Versicherung (§156,161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt 

und bewusst.“ 

Berlin, den 19.01.2017    ____________________________ 

       Unterschrift 

 

Ausführliche Anteilserklärung an der erfolgten Publikation 

Publikation:  
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Ruhwedel, Torben; Mueller, Susanne; Endesfelder, Stefanie; Bührer, Christoph; Schmitz, 

Thomas 

„Oligodendroglial maldevelopment in the cerebellum after postnatal hyperoxia and its 

prevention by minocycline.“ 

Glia, 2015, Oct; 63(10), 1825-39. 

Epub 2015 May 12 

Beitrag zu der Studie 
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In dem Labor der Klinik für Neonatologie der Charité-Universitätsmedizin Berlin wird seit rund 

13 Jahren der Einfluss von Sauerstofftoxizität mittels des etablierten Hyperoxie-

Schädigungsmodells an Ratten untersucht. Die aktuelle Forschung der Arbeitsgruppe, unter 

Leitung von Dr. rer. nat. Stefanie Endesfelder, fokussiert sich auf die Untersuchung 

Hyperoxie-bedingter Schädigungen der pulmonalen, cerebralen und cerebellären Gewebe. 

Mein Forschungsbeitrag konzentriert sich auf Folgen der Hyperoxiebehandlung auf das 

unreife Kleinhirn der Ratte und eine mögliche Protektion durch Minozyklin. 

Unter Anleitung von S. Endesfelder, PD Thomas Schmitz und cand. rer. nat. Till Scheuer 

habe ich an den Tierversuchen mitgearbeitet. Die Probenaufbereitung, Verarbeitung und das 

Schneiden der Kleinhirne mittels Kryotom, die immunhistochemischen Färbungen der 

Schnitte (Ki67-Ng2, TUNEL, CC1, MBP) sowie deren Untersuchung mittels Fluoresszenz- 

und Lasermikroskopie führte ich selbstständig durch. Die Analyse der Bilder, die statistische 

Auswertung, sowie die Erstellung von Abbildungen für das Manuskript führte ich nach 

Anleitung durch T. Schmitz selbstständig durch. Eine Mitarbeit an der Ausarbeitung sowie 

Diskussion des Manuskriptes der Publikation war mir möglich.  

Mit T. Schmitz, S.Endesfelder und T. Scheuer habe ich im stetigen Dialog die gewonnenen 

Ergebnisse diskutiert und interpretiert. Inhaltlich hat sich mein Teil der Arbeit auf die 

Protektion der cerebellären Substanz nach Hyperoxieexposition durch Minozyklin 

konzentriert. Teilergebnisse der Arbeit habe ich in Zusammenarbeit mit T. Scheuer generiert. 

Herr Scheuer nutzt Teile der gewonnenen Daten im Rahmen seiner Promotion zum Dr. rer. 

nat. an der TU Berlin. 

 

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers 

 

____________________________ 

 

Unterschrift der Doktorandin 

 

____________________________ 

 

 



7 
 

4. Auszug aus der Journal Summary List (ISI Web of KnowledgeSM) 
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 5. Druckexemplar der ausgewählten Publikation 

Scheuer, Till; Brockmöller, Vivien; Blanco Knowlton, Marissa; Weitkamp, Jorn-Hendrik; 

Ruhwedel, Torben; Mueller, Susanne et al. (2015): Oligodendroglial maldevelopment in the 

cerebellum after postnatal hyperoxia and its prevention by minocycline. In Glia 63 (10), 

pp. 1825–1839. DOI: 10.1002/glia.22847 

 

  

http://dx.doi.org/10.1002/glia.22847
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6. Lebenslauf 

 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version 

meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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