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Einleitung 

1.1 Neurologische Folgen von Frühgeburt durch Schädigung der weißen Substanz 

Während die Mortalität in den vergangenen Jahren und Jahrzehnten erheblich 

verbessert werden konnte, ist insbesondere bei Frühgeborenen mit einem Geburtsgewicht 

unter 1500 Gramm (very low birth-weight) = VLBW) oder unter 32 Gestationswochen die 

Anfälligkeit für eine Schädigung der neurologischen und pychomotorischen Entwicklung 

weiterhin sehr ausgeprägt. Allerdings ist in einigen jüngeren Studien zuletzt auch von einer 

Abnahme der Inzidenz von Zerebralparesen bei sehr unreifen Frühgeborenen auf 4 per 100 

Lebendgeburten gesunken 1 2. Eine vergleichbare Verbesserung wurde für die zystische 

periventrikuläre Leukomalazie als wichtige zentralnervöse Ursache einer Zerebralparese erzielt. 

Dem entgegen steht die hohe Inzidenz von geringer ausgeprägten Lernstörungen, motorischen 

Schwächen und von Verhaltensauffälligkeiten bei ehemaligen Frühgeborenen, die bis zur 

Adoleszenz persistieren können 3. Sowohl kognitive Defizite als auch motorische Störungen und 

ADHS sind bei ehemaligen VLBW Frühgeborenen mit diffusen Veränderungen der 

periventrikulären weißen Substanz (white matter damage = WMD) assoziiert 4 5 6, welche 

histologisch durch Hypomyelinisierung zu charakterisieren und im MRT mit diffusion tensor 

imaging (DTI) zu diagnostizieren ist 4 7.  

Die Zellen der oligodendrogliären Reihe gehen durch einen Reifungsprozess, der von 

verschiedenen Stadien gekennzeichnet ist: 1) Oligodendrogliäre Vorläuferzellen 

(oligodendroglial precursor cells = OPC), 2) prä-Oligodendrozyten (prä-OL), 3) unreife 

Oligodendroglia und 4) reife Oligodendrozyten 8 9. Unter Verwendung der zellulären Marker 

Olig2 für die gesamte oligodendrogliäre Reihe und CC1 für reife Oligodendrozyten können 

zelluläre Veränderungen in Abhängigkeit des Reifestadiums identifiziert werden. In der weißen 

Substanz des unreifen Gehirns ist die besondere Empfänglichkeit der Hirnzellen für 

apoptotischen Zelltod durch Hyperoxie belegt worden 36. In Rattenmodellen für neonatale 

Hirnschädigung sind vor allem die unreifen Stadien der oligodendrogliären Reihe empfindlich 

für oxidativen Stress 37 38. In vitro Versuche haben ergeben, dass unreife Oligodendrozyten sehr 

vulnerabel gegen pro-apoptotische Stimuli sind, während reife Oligodendrozyten erheblich 

resistenter sind 16. 

Bei der Untersuchung einer Schädigung der weißen Substanz sind funktionelle 

Veränderungen von Mikroglia und Astroglia als weitere Glia-Zellarten in Betracht zu ziehen, die 

als zusätzliche Faktoren die Entwicklung von Oligodendroglia beeinträchtigen können, etwa 
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durch Störung der Proliferation und der Reifung. Astrozyten können sowohl eine Schädigung 

des Gehirns 10 11 als auch Mechanismen der Protektion und der Reparatur beeinflussen 12. 

Glutamat-vermittelte Exzitotoxizität spielt eine bedeutende Rolle bei Schädigungen des 

unreifen Gehirns nach Hypoxie/Ischämie13 und nach Hirntrauma14. Darüber hinaus kann eine 

Überaktivierung von non-NMDA Glutamat Rezeptoren (GluR) in Oligodendroglia zu Zelltod15, 

verminderter Proliferation und verzögerter Reifung führen16. In der unreifen weißen Substanz 

erfolgt die vesikuläre Freisetzung von Glutamat sowohl von myelinisierten 17 als auch von nicht-

myelinisierten Axonen 18. Dabei ist die Wiederaufnahme von Glutamat über membranständige 

Transporter entscheidend für dessen Beseitigung aus dem Extrazellularraum 19. Astrozyten 

stellen das größte Reservoir an Glutamat im Gehirn dar und haben die größte Aktivität an 

aktivem Glutamat-Transport in die Zelle 20. Veränderungen dieses astrozytären Glutamat-

Transportes sind in verschiedenen Modellen neuraler Dysfunktion 21 und für Down Syndrom 22 

beschrieben worden.  

Die Pathologie der diffusen PVL entsteht bei Frühgeborenen durch erhöhten Zelltod 

sowie durch gestörte Reifung von Oligodendroglia. Bei Frühgeborenen mit PVL findet als 

Resultat des verminderten Überlebens und der verzögerten Reifung von Oligodendroglia die 

Bildung von Myelinscheiden um neuronale Axone durch reife Oligodendrozyten in geringerem 

Ausmaß statt 23 24. Während für das Auftreten von zystischer periventrikulärer Leukomalazie 

vor allem perinatale Infektionen und Ischämien verantwortlich gemacht werden, legen einige 

Beobachtungen nahe, dass Hyperoxie für die Pathogenese von PWMD oder diffuser PVL eine 

Rolle spielen könnte 25 26 27.  

Ehemalige Frühgeborene weisen oft Defizite des Lernverhaltens auf, insbesondere in 

Form des Aufmerksamkeitsdefizit/Hyperaktivitäts-Syndroms (ADHS) - einhergehend mit 

Aufmerksamkeitsstörung, motorischer Hyperaktivität und mangelnder Impulskontrolle - wird 

bei ehemaligen Frühgeborenen im Schulalter bis zu fünffach häufiger diagnostiziert als bei 

Reifgeborenen 28 29 30. Neben einer genetischen Grundlage für ADHS, wie etwa Daten aus 

Zwillingsstudien und aus Genom-weiten Korrelationsstudien belegen31, sind auch 

Umweltfaktoren mit ADHS vergesellschaftet, darunter solche der Pränatalperiode und in der 

frühen postnatalen Entwicklung, wie etwa Alkoholgebrauch, Asphyxie und zu geringes 

Geburtsgewicht 32 33 34. In MRT Studien wurde sowohl bei termingerecht als auch bei zu früh 

geborenen Kindern ein Zusammenhang zwischen Pathologien der weißen Hirnsubstanz und 

Hyperaktivität bzw. ADHS beschrieben 35 36. Es ist daher denkbar, dass das bekanntermaßen 
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erhöhte Risiko von Frühgeborenen für ADHS mit der hohen Inzidenz für Schädigung der weißen 

Substanz vergesellschaftet ist.  

 

1.2  Sauerstoffschädigung bei Frühgeborenen und im Tiermodell  

Vor der Geburt ist der Fetus an eine niedrige Sauerstoff-Konzentration adaptiert, die 

einem arteriellen O2 Partialdruck von etwa 20-25 mmHg entspricht. Bei einem reifen 

Neugeborenen nach rund 40 Gestationswochen steigt der arterielle O2-Partialdruck rasch auf 

70-80 mmHg an und erreicht im weiteren Verlauf etwa 100 mmHg 37. Dieser Anstieg der O2-

Konzentration im Blut sowie im Gewebe geht mit einer erhöhten Exposition gegen 

Sauerstoffradikale und oxidativen Stress einher. Die körpereigene Abwehr des oxidativen 

Stresses und der Radikale wird durch hohe Aktivitäten etwa von Glutathion und Peroxidasen 

gewährleistet. Diese Mechanismen der O2-Detoxifizierung werden erst im Laufe des dritten 

Trimenon hochreguliert und erreichen bis zur Geburt die maximale Aktivität. Ein sehr unreifes 

Frühgeborenes hat noch keine oder nur unzureichende anti-oxidative Kapazitäten entwickelt 

und ist den schädlichen Wirkungen von O2 im Gewebe somit in weitaus höherem Maße 

ausgesetzt als ein reifes Neugeborenes 37. Aufgrund der Unreife der Lungen von Frühgeborenen 

fällt der postnatale Anstieg des O2-Gehaltes im Blut geringer aus als bei reifen Neugeborenen. 

Die erfolgreiche moderne medizinische Behandlung mit Lungenreife-Induktion pränatal und 

Anwendung von Surfactant postnatal ermöglicht dabei immerhin einen Anstieg des 

Sauerstoffes auf ca. 65 mmHg, was dem 2- bis 3-fachen der fetalen O2-Konzentration 

entspricht26. Der erhöhte O2-Bedarf durch die postnatalen Lebensbedingungen, etwa durch 

Schwerkraft, Verdauung, Atmung, Temperaturregulation, u.a., kann dadurch besser gedeckt 

werden, es bleibt jedoch die verminderte anti-oxidative Abwehr beim Frühgeborenen als 

Dilemma. 

Sauerstoff gilt bei der Entstehung der Retinopathie sowie der bronchopulmonalen 

Dysplasie von Frühgeborenen anerkanntermaßen als etablierter Risiko-Faktor. Anhand von 

experimentellen sowie klinischen Daten ist anzunehmen, dass erhöhte Sauerstoff-

Konzentrationen ebenfalls die Entwicklung des unreifen Gehirns beeinträchtigen kann 38 39. In 

dem Hyperoxie-Tiermodell mit neugeborenen Ratten führt die Exposition gegen 80 % O2 über 

24 Stunden im Alter von 7 bis 8 Tagen (P7-P8) zu apoptotischem Zelltod in der grauen wie auch 

in der weißen Substanz 40. Zu einem späteren Zeitpunkt im Alter von 10 oder 14 Tagen hatte 

Hyperoxie-Exposition in Ratten keinen Effekt mehr auf die Anzahl von Hirnzellen, die 
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apoptotischen Zelltod aufwiesen. In weiteren in vivo Studien wurde gezeigt, dass die 

Myelinisierung im neonatalen Gehirn nach neonataler Hyperoxie verzögert war 41. In 

Zellkulturversuchen war erkennbar, dass 80 % Sauerstoff in O4-positiven unreifen 

Oligodendroglia in vitro zu Caspase-abhängigem Zelluntergang führte, während reifere 

Oligodendrozyten mit Expression des Markes O1 und des Myelin-Bestandteils MBP („myelin 

basic potein“) resistent waren41.  

 

1.3. Strategien zur pharmakologischen Neuroprotektion bei Frühgeborenen: 

Verschiedene Substanzgruppen wurden bereits in Tierexperimenten verwendet, um 

deren potentiell protektive Eigenschaften für eine verbesserte Entwicklung des unreifen 

Gehirns zu nutzen. Darunter befinden sich anti-oxidative Substanzen (wie etwa Melatonin und 

Acetylcystein), Wachstumsfaktoren (insbesondere Insulin-like growth factor; IGF), und auch 

Antibiotika, die als Nebeneffekte neuroprotektive Auswirkungen zu haben scheinen, darunter 

vor allem Cephalosporine und Minozyklin. Einige dieser Substanzen wurden darüber hinaus 

auch in einem Konsensus-Statement einer internationalen Expertenrunde für die Verwendung 

bei Neugeborenen im Rahmen von kontrollierten klinischen Studien vorgeschlagen 42. Daneben 

sind aber auch in klinischen Studien an Frühgeborenen für Koffein positive Effekte für die 

neurologische Entwicklung beschrieben worden43 44, was auch deshalb von besonderer 

Bedeutung ist, da Koffein in der Behandlung von Apnoen bereits zur Routine-Anwendung bei 

Frühgeborenen zugelassen ist. In experimentellen Studien reichen die durch Koffein 

getriggerten protektiven Mechanismen von anti-inflammatorischen45 bis zu anti-oxidativen46 

und Adenosin-Rezeptor-vermittelten Effekten47. Eine eindrucksvoll hohe Zahl an 

experimentellen Studien liegen zum neuroprotektiven Einsatz von Minozyklin vor, das aufgrund 

von pleiotropen Eigenschaften inklusive Mikroglia-Stabilisierung mit Hemmung von pro-

inflammatorischen Reaktionen 48 49, anti-apoptotischen50 und anti-oxidativen51 Wirkungen in 

verschiedensten Schädigungsmodellen Einsatz gefunden hat. Darüber hinaus ist Minozyklin im 

Rahmen von Studien bei Patienten mit Multipler Sklerose52 53, Schlaganfall54 und bei Kindern 

mit Autismus55 angewendet worden. Ein Einsatz von Minozyklin bei Neugeborenen wird oft 

kritisch eingeschätzt, da es bei bekannten Toxizitäten auf Zahnbildung und Gaumenleiste für 

pädiatrische Patienten kontraindiziert ist. In der amerikanischen Fachliteratur wird der 

kurzzeitige Einsatz zur Neuroprotektion bei Neugeborenen dennoch diskutiert 56. Aufgrund der 

mannigfaltigen protektiven Eigenschaften auf das ZNS ist Minozyklin gewiss von 
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experimentellem Interesse, um Mechanismen der Protektion zu charakterisieren und 

verbesserte Strategien zur Neuroprotektion von Frühgeborenen zu definieren. 

 

  

Eigene Arbeiten 

Um eine Veränderung der Entwicklung des unreifen Gehirns durch Sauerstoff zu 

untersuchen, wurde das postnatale Hyperoxie-Tiermodell verwendet, bei dem neugeborene 

Ratten 80 % O2 über 24 Stunden vom Tag 6 (P6) bis Tag 7 (P7) ausgesetzt werden. Danach 

werden die Jungtiere gemeinsam mit ihren Müttern wieder an Raumluft gesetzt bis zu den 

weiteren Untersuchungszeitpunkten P9, P11, P15, 30, P60. Gemeinsam mit dem Labor von Dr. 

Gallo des Children’s National Medical Center in Washington DC, USA, wurde die Anwendung 

von 48 Stunden 80% O2 bei neugeborenen Mäusen im Alter von Tag 6 (P6) bis Tag 8 (P8) 

etabliert, weitere Untersuchungszeitpunkte während der Erholung an Raumluft sind 

entsprechend P10, P12, P15, P30, P60. In Blutgas-Analysen war bei diesem Vorgehen im Blut 

der neugeborenen Mäuse ein Anstieg des O2-Partialdruckes um das 2,3-Fache unter Hyperoxie 

im Vergleich zu den Kontrolltieren an Raumluft zu verzeichnen. 

Im Alter der ersten Lebenswoche besitzen Mäuse wie auch Ratten einen unreifen 

zerebralen Entwicklungsstand insbesondere der weißen Substanz und der Zellen der 

oligodendrogliären Reihe, der denen von Frühgeborenen von etwa 24 bis 28 Gestationswochen 

ähnelt31. In diesem Stadium ist die Myelinisierung von Axonen allenfalls in sehr geringem 

Ausmaß zu finden, und in der oligodendrogliären Zellreihe dominieren insbesondere Stadien 

der unreifen Oligodendroglia und der oligodendrogliären Vorläuferzellen. Für verschiedene 

Versuche und Analysen wurden sowohl Ratten als auch Mäuse verwendet, wie im Weiteren 

aufgeführt.    

 

 
2.1 Neonatale Hyperoxie im Mausmodell 

2.1.1 Hypomyelinisierung und astrozytäre Dysregulation 

Publikation: Schmitz, T. et al. Cellular changes underlying hyperoxia-induced delay of white 

matter development. J. Neurosci. 31, 4327–4344 (2011), 

http://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.3942-10.2011. 40 
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Myelin basisches Protein (MBP) gehört zur Familie der Myelinproteine 8 9, welches den 

Beginn der Myelinisierung während der Hirnentwicklung markiert. In den Hyperoxie-Versuchen 

wurde in der weißen Substanz daher MBP mittels Immunfluoreszenz und Western Blot 

quantifiziert. In der Immunfluoreszenz zeigten Tiere nach postnataler Hyperoxie im Vergleich 

zu Kontrolltieren an Raumluft eine signifikant verminderte MBP Intensität in den Altersstufen 

P8, P10 und P12. In den Western Blot Analysen war die Reduktion der MBP Expression zu 

bestätigen. Die MBP Expression war jedoch in den Altersstufen P15 und P30 sowohl in der 

Immunhistochemie als auch in den Western Blot nahezu kompensiert.  

Aus diesem Grund erfolgte die Untersuchung der Proliferation von NG2+ 

oligodendrogliären Vorläuferzellen in der weißen Substanz von neugeborenen Mäusen mit 

Bromodeoxyuridin (BrdU), welches nach Injektion in den Zellkernen von sich teilenden Zellen 

eingebaut wird und daraufhin immunhistologisch nachweisbar ist. Nach Hyperoxie im Alter von 

P8 bei war in der weißen Substanz eine signifikante Abnahme von proliferierenden 

oligodendrogliären Vorläuferzellen (NG2+BrdU+) zu sehen. Im Alter von P10 war dieser 

Unterschied nicht zu finden. Nach weiterer Erholung in Raumluft im Alter von P12 war hingegen 

eine Zunahme von proliferierenden oligodendrogliären Vorläuferzellen im Vergleich zu 

Kontrollen zu erkennen. Um den apoptotischen Effekt von Hyperoxie in der weißen Substanz 

des unreifen Hirns in vivo zu beschreiben, wurde die Nachweisbarkeit von aktiverter Caspase3 

mittels Immunohistochemie und mit „terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling“ (TUNEL) ausgewertet. In Wildtyp-Mäusen bewirkt 48 Stunden Hyperoxie demnach 

einen signifikanten Anstieg von Caspase3+ Zellen bis zum Alter von P12. In den Altersstufen P15 

und P30 war nahezu keine Apoptose in der weißen Substanz nachweisbar. In transgenen CNP-

eGFP Mäusen mit grün fluoreszierenden Oligodendroglia konnte ein ähnlicher Anstieg der 

Apoptose durch Hyperoxie bis P12 nachgewiesen werden.  

In dem Mausmodell führte neonatale Hyperoxie zudem zu einer biphasischen Antwort 

von Astrozyten der weißen Substanz. In der Immunhistochemie war zu erkennen, dass die 

Expression von glial fibrillary acidic protein (GFAP) im Alter von P8 nach Hyperoxie deutlich 

geringer war als bei den Kontrolltieren in Raumluft. In Western Blot Untersuchungen konnte 

die Reduktion von GFAP nach Hyperoxie bestätigt werden. Im Gegensatz dazu war in den 

Hyperoxie-Mäusen nach vier Tagen Erholung in Raumluft eine signifikante Zunahme der die 

GFAP Immunofluoreszenz und in den Western Blot zu finden. Dieser zeitliche Verlauf ähnelt den 

zeitlichen Veränderungen von Oligodendroglia nach Hyperoxie. Es ist daher zu vermuten, dass 
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die astrozytären Veränderungen für die Schädigung als auch für die Erholung von 

oligodendrogliären Vorläuferzellen eine Rolle spielen. Ein Einfluss von Hyperoxie der auf den 

durch Astrozyten regulierten Glutamat-Haushalt war ebenfalls zu finden, da die Expression des 

Glutamat-Transporters GLAST in der weißen Substanz ebenfalls verändert war. Eine 

verminderte Aufnahme-Kapazität des Glutamat-Transporters in Astrozyten durch Hyperoxie 

war in Kulturversuchen nachzuweisen, in denen die Affinität zu Tritium-markierten Aspartat 

deutlich reduziert war. Da eine erhöhte Glutamat-Konzentration im Gewebe der weißen 

Substanz schädliche Auswirkungen auf Überleben und Reifung von oligodendrogliären 

Vorläuferzellen haben kann 57, ist von einer Beteiligung der Astrozyten für die verschlechterte 

Entwicklung der Oligodendroglia nach Hyperoxie auszugehen.   

Diese Ergebnisse zeigen insgesamt, dass temporäre postnatale Hyperoxie in der 

unreifen weißen Substanz zur Schädigung von Oligodendroglia und zur Hypomyelinisierung 

führt, bei der eine Veränderung von Astrozyten zur Fehlentwicklung beizutragen scheint. 
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2.1.2 Motorische Hyperaktivität in juvenilen Mäusen nach neonataler Hyperoxie 

Publikation:  Schmitz, T. et al. Adolescent hyperactivity and impaired coordination after 

neonatal hyperoxia. Exp. Neurol. 235, 374–379 (2012), 

http://doi.org/10.1016/j.expneurol.2012.03.002. 58 

Aufmerksamkeitsdefizit/Hyperaktivitäts-Syndrom (ADHS) ist bei Frühgeborene drei- bis 

fünffach häufiger zu diagnostizieren als bei Reifgeborenen 28 29 30. Die Ursachen dafür sind 

weitgehend unbekannt. In MRT Studien wurde sowohl bei termingerecht als auch bei zu früh 

geborenen Kindern ein Zusammenhang zwischen Pathologien der weißen Hirnsubstanz und 

Hyperaktivität bzw. ADHS beschrieben 35 36. Zur Untersuchung des motorischen Verhaltens von 

Mäusen nach neonataler Exposition gegen Hyperoxie wurde ein Laufradsystem verwendet, das 

bei Mäusen zur Bestimmung von Laufverhalten und motorischem Lernen etabliert worden ist 

59 60. Zusätzlich wurden MRT/DTI Messungen herangezogen, um die Diffusivität im Corpus 

callosum zu messen.  

Die Laufleistungen gemessen als Geschwindigkeit (Vmax, Vmittel) und als zurückgelegte 

Distanz (Distac) nahmen mit Dauer des Lauftrainings signifikant zu, lediglich die Anzahl der 

Läufe in dem Rad (Nrun) veränderte sich nicht signifikant. Darüber hinaus war der 

Gruppenfaktor (Normoxie versus Hyperoxie) für Vmax und Vmittel signifikant. Die 

Interaktionen von Zeit und Gruppe waren nach ANOVA für keinen der Parameter signifikant, 

was darauf hinweist, dass Trainingseffekte innerhalb der Gruppen vergleichbar waren und mit 

der Beobachtung übereinstimmt, dass sich die Leistungen Vmax, Vmittel und Distac innerhalb 

der ersten Woche bei allen Mäusen verbessert hat und in der zweiten Woche ein Plateau 

erreicht hat.  

Die signifikanten Unterschiede der Geschwindigkeitsparameter in Abhängigkeit der 

experimentellen Gruppe weisen darauf, dass neonatale Hyperoxie diese Laufeigenschaften bei 

Mäusen beeinflusst. In den post hoc Tests haben die juvenilen Mäuse nach Hyperoxie höhere 

Werte für Vmax und Vmittel in der Trainingsphase erreicht und sind demnach schneller 

gelaufen als Kontrolltiere, die stets an Raumluft waren.  

Nach Austausch des konventionellen Laufrades gegen ein komplexes Laufrad mit 

unterschiedlichen Sprossen-Abständen ist ein drastischer Einbruch in allen Laufparametern zu 

erkennen. Im weiteren Verlauf haben die Mäuse jedoch Ihre Laufleistungen in den komplexen 

Rädern täglich verbessert. In der ANOVA dieser Laufphase der Aufzeichnungstage 14 bis 24 war 
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ein Effekt des Zeitverlaufes für Vmax, Vmittel, Distac und Nrun zu verzeichnen. Somit tritt auch 

in dieser Testphase eine signifikante Verbesserung der Ausgangswerte ein.  

In dem post hoc zeigten sich signifikant niedrigere Werte für Vmax bei Tieren nach 

Hyperoxie. Dieser Ergebnisse weisen auf eine verminderte Fähigkeit der Mäuse hin, die 

motorischen Herausforderungen des komplexen Laufrades zu bewältigen.  

Um herauszufinden, ob die motorischen Symptome bei Mäusen nach neonataler 

Hyperoxie mit Veränderungen der Diffusionseigenschaften der weißen Substanz einher gehen, 

wurde die fraktionale Anisotropie (FA) im Corpus callosum im Alter von P30 und P53 bestimmt. 

Im MRT wurden erst in der T2 Wichtung koronare Sequenzen durchgeführt, um anschließend 

mit DTI Messungen und directionally encoded color (DEC) Kartierungen die Anisotropie in der 

lateral-medialen Ausrichtung zu bestimmen. So waren die Werte der FA im Corpus callosum 

von Hyperoxietieren signifikant niedriger als die FA Werte der Kontrolltiere, sowohl bei P30 als 

auch bei P53.  

Insgesamt zeigen diese Daten, dass unphysiologisch hohe Sauerstoffkonzentrationen im 

unreifen Hirn in der späteren Entwicklung zu motorischer Hyperaktivität und vermindertem 

motorischen Lernvermögen führen. Die veränderte Diffusivität der weißen Substanz ist dabei 

ein weiteres Indiz dafür, dass es sich bei den Befunden in der Mauspopulation nach Hyperoxie 

um eine ADHS-ähnliche Symptomatik handeln kann.   
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2.2 Neonatale Hyperoxie im Rattenmodell 

2.2.1  Partielle Aktivierung von Mikroglia als sekundärer Schädigungsmechanismus und 

Protektion der oligodendrogliären Entwicklung durch Minozyklin  

Publikation: Schmitz, T. et al. Minocycline protects the immature white matter against 

hyperoxia. Exp. Neurol. 254, 153–165 (2014), 

http://doi.org/10.1016/j.expneurol.2014.01.017. 61 

 

Eine genauere Untersuchung der Mechanismen der Sauerstoff-induzierten Schädigung von 

Oligodendroglia und Myelinisierung kann von Nutzen sein, um auch Rückschlüsse auf 

Möglichkeiten der Protektion ziehen zu können. Zelluläre Schäden und Fehlentwicklungen des 

unreifen Gehirns werden laut Literatur insbesondere durch oxidativen Stress und durch 

Inflammation ausgelöst oder begünstigt 62 63 64. In den Versuchen von neugeborenen Ratten 

wurden daher Analysen im Großhirn durchgeführt, die eine Aussage über die Entstehung von 

oxidativem Stress und auch von pro-inflammatorischen Reaktionen ermöglichen. Eine generelle 

Erfassung von so genannten „reaktive oxygen species“ (ROS) ist mittels Western Blot Methode 

unter Verwendung des Oxyblot™ Versuchskit möglich. In den Hirnlysaten der P7 Ratten fand 

sich in der OxyBlot™ Auswertung ein signifikanter Anstieg der ROS Intensität im Vergleich zu 

den Lysaten von Kontrolltieren in Raumluft. Bei Hyperoxie-Ratten mit Minozyklin-Behandlung 

war die ROS Aktivität signifikant niedriger als nach Hyperoxie ohne Behandlung.  

Um die Charakteristika der Entwicklungsstörung der weißen Substanz nach Hyperoxie, wie 

sie für Mäuse vorstehend bereits beschrieben worden ist, in die Effekte der Protektion durch 

Minozyklin einzubeziehen, wurden Proliferation, Zelltod und Reifung von oligodendrogliären 

Zellen in den Ratten ab P7 analysiert. Es zeigte sich, dass die Hyperoxie-bedingte Minderung 

der Proliferation und der Reifung von Oligodendroglia, wie auch die erhöhte Rate von 

apoptotischem Zelltod, durch eine Behandlung mit Minozyklin signifikant abgeschwächt oder 

gar verhindert wird. Ebenso wird die Verzögerung der Myelinsierung in Hyperoxie-exponierten 

neugeborenen Tieren, gemessen an der Synthese von MBP, mit der Minozyklin-Behandlung 

abgewendet.  

Die Entwicklung und Reifung von Zellen der oligodendrogliären Reihe wird von 

verschiedenen Transkriptionsfaktoren auf genetischer Ebene gesteuert. Sox10 etwa ist für die 

Differenzierung von Oligodendroglia essentiell, Olig2 ist ebenfalls ein für Oligodendroglia 

charakteristischer Transkriptionsfaktor. In den Versuchen zur Genexpressionsanalyse der 
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Hirngewebe von neugeborenen Ratten im Alter von P7 war die Expression von Sox10 nach 

Hyperoxie um mehr als 50 % geringer als in den Kontrolltieren in Raumluft. Im Alter von P9 nach 

zwei Tagen Erholung in Raumluft persistierte diese Reduktion in den Tieren nach voriger 

Hyperoxie, allerdings war Sox10 in der Gruppe mit Minozyklin signifikant verbessert 65. Die 

Expression von Olig2 war zum Zeitpunkt P9 nach Hyperoxie ebenfalls signifikant vermindert, 

und auch hier verbessert Minozyklin die Genexpression deutlich 65. Im Alter von P11 war diese 

Herabsetzung der Transkriptionsfaktoren nicht mehr nachweisbar. Insgesamt ist eine 

Protektion von Oligodendroglia gegen Hyperoxie auch anhand verbesserter Genregulation 

erkennbar.  

Eine Aktivierung von Mikroglia wird in der Regel durch eine rundliche, amöboide Form 

gekennzeichnet, dagegen wird der ruhende Zustand durch eine verzweigte, ramifizierte 

Morphologie charakterisiert. In den neugeborenen Ratten im Alter von P7, die als Kontrolltiere 

stets in Raumluft waren, zeigten Iba1+ Mikroglia eine ramifizierte Struktur, während die 

Mehrzahl der Mikroglia in P7 Ratten nach 24 Stunden Hyperoxie eine amöboide Form 

aufwiesen. Die Messung der Pixel-Repräsentation per Computer-Software (ImageJ) ergab eine 

signifikante Zunahme der Iba1 Färbungsintensität was zusätzlich für eine Aktivierung der 

Mikroglia spricht. Dagegen waren die Induktion der amöboiden Form und die Erhöhung der 

Pixel-Intensität durch Hyperoxie nicht zu sehen, wenn die Tiere Minozyklin verabreicht 

bekamen. Im Alter von P9 waren die Unterschiede in Hyperoxie-Tieren nicht mehr nachweisbar. 

Da zur Aktivierung von Mikroglia auch eine erhöhte Produktion von pro-inflammatorischen 

Zytokinen gezählt wird 66 67 68 wurden mittels ELISA Zytokinkonzentrationen aus Proteinlysaten 

von Hirngewebe bestimmt, inklusive Interleukin-1β (IL-1β), Interferon (IFN)-γ, Tumor Nekrose 

Faktor (TNF)-α. Demnach war IL-1β in den Hirnen von P7 Tieren nach Hyperoxie signifikant um 

7-fach höher als bei Kontrolltiere. Dieser Anstieg wurde durch Minozyklin verhindert. Im 

Gegensatz dazu waren die Werte für TNF-α wie auch für IFN-γ nicht durch Hyperoxie-Exposition 

verändert. In der realtime PCR für MHC-II und induzierbarer NO Synthetase (iNOS) mit RNA aus 

Hirnen von Ratten nach Hyperoxie über jeweils 3, 6 und 24 Stunden im Alter von P6 bis P7 gab 

es keine relevanten Veränderungen. Insgesamt scheint Hyperoxie im postnatalen Gehirn eine 

partielle mikrogliäre Antwort auszulösen, die mit einem Anstieg von IL-1β einhergeht, nicht 

jedoch mit Veränderungen von iNOS oder TNF-α. 
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2.2.2 Vermindertes Wachstum des Kleinhirns   

Publikaton: Scheuer, T. et al. Oligodendroglial maldevelopment in the cerebellum after 

postnatal hyperoxia and its prevention by minocycline: Cerebellar injury after hyperoxia. Glia 

63, 1825–1839 (2015), http://doi.org/10.1002/glia.22847. 69 

 

In Studien zur Entwicklung von ehemaligen Frühgeborenen wird neben der Schädigung 

der weißen Substanz des Großhirns auch von einer gestörten Reifung des Kleinhirns berichtet, 

allerdings sind zugrunde liegende Ursache und Mechanismen kaum beschrieben 70. Eine 

Verminderung des Kleinhirn-Volumens scheint einher zu gehen mit neurologischen Defiziten im 

Alter des reifen Geburtstermins 71, mit geringerem IQ im Schulalter 72 und mit 

Verhaltensauffälligkeiten im jugendlichen Alter 73.  

In den Experimenten zu Kleinhirnschädigung durch neonatale Hyperoxie wurde der 

Einfluss von Sauerstoff auf die oligodendrogliäre Reifung im Kleinhirn analysiert, sowie der 

Einfluss auf Mikroglia und Astroglia, die zu Veränderungen des Kleinhirns beitragen können. 

Zusätzlich wurde eine protektive Wirkung von Minozyklin auf weitere Glia-Populationen im 

Kleinhirn analysiert, da die Entwicklung von Oligodendroglia auch von komplexen Glia-Glia 

Interaktionen reguliert wird 74–76. In den Western Blot Analysen der Protein-Lysate war zu 

erkennen, dass die Intensität von Nitrotyrosin als Anzeichen von oxidativem Stress nach 

Hyperoxie signifikant zunahm. Im Gegensatz dazu war dieser Anstieg nicht zu sehen, wenn die 

Hyperoxie-Tiere mit Minozyklin behandelt wurden. 

Um Effekte von hoher Sauerstoff-Exposition postnatal auf Kleinhirn-Volumina zu 

messen, wurden Ratten im Alter von P30 und P60 im Kleintier-MRT untersucht. In Kontroll-

Tieren war eine ausgeprägtes zerebelläres Wachstums im Alter von P30 bis P60 zu erkennen. In 

den Ratten nach neonataler Hyperoxie waren die Volumina der Kleinhirne dagegen deutlich 

reduziert was den Befunden ähnelt, die von ehemaligen Frühgeborenen berichtet werden 77. 

Die Behandlung mit Minozyklin verbesserte dagegen die Entwicklung des Kleinhirns signifikant, 

so dass keine Differenz im Vergleich zu Kontrolltieren erkennbar war. Eine Zunahme von 

Apoptose durch Hyperoxie war in den immunohistochemischen Analysen von NG2+TUNEL+ 

oligodendrogliären Vorläuferzellen in den Regionen der zerebellären weißen Substanz nach 

Hyperoxie zu verzeichnen. Die Behandlung mit Minozyklin hat den Anstieg der Apoptose im 

Alter von P7 und P8 verhindert, nicht jedoch im Alter P11.  
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Die Analyse von oligodendrogliärer Genexpression mittels qPCR wurde für den 

Transkriptionsfaktor Olig2 und für den Reifungsmarker 2',3'-cyclic-nucleotide 3'-

phosphodiesterase (CNP) durchgeführt. Beide Faktoren waren im Kleinhirn von P7 Ratten nach 

Hyperoxie reduziert, im Alter von P11 aber von den Kontrolltieren nicht wesentlich zu 

unterschieden. Bemerkenswert ist, dass mit Minozyklin behandelte Tiere im Alter von P7 im 

Vergleich zu unbehandelten Kontrollen in Raumluft einen signifikanten Anstieg der 

Genexpression von Olig2 und CNP zeigten.  

  Mittels Western Blot wurde die MBP Expression im Alter von P7, P9, P11, P15 und P30 

gemessen. Ab dem Alter P9 war die Menge des MBP in Kontrolltieren signifikant stärker als in 

den Hyperoxie-Tieren, und diese Differenz persistierte bis zum jugendlichen Alter von P30. 

Während der Entwicklung bis P30 war eine dynamische Zunahme der Myelinisierung des 

Kleinhirnes zu erkennen, die Gesamtmenge an MBP blieb in den Tieren nach neonataler 

Hyperoxie jedoch stets geringer als die der Kontrolltiere. In allen untersuchten Altersstufen 

führte die Anwendung von Minozyklin zur deutlich verbesserten MBP Synthese. Die temporäre 

Hyperoxie führt demnach zu einer anhaltenden Reifungsstörung der Oligodendroglia und 

letztlich zur Hypomyelinisierung der zerebellären weißen Substanz. 

Die Untersuchungen auf mikrogliäre Reaktionen im Kleinhirn mittels morphologischer 

Analysen und Zytokinmessungen ergab keine wesentlichen Anzeichen einer inflammatorischen 

Aktivierung durch Hyperoxie. Eine Beteiligung von Mikroglia an einer Schädigung der 

zerebellären weißen Substanz ist somit unwahrscheinlich.  

Der Wachstumsfaktor „platelet-derived growth factor“ (PDGF)-A reguliert unter 

anderem die Proliferation und das Überleben von oligodendrogliären Vorläuferzellen 74,75,78,79, 

und Astrozyten gelten als wichtige Quelle einer PDGF-A Sekretion zur Stimulierung der 

Proliferationvon oligodendrogliären Vorläuferzellen 74,80–83. Die PDGF-A Expression war im 

Kleinhirn unmittelbar nach Hyperoxie aber auch mehrere Tage nach Erholung in Raumluft 

deutlich reduziert. Die Hemmung der PDGF-A Expression durch hohe Sauerstoff-

Konzentrationen konnte zudem in Kulturversuchen mit purifizierten Astrozyten des Kleinhirns 

reproduziert werden. Minozyklin verbesserte die PDGF-A Expression in Ratten bei P7 und P11 

in vivo wie auch in den Astrozyten in vitro. Anhand dieser Daten ist insgesamt zu sehen, dass 

die postnatale Toxizität von Sauerstoff im Kleinhirn zu einer persistierenden Schädigung  von 

Oligodendroglia und Myelin des Kleinhirns führt. 
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Koffein als Neuroprotektivum   

Publikation: Endesfelder, S., Zaak, I., Weichelt, U., Bührer, C. & Schmitz, T. Caffeine protects 

neuronal cells against injury caused by hyperoxia in the immature brain. Free Radic. Biol. Med. 

67, 221–234 (2014), http://doi.org/10.3390/ijms18010187. 46 

 

In dem Hyperoxie-Modell des unreifen Gehirns sind insbesondere zwei Mechanismen 

für die schädigende Wirkung verantwortlich zu machen: oxidativer Stress 84 mit der Produktion 

so genannter reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS), und die Veränderung von Proteinen, die den 

Zellzyklus und Zellüberleben während der Entwicklung steuern 85. Da bei Säugetieren wie auch 

beim Menschen die Neurogenese in den Regionen des Hippocampus bis ins hohe 

Erwachsenenalter persistiert 86 87 kann eine früh postnatale Änderung neuronaler Programm 

von besonders großer Tragweite sein.  

Frühgeborenen erhalten Koffein regelmäßig zur Behandlung von Apnoen 88 89. Einige 

Daten weisen auf präventive Effekte zur Vermeidung von Zerebralparese bei Frühgeborenen 89. 

In einem Rattenmodell mit chronischer Hypoxie mindert die Gabe von Koffein die Ausprägung 

einer Hypomyelinisierung der Gehirns 90.  

Der Einfluss von postnataler Hyperoxie auf die neuronale Zelllinie im Hippocampus 

wurde durch immunhistologische Färbung bestimmt, mit Nestin als Marker für neuronale 

Vorläuferzellen, mit doublecortin (DCX) als Marker für unreife Neurone und mit NeuN für reife 

Neurone. Die Analyse bezog sich dabei auf die Region des DG in P7 Ratten nach 24 Stunden 

Hyperoxie (P6 bis P7). Bei der Auswertung Fluoreszenz-Färbung war die Anzahl der der Zellen 

aller drei neuronalen Reifungsstufen signifikant reduziert 46. Bei Tieren mit Hyperoxie-

Exposition, die eine Einzeldosis Koffein erhielten, war die Anzahl der Neurone dagegen 

vergleichbar zu denen der Kontrolltiere in Raumluft. Diese Protektion durch Koffein war dabei 

in allen drei untersuchten Reifungsstufen der neuronalen Zellen zu finden 46. Bemerkenswerter 

Weise führte die Einmalgabe des Koffeins bei einer Hyperoxiedauer von 48 Stunden zu einer 

ähnlichen Protektion neuronaler Zellen wie bei der 24-stündigen Hyperoxie.  

Die Proliferation unreifer Neurone gilt als wesentliche Eigenschaft des unreifen Gehirns 

für die weitere Entwicklung. Der Einfluss von Hyperoxie auf die neuronale Proliferation wurde 

mit immunhistologischen Färbungen für Ki67 als Proliferationsmarker in Co-Färbung mit Nestin, 

DCX und NeuN in den Regionen Gyrus dentatus (DG) und Hilus des Hippocampus untersucht. 

Demnach waren Ki67-positive Zellen in beiden Regionen durch Hyperoxie deutlich reduziert. 
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Die Behandlung mit Koffein hat jedoch zur deutlich verbesserten Anzahl der Ki67-positiven 

Zellen geführt. Dies traf für alle drei neuronale Zelltypen zu, die mit den Immunfärbungen 

erfasst wurden, sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 Stunden Hyperoxie. Eine Schädigung 

von Neuronen war auch in den Analysen auf Protein-Ebene mit Hilfe von Western Blot zu 

finden. Die Quantifizierung des von DCX als Marker für unreife Neurone ergab eine signifikante 

Reduktion nach 24 Stunden Hyperoxie. Calretinin als Marker für reife Neurone war sowohl nach 

24 Stunden als auch nach 48 Stunden Hyperoxie deutlich reduziert. Erneut zeigte sich die 

Anwendung von Koffein auch bei dieser Methode als protektiv. Hyperoxie führte zudem zur 

signifikanten Verminderung der Expression von für die neuronale Entwicklung wichtigen 

Transkriptionsfaktoren wie etwa Sox2, Tbr2, Prox1, Pax6 und Tbr1. Die Behandlung mit Koffein 

verhinderte diese Abnahme neuronaler Transkriptionsfaktoren.  

Insgesamt ist anhand dieser experimentellen Daten zu erkennen, dass neonatale 

Hyperoxie die Entwicklung unreifer Neurone im Hippocampus erheblich stören kann. Die 

Anwendung von Koffein zeigt sich dabei als ein vielversprechendes Medikament zur Protektion 

gegen eine neuronale Schädigung im unreifen Hirn.  
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Diskussion 

3.1 Experimentelle Daten und translationale Bedeutung 

Die Ursachen für eine Hirnschädigung der veränderten neurologischen Entwicklung von 

Frühgeborenen sind oft schwierig zu identifizieren. In dem experimentellen Model unter 

Anwendung von Hyperoxie kann daher untersucht werden, welche Wirkung Sauerstoff im 

unreifen Gehirn entfalten kann und welche zellulären, strukturellen und funktionellen 

Veränderungen daraus resultieren können. Insgesamt zeigen die Ergebnisse in neugeborenen 

Mäusen und Ratten Schäden der weißen Substanz inklusive einer Hypomyelinisierung, wie sie 

auch in anderen Schädigungsmodellen beschrieben worden sind 91 92 93. Der Verlust 

myelinisierender Oligodendrozyten ist dabei als wesentlicher Faktor anzusehen, der ebenfalls 

bei ehemaligen Frühgeborenen mit WMD oder PVL zentrale pathogenetische Bedeutung hat 91.  

In Übereinstimmung mit vorigen in vitro Daten 41 war die Vulnerabilität von 

Oligodendroglia abhängig vom Entwicklungsstatus: reife Oligodendrozyten mit Expression des 

Markers CC1 zeigten keine erhöhte Apoptose, wie etwa durch immunhistologische Färbung mit 

Caspase3a oder mit TUNEL zu sehen war. Dagegen wiesen insbesondere NG2+ 

oligodendrogliäre Vorläuferzellen auch zu den Zeitpunkten während der Erholung nach 

Hyperoxie eine verminderte Proliferationsaktivität wie auch erhöhten Zelltod auf. Der frühe 

Verlust von oligodendrogliären Vorläuferzellen ist somit als eine Ursache für den nachfolgenden 

Mangel an reifen CC1+ Oligodendrozyten nach Hyperoxie verantwortlich zu machen, wie 

sowohl in dem Rattenmodell als auch in dem Mausmodell zu finden war. Durch die verringerte 

Anzahl reifer Oligodendrozyten kommmt es dabei letztlich zum Defizit der Myelin-Synthese in 

der weißen Substanz. Die Expression von MBP durch Oligodendrozyten war in der weißen 

Substanz von Mäusen insbesondere in den Zeitstufen P10 und P12 reduziert, während sie im 

jungen adulten Alter von P30 wieder das Niveau der Kontrolltiere erreicht hat.  

Die scheinbare Kompensation des Myelin-Defizits der weißen Substanz nach Hyperoxie 

geht jedoch nicht mit vollständiger funktionaler Erholung einher, wie etwa in den MRT-

Diffusionsmessungen im Alter von P30 bis P60 zu erkennen ist. Milde oder subtile 

Veränderungen der weißen Substanz, die dennoch funktionelle Relevanz haben können,  sind 

im MRT mittels „diffusion tensor imaging“ (DTI) zu bestimmen, insbesondere durch Messung 

der fraktionalen Anisotropie (FA) im Corpus callosum94 95. Veränderungen der FA können 

demnach mit Demyelinisierung, Axonenschädigung und Verhaltensauffälligkeiten assoziiert 

sein 96 97. Mittels DTI Messungen im Corpus callosum (CC) von Mäusen nach neonataler 



 
 

85 
 

Hyperoxie im Vergleich zu Kontrolltieren war zu belegen, dass die kurzzeitige postnatale 

Exposition in einer kritischen Zeit der oligodendrogliären Entwicklung zu langfristigen 

Veränderungen der Diffusionseigenschaften des CC führen, im Alter von P30 wie auch von P60. 

Diese Befunde deuten auf nachhaltige Störung der Ultrastruktur und Organisation der weißen 

Substanz hin, die trotz der Normalisierung reifer (CC1+) Oligodendrozyten und der 

Myelinsynthese bestehen bleibt.  

Eine fortdauernde funktionelle Veränderung neurologischer bzw. motorischer 

Funktionen war ebenfalls in den Laufradtests mit jungen erwachsenen Mäusen im Alter von P30 

bis P54 zu finden. Die Mäuse nach Hyperoxie zeigten schnellere Laufgeschwindigkeit (Vmax wie 

auch Vmittel) in konventionellen Laufrädern als Kontrolltiere, die immer an Raumluft gelebt 

haben, was als motorische Hyperaktivität zu interpretieren ist. Die höhere Laufgeschwindigkeit 

war bereits initial in der Trainingsphase zu sehen. Bei dem folgenden Wechsel des Laufradtyps 

zu Rädern mit unregelmäßigen Abständen zwischen den Sprossen haben die Mäuse nach 

Hyperoxie diese motorische Herausforderung weniger gut kompensiert als die Kontrolltiere, 

was auf vermindertes motorisches Lernvermögen hinweist. Eine motorische Hyperaktivität 

gepaart mit reduzierter Koordinationsfähigkeit ähnelt dem Phänotyp, der oftmals bei 

ehemaligen Frühgeborenen beschrieben wird 28 98. Diese Symptomatik kann zudem als Teil 

einer ADHS-artigen Problematik gesehen werden, die bei ehemaligen Frühgeborenen erheblich 

häufiger diagnostiziert wird als bei zum Termin geborenen Kindern 28 29. Ob defizitäre 

Aufmerksamkeit für die Mäuse nach Hyperoxie ebenfalls charakteristisch ist, muss in weiteren 

Untersuchungen noch geklärt werden.     

Eine Beteiligung astrogliärer Reaktionen bei der Schädigung der unreifen weißen 

Substanz wurde in verschiedenen Schädigungsmodellen beschrieben, so etwa bei Ischämie 99, 

Trauma100 und Infektion 101. Veränderungen der GFAP Expression in reaktiven Astrozyten wurde 

mit verminderter Glutamat Clearance aus dem umliegenden Gewebe assoziiert 102. Unter den 

Hyperoxie-bedingten Reaktionen von Astrozyten sind ebenfalls Veränderungen der Expression 

von GFAP wie auch des Glutamat-Transporters GLAST zu finden, welche zeitlich zu den 

Schädigungen der Oligodendroglia in der weißen Substanz korrelieren. Die 

Transportermoleküle GLAST und GLT-1 werden beide in Astroyzten exprimiert, sowohl in vivo 

als auch in vitro 103 104, darüber hinaus konnte GLT-1 auch in kultivierten Oligodendroglia 

nachgewiesen werden 105. Ob Oligodendroglia zugleich GLAST exprimieren ist noch unbekannt. 

Es ist nicht auszuschließen, dass oligodendrogliäre GLAST und GLT-1 Expression in der weißen 
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Substanz zur Glutamat Homeostase beitragen, in den immunhistologischen Färbungen in der 

weißen Substanz war jedoch die GLAST Expression in den Altersstufen P8 und P12 vorrangig in 

den Astrozyten zu lokalisieren 40.  

Auch Mikroglia tragen zur gesunden oligodendrogliären Entwicklung bei 74,76,106. 

Mikrogliäre Aktivierung dagegen kann das Überleben wie auch die Reifung von Oligodendroglia 

stören, wie es etwa in inflammatorischen Modellen für neonatale Hirnschädigung als auch im 

adulten Modell für Multiple Sklerose charakterisiert worden ist 107,108. Die Ergebnisse in den 

Studien zur Rolle von mikrogliärer Aktivierung zeigen interessanter Weise eine Abhängigkeit 

von der Region des ZNS: Während in den Gebieten der weißen Substanz des Großhirns  eine 

Veränderung der Morphologie von Mikroglia wie auch eine Induktion wichtiges Zytokine wie IL-

1β zu beobachten war, konnten anhand der gleichen Parameter im Kleinhirn keine Anzeichen 

einer mikrogliären Aktivierung gefunden werden 61. Eine indirekte Beteiligung von Mikroglia bei 

der Hyperoxie-bedingten oligodendrogliären Schädigung durch pro-inflammatorische 

Reaktionen ist somit für die zerebrale weiße Substanz anzunehmen, nicht jedoch für das 

Kleinhirn. Dabei war auch im Zerebrum die Mikroglia-Antwort nur von temporärer Natur und 

verlor sich während der Erholungszeit in Raumluft.  

Während des Zeitraumes von 24 bis 40 Gestationswochen erfährt das menschliche 

Kleinhirn eine dynamische Entwicklung, während der das Volumen um das 5-fache zunimmt. 

Das Kleinhirn eines sehr unreifen Frühgeborenen ist während dieser sensitiven 

Entwicklungsphase einer drastischen Änderung der Umgebungsbedingungen ausgesetzt, die 

Einfluss auf kurzfristige Entwicklungsschritte und auf langfristige Funktionen haben können. 

Dementsprechend ist Frühgeburt mit einem Risiko für zerebelläre Fehlentwicklung assoziiert, 

wenngleich die zugrunde liegenden Mechanismen bisher kaum definiert worden sind 70,77,109,110. 

Während das Kleinhirn in der Vergangenheit nahezu ausschließlich für Aufgaben der 

motorischen Koordination verantwortlich gemacht wurde111, ist aufgrund neuerer 

wissenschaftlicher heutzutage ersichtlich, dass die funktionellen Bahnen des Kleinhirns in 

nahezu alle komplexen Aufgaben des Großhirns involviert sind, inklusive Kognition, Gedächtnis, 

Emotion 112,113. Es scheint zudem bei psychiatrischen Erkrankungen wie ADHS und Autismus zur 

Symptomatik beizutragen 111,114,115. Bei den Untersuchungen zum Einfluss von 24 Stunden 

postnataler Hyperoxie auf das unreife Kleinhirn von Ratten war eine Verringerung des Kleinhirn-

Volumens bis ins junge Erwachsenenalter zu belegen. Zudem konnten im Kleinhirn erhöhter 

Zelltod, verminderte Proliferation und verzögerte Reifung von oligodendrogliären 



 
 

87 
 

Vorläuferzellen identifiziert werden. Für eine physiologische Entwicklung von Oligodendroglia 

ist die gelungene Interaktion zwischen gliären Zellen eine zentrale Bedingung74. Überleben, 

Proliferation und Reifung von oligodendrogliären Vorläuferzellen wird von einer großen Anzahl 

von Wachstumsfaktoren und Zytokinen beeinflusst 76,91,116, und Astrozyten fördern über die 

Produktion von PDGF-A die Proliferation von oligodendrogliären Vorläuferzellen 74,75,79. In den 

Hyperoxie-Experimenten war eine ausgeprägte Reduktion der PDGF-A Expression im Kleinhirn 

zu verzeichnen. Die Tatsache, dass dies ebenfalls in reinen Astrozyten-Kulturen nach Hyperoxie 

in vitro zu finden war, legt die Schlussfolgerung nahe, dass die PDGF-A Abnahme im 

Kleinhirngewebe in vivo ebenfalls durch astrozytäre Dysfunktion zustande kommt. Somit 

scheint eine gestörte astrogliäre-oligodendrogliäre Interaktion bei der zerebellären Schädigung 

nach Hyperoxie involviert zu sein. Die verbesserte Entwicklung der weißen Substanz des 

Kleinhirns durch Minozyklin ging ebenfalls mit höherer PDGF-A Konzentration im Gewebe wie 

auch in den Astrozyten-Kulturen einher, was zusätzliche für eine Rolle von astrozytärem PDGF-

A bei der Schädigung wie auch bei der Protektion des unreifen Kleinhirns spricht.  

Die Möglichkeiten der Reparatur oder Kompensation scheint im Kleinhirn weniger 

ausgeprägt zu sein als im Großhirn. Die durch Hyperoxie bedingte Hypomyelinisierung wird im 

Großhirn nach Erholung bis ins junge Erwachsenenalter der Tiere bis P30 kompensiert zu 

werden, bleibt jedoch im Kleinhirn mangelhaft. Dies bestätigte sich auch in der Ultrastruktur-

Analyse mittels Elektronenmikroskopie, in der die Veränderungen der Myelinscheiden im 

Kleinhirn auch bis ins junge Erwachsenenalter der Ratten persistierten, im erwachsenen 

Großhirn jedoch nicht mehr zu detektieren waren 61. Direkte Schädigungen von Axonen waren 

in diesen Untersuchungen im Hyperoxiemodell nicht zu finden, dagegen ist von Axonopathien 

in einem neonatalen Schädigungsmodel mittels inflammatorischer Injektion mit IL-1β berichtet 

worden 117. Dir Rolle von axonalen Veränderungen bei Frühgeborenen mit neurologischer 

Schädigung wird in der Literatur noch kontrovers diskutiert118. Insgesamt ist festzuhalten, dass 

die Veränderungen, die neonatale Hyperoxie im Kleinhirn der Ratten verursacht, den 

pathologischen Kennzeichen des Kleinhirns von ehemaligen Frühgeborenen ähneln 77,110. 

Insgesamt zeigen die Daten deutlich, dass die Schädigung des unreifen Gehirns durch 

postnatale Hyperoxie auf relativ milde Art und Weise verläuft, bei der verschiedenartige 

Mechanismen und zelluläre Antwort interagieren. Die Befunde in Histologie und MRT wie auch 

die Verhaltensänderungen ähneln dabei in hohem Maße den Veränderungen wie sie bei 

Frühgeborenen beschrieben sind, weshalb das Hyperoxie-Modell insgesamt als wertvoll und 
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nützlich angesehen werden kann, um Einblicke in die Mechanismen der Schädigung wie auch 

der Protektion des Gehirns von Frühgeborenen zu erhalten.  

 

3.2  Wege der Neuroprotektion 

In der internationalen Fachliteratur sind zahlreiche Substanzen in Tiermodellen getestet 

worden, um eine pharmakologische Protektion des Gehirns von Neugeborenen und 

Frühgeborenen zu ermöglichen. Darunter gelten insbesondere anti-oxidative Substanzen wie 

Melatonin, Acetylcystein, aber auch Wachstumsfaktoren wie Erythropoeitin, Vitamin A und C 

und auch Edelgase wie Xenon als vielversprechend 119 42. In den Arbeiten mit dem Hyperoxie-

Modell wurden neuroprotektive Strategien mit Minozyklin und Koffein untersucht.    

Neben der bekannten antibakteriellen Aktivität besitzt Minozyklin auch neuroprotektive 

Eigenschaften, was bereits in neonatalen Modellen mit Asphyxie (Hypoxie-Ischämie) 120–122 und 

mit perinataler Inflammation/Infektion 123,124 gezeigt wurde. Die Gründe dieser protektiven 

Eigenschaften für neuronale und gliäre Zellen sind insbesondere in der Stabilisierung von 

Mikroglia zu sehen, wodurch deren toxische Aktivierung verhindert oder gemindert wird. In den 

Untersuchungen zur postnatalen Hyperoxie scheint oxidativer Stress ein zentraler Weg der 

Zellschädigung im Gehirn zu sein, während eine Aktivierung von Mikroglia nur mild und 

passager sowie regional verschieden zu sein scheint61. Die günstigen Eigenschaften von 

Minozyklin gegen Hyperoxie sind daher vor allem in der anti-oxidativen sowie der anti-

apoptotischen Kapazität 125 zu sehen.  

Koffein wird bei Frühgeborenen seit mehr als 30 Jahren angewendet, um den 

Atemantrieb zu stimulieren und Apnoen zu verhindern 88 89. In einer randomisierten, 

kontrollierten Multicenter-Studie89 wurde eine Abnahme von Zerebralparese und 

neurologischer Schädigung bei Frühgeborenen mit Koffeinbehandlung belegt 126. 

Neuroprotektive Eigenschaften von Koffein wurden zudem in Beobachtungsstudien berichtet 89 

126. Positive Auswirkungen von Koffein auf das Gehirn konnten auch in Tiermodellen 

nachgewiesen werden, etwa für Morbus Parkinson47, Schlaganfall 127 und Alzheimer 128. Bei 

neugeborenen Ratten mit chronischer Hypoxie verminderte Koffein das Ausmaß von 

Hypomyelinisierung und Ventrikulomegalie 90.   

Schützende Auswirkungen hatte auch die einmalige Anwendung von Koffein in dem 

Hyperoxie-Modell, wie in den Analysen der hippocampalen Neurogenese und Neuro-

degeneration zu sehen war. Neuronaler Zelltod und DNA-Schäden nach Hyperoxie waren 
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geringer ausgeprägt, wenn die neugeborenen Tiere eine Einzeldosis Koffein zu Beginn der 

Hyperoxie-Exposition erhielten. Dabei scheint Koffein insbesondere durch anti-oxidative 

Effekte einen Vorteil für unreife und reife Neurone des Hippocampus zu haben 129. Koffein kann 

in Neuronen apoptotischen Zelltod verhindern, indem es die pro-apoptotische Aktivierung von 

Caspase3 blockiert 130. 

Daneben kann Koffein aber intrazelluläre Signalwege beeinflussen, indem es bei 

kompetetiver Rezeptor-Bindung Adenosin von A1 und A2A Rezeptoren verdrängt 131. Zahlreiche 

pharmakologische und biochemische Eigenschaften von Koffein sind in der Literatur ausführlich 

charakterisiert 132, allerdings sind Wirkungen auf den Zellzyklus und Zelltod-Signalwege weniger 

bekannt 133 134 135. Koffein kann die Zellproliferation über p53-abhängige wie auch -unabhängige 

Mechanismen von Koffein modulieren 136 137. In höheren Konzentrationen treten 

pharmakologische Eigenschaften von Koffein in den Vordergrund, die denen von 

Phosphodiesterase (PDE) Inhibitoren ähneln und dabei einen Anstieg des second messanger 

cAMP bewirken. Eine Aktivierung der cAMP Kaskade kann bemerkenswerter Weise auch in 

reifen Neuronen des adulten Hippocampus von Ratten Zellproliferation auslösen 138.  

Obwohl Koffein zu den meistverwendeten Medikamenten auf neonatologischen 

Intensivstationen gehört, sind die Mechanismen der Wirkung auf das Gehirn bislang sehr wenig 

untersucht. Die Ergebnisse am Hyperoxie-Modell der Ratte zeigen, dass bereits eine Einzeldosis 

Koffein zur Protektion von Neuronen führt, was den therapeutischen Stellenwert dieses 

Medikaments für die Entwicklung des Gehirns und der neurologischen Fähigkeiten von 

Frühgeborenen unterstreicht.  
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Zusammenfassung 

Ehemalige Frühgeborene zeigen häufig eine beeinträchtigte neurologische Entwicklung, 

die meist auf einer Schädigung der weißen Hirnsubstanz basiert. Die Ursachen dieser Form der 

Hirnschädigung ist vor allem in der ausgeprägten Unreife der Oligodendroglia und 

oligodendrogliären Vorläuferzellen zu finden, deren Proliferation, Überleben, Reifung und 

Funktionalität leicht durch äußere Einflüsse verändert. Als wichtige Faktoren der Schädigung 

gelten vor allem Hypokapnie und perinatale Infektion bzw. Inflammation, zusätzlich scheint 

Hyperoxie eine Rolle zu spielen. Frühgeborene sind an das fetale Leben mit geringer O2- 

Konzentration angepasst, die Geburt in Raumluft kann bereits eine relative Hyperoxie 

darstellen. Auswirkungen hoher O2-Konzentration sind vor allem Radikalbildung und oxidativer 

Stress, wodurch die Entwicklung unreifer Oligodendroglia gehemmt werden kann.  

In den Experimenten mit neugeborenen Mäusen führt neonatale Hyperoxie-Exposition 

zu oligodendrogliärer Schädigung und Hypomyelinisierung der weißen Substanz. Darüber 

hinaus sind Ultrastruktur und Diffusivität des Myelins bis ins Erwachsenenalter verändert. Eine 

motorische Hyperaktivität und gestörter motorisches Lernverhalten weisen auf Hyperoxie-

bedingte Symptome hin, die bei Frühgeborenen ebenfalls zu finden sind. Bei der Schädigung 

der weißen Substanz scheinen zudem Reaktionen von Astrozyten in der weißen  Substanz 

beizutragen; insbesondere die Glutamat-Homöostase der Astrozyten ist in Mitleidenschaft 

gezogen, die wichtig für eine gesunde Entwicklung und Funktion von Oligodendrozyten ist. Das 

Kleinhirn ist in der neonatalen Zeit besonders unreif und macht eine äußerst dynamische 

Entwicklung mit hoher Proliferationsrate neuraler Zellen durch. In den Hyperoxie-Versuchen 

mit neugeborenen Ratten ist eine deutliche Minderung zerebellären Wachstums durch 

Hyperoxie zu erkennen, die von Reduktion oligodendrogliärer Zellen und Hypomyelinisierung 

geprägt ist und bis ins Erwachsenenalter anhält. Interessanterweise scheint eine mikrogliäre 

pro-inflammatorische Aktivierung im Großhirn neugeborener Ratten durch Hyperoxie ausgelöst 

zu werden, die sekundäre Schäden bedingen kann, jedoch ist diese Mikroglia-Antwort nicht im 

Kleinhirn zu finden. Die Protektion der weißen Substanz wie auch des Kleinhirns gelang in den 

Hyperoxie-Versuchen mittels Minozyklin, einem Tetrazyklin mit vielseitigen neuroprotektiven 

Eigenschaften. Die Anwendung von Koffein als gängiges Medikament in der Behandlung von 

Frühgeborenen mit Apnoe-Syndrom zeigte sich für den Schutz unreifer Neurone im 

Hippocampus als vorteilhaft. 
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Insgesamt zeigen die Daten mit dem Hyperoxie-Modell Mechanismen der zellulären, 

strukturellen und funktionellen Schädigung des unreifen Gehirns auf, die auch bei 

Frühgeborenen von Relevanz sind. Darüber hinaus werden auch neue Mechanismen der 

Protektion erkennbar, die helfen könne, die neurologische Entwicklung von Frühgeborenen 

künftig besser vor Schädigung zu schützen.  
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