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Zusammenfassung

Die (intensiv)medizinischen Behandlungsmoglichkeiten von Frih- und Neugeborenen
haben sich in den letzten Dekaden drastisch verbessert. Kommt ein Saugling frihzeitig
auf die Welt, ist jedoch seine Gehirnentwicklung nicht vollends abgeschlossen und
zudem postnatal externen Einflissen ausgesetzt. Spezifisch gehen damit
Myelinisierungsdefizite, Schadigungen von y-Aminobuttersaure-(GABAergen)
Interneuronen und Verédnderungen in der oligodendrogliaren Entwicklung einher.
Inwieweit diese Prozesse sich gegenseitig bedingen, bleibt weitestgehend ungeklart.
Vorherige Daten zeigten auf, dass Myelin-bildende oligodendroglidre Zellen GABA-
Rezeptoren exprimieren. Ein Einfluss von GABA Uber diese Rezeptoren auf
Oligodendroglia und die Myelinisierung scheint somit denkbar. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es daher, die Myelinproduktion und die GABA-induzierte Reifung, Proliferation
und Apoptose von Oligodendroglia im Gehirn der neonatalen Ratte nach
pharmakologischer Blockade der GABAa und GABAs-Rezeptoren zu untersuchen.

Vom postnatalen Tag (P) 6 bis P11 wurde der reverse GABAa-Rezeptor-Agonist DMCM
oder der GABAg-Rezeptor-Antagonist CGP taglich intraperitoneal injiziert. Die Analysen
folgten zu P11 und P15. Western Blots und Immunhistochemie dienten zur Messung der
MBP Expression. Weiterhin bestimmten wir mittels immunhistochemischer Farbung zur
Evaluation der oligodendrogliaren Reifung die Rate der CC1*OLIG2* und CNP*OLIG2*
Zellen sowie zur Auswertung der Proliferation die Rate der PCNA*OLIG2*
Oligodendroglia. Oligodendroglidre Vorlauferzellen wurden mit PDGFRa-Antikdrpern
gefarbt. Ebenso wurde eine Analyse der oligodendroglidaren Apoptose (CASP3*OLIG2%)
und aller apoptotischen Zellen (CASP3*DAPI*) vorgenommen. Zusétzlich erfolgte die
Bestimmung der Pdgfra Genexpression mittels qPCR und der CNP Proteinexpression

via Western Blot.

Die MBP-Expression wies eine signifikante Reduktion, insbesondere nach CGP-
Behandlung, zum Zeitpunkt P15 auf. Ebenso ergab sich in jener Tiergruppe eine
tempordre Absenkung von reifen CNP* Oligodendrozyten sowie der CNP
Proteinexpression im Alter P11. Zu P15 war ein Anstieg der Proliferation von
Oligodendroglia (PCNA*OLIG2*), und spezifisch der oligodendrogliaren Vorlauferzellen
(PDGFRa*OLIG2*), nach GABAs-Rezeptor-Antagonisierung erkennbar. Die Pdgfra
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Genexpressionen zeigte sich nach Behandlung unverandert. Gleiches gilt fir den
apoptotischen Zelltod sowie fur Proliferations- und Reifungsuntersuchungen nach
GABAAa-Rezeptor-Blockade.

Unsere in vivo Studie an neugeborenen Ratten deutet darauf hin, dass besonders die
GABABg-Rezeptor-Aktivitat eine modulierende Funktion in der Oligodendroglia-
Entwicklung sowie in der adaquaten Myelinisierung innehalt. Daraus schlussfolgernd,
spielen GABABg-Rezeptoren eine zentrale Rolle im Verstandnis von auf Myelindefiziten
basierenden Pathologien und kdnnten kunftig einen vielversprechenden Ansatzpunkt in

der Regulierung der Gehirnentwicklung Friihgeborener tber die Myelinbildung bieten.
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Abstract

Through (intensive) medical care, treatment possibilities of premature and newborn
children have improved drastically during the last decades. However, when a child is born
preterm, its brain development is not fully completed yet and is furthermore exposed to
postnatal external influences. The specific consequences range from myelination deficits
up to impairments of y-aminobutyric acid-(GABAergic) interneurons and changes in
oligodendroglial development. To what extent these processes are mutually dependent,
is largely unknown. Prior data has shown that myelin forming oligodendroglial cells
express GABA receptors. An impact of GABA via these receptors on oligodendroglia and
myelination appears conceivable. In this study, we aimed to examine the myelin
production as well as the GABA-induced maturation, proliferation, and apoptosis of
oligodendroglia in the brain of neonatal rats after pharmacologically blocking GABAa and
GABAGs receptors.

From postnatal day 6 (P6) to P11, the reverse GABAA receptor agonist (DMCM) or the
GABAE& receptor antagonist CGP were injected intraperitoneally on a daily basis. This
was followed by analysis at P11 and P15. Western blots and immunohistochemistry were
performed to determine the expression of MBP. Furthermore, via immunohistochemical
stainings, we assessed the rates of CC1*OLIG2* and CNP*OLIG2* cells to evaluate
maturation and analyzed the rate of PCNA*OLIG2* oligodendrocytes for proliferation.
Oligodendrocyte precursor cells were stained with antibodies to PDGFRa*. An analysis
of the oligodendroglial apoptosis (CASP3*OLIG2*) and of apoptotic cells in total
(CASP3*DAPI*) was performed. Additionally, we assessed the Pdgfra gene expression
through qPCR and the protein expression of CNP via Western blot.

MBP expression showed a significant reduction, especially after treatment with CGP, at
P15. Also, the number of mature CNP™* oligodendrocytes and the CNP protein expression
and decreased temporarily at P11 in the same animal group. At P15, the proliferation of
oligodendroglia (PCNA*OLIG2*), and especially of oligodendrocyte precursor cells
(PDGFRa*OLIG2%), increased after antagonization of GABAs receptors. Pdgfra gene
expression remained unaffected after treatment. The same accounts for apoptotic cell
death and all examinations of proliferation and maturation after GABAa receptor

blockade.
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Our in vivo study in neonatal rats indicates that especially GABAs receptor activity fulfills
a modulating role concerning oligodendroglial development and adequate myelination.
As a conclusion, GABAsg receptors play a key role in the understanding of pathologies
caused by myelin deficits and could offer a promising approach in the regulation of the

brain development among preterm children via their myelin synthesis.
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1. Einleitung

1.1. Gehirnentwicklung bei Neu- und Frihgeborenen

Wird ein Saugling vor vollendeter 37. Schwangerschaftswoche (SSW) geboren, ist dies
als Frihgeburt definiert. Laut Weltgesundheitsorganisation (WHQO) beginnen nach dieser
Definition pro Jahr 15 Millionen Kinder weltweit frihzeitig ihr Leben; mit steigender
Tendenz in fast allen Landern (11). Differenziert wird dabei zwischen extrem
frihgeborenen Kindern (bei <28 SSW oder <1000 Gramm (g) Koérpergewicht), sehr
frihgeborenen Kindern (bei 28 bis <32 SSW oder 10009 bis <1500 g) und mafig bis spat
Frihgeborenen (32 bis <37 SSW oder 1500g bis <2500 g) (12). Insbesondere im
globalen Westen hat sich die Uberlebensquote jener Frilhgeborenen sowie auch von
termingerechten Neugeborenen in den letzten Dekaden rapide verbessert (13-15). Zu
verdanken haben wir dies den hochqualitativen medizinischen
Behandlungsmdoglichkeiten. Diese beinhalten Methoden wie die Reifeinduktion bei nicht
vollends ausgebildeten Lungen. So wird bei komplizierten Frihgeburten eine zigige
Adaptation an die neue Umwelt erleichtert (16). Durch die intensive Betreuung ist ein
Uberleben auRRerhalb des miitterlichen Leibs heute bereits ab der 22. SSW mdglich, mit
Besserung der Prognose bei steigendem Gestationsalter (17). Jedoch ist zu einem solch
frihen Zeitpunkt die Organentwicklung des Fo6tus noch nicht vollends abgeschlossen.
Insbesondere die Gehirnentwicklung erlebt primar im letzten Schwangerschaftstrimenon
sowie in den ersten Wochen postnatal einen rapiden Aufschwung in der sogenannten
Phase des schnellsten Hirnwachstums (5, 18). Auch die Myelinisierung neuronaler Axone
durch reife oligodendroglidre Zellen im zentralen Nervensystem (ZNS) geht in jenem
Zeitraum vonstatten (19-21). Dies schafft eine Vulnerabilitéat, welche, vor allem bei
zusatzlichen toxischen Einflissen, Grundlage fur potenziell lebenslange neurologisch-
psychiatrische Beeintrachtigungen darstellen kann. Hierzu z&hlen Erkrankungen wie die
Schizophrenie oder die Autismus-Spektrum-Storung (5, 22). Insbesondere Frithgeborene
weisen dabei ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung solcher neurologisch-
psychiatrischen Beeintrachtigungen auf, primar als Folge (diffuser) Schaden in der
weil3en Substanz. Dies wurde in bisherigen Studien am Tiermodell und humanen
Gewebsproben offengelegt. Als wichtigster ursachlicher Mediator auf molekularer und

zellularer Ebene wird die Abnahme von y-Aminobuttersaure- (GABAergen) Interneuronen
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und die damit einhergehende Alteration in der GABA-Transmission diskutiert (23-25).

Dieser Zusammenhang ist in der Abbildung (Abb.) 1 verbildlicht.

1.2. Exogene Schéadigungsmechanismen der Gehirnentwicklung bei Neu- und

Frihgeborenen

Zur noch nicht vollendeten Hirnentwicklung kommt bei der friihzeitigen Geburt zusatzlich
eine unerwartete Umgebungsalteration hinzu. Jene exogenen Einflisse kodnnen
potenzielle Schadigungen oder Stérungen in der neurologisch-psychiatrischen
Entwicklung verstarken. Zu diesen relevanten Einflussfaktoren gehéren beispielsweise
die Hyperoxie, welche postnatal sowohl physiologisch durch die hdhere
Sauerstoffkonzentration in der Umgebungsluft im Vergleich zum Uterus als auch im
Rahmen einer durch extern zugefuhrten Sauerstoffgabe zustande kommen kann (26-30).
Anhand von neonatalen Tiermodellen wurde als Folge der Hyperoxie eine Schadigung
kortikaler GABAerger Parvalbulmin-exprimierender Interneurone und ein verzégernder
Einfluss auf die Progression der oligodendroglidren Zellen (OLs) sowie
Entwicklungsstérungen des kortikalen Myelins nachgewiesen (3, 31). Ein ahnlicher
Pathomechanismus wird durch pro-inflammatorische Zustande/Infektionen diskutiert.
Auch hier wird eine Assoziation zwischen Veranderungen im GABA-Signalweg und
neuronalen Entwicklungsalterationen vermutet (4). Vergleichbare Ergebnisse einer
Reduzierung der Myelinformation sowie des GABAa-Rezeptor-Inputs und
Verzdgerungen der oligodendroglidren Progression stellten bisherige Studien ebenso in

hypoxischen Tiermodellen dar (2).

Inwieweit eine verédnderte GABA-Transmission in diesen Fallen direkt ursachlich far
Alterationen in der Myelinbildung und der Oligodendroglia-Entwicklung ist, beispielsweise
Uber oligodendrogliare GABA-Rezeptoren, und somit die Grundlage fir (diffuse)
Schadigungen in der weilRen Substanz darstellt, bleibt Gegenstand derzeitiger

Forschung.
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Stattfinden des Zeitraums der
Frahgeburt > schnellsten Hirnentwicklung > Vulnerabilitat 1
postnatal

_—

Schadigende Alterationen in der
Sauerstoffkonzentration: GABA-Hombostase:
Externe toxische Hypoxie/lschamie GABAerge (Diffuse) Schadigung Neuropsychiatrische
Einflisse % Hyperoxie E— Interneurone | " inder weilen -~ Entwicklungsstérung 1
Myelinisierung | Substanz
Inflammation Oligo sgliare

Entwicklung |

Abb. 1. Mogliche Kaskade interner und externer Ursachen von (diffuser) Schadigung weil3er
Substanz bei Frilhgeborenen mit nachfolgendem Risiko der Entwicklung neuropsychiatrischer
Stérungen. Der insbesondere im letzten Schwangerschaftstrimenon und den ersten postnatalen Wochen
stattfindende Zeitraum des schnellsten Hirnwachstums stellt eine vulnerable Wachstumsphase des
Gehirns dar. Bei Friihgeborenen kdnnen auf diese sensible Periode postnatal externe toxische Einfllisse
wie die Inflammation oder hyperoxische und hypoxisch-ischamische Zustande einwirken. Nachfolgend
kénnen Alterationen in der Homoostase von GABA entstehen, die (diffuse) Schadigungen der weil3en
Substanz zur Folge haben. Langfristig kann sich dies in neuropsychiatrischen Entwicklungsstérungen

manifestieren. Quelle: Eigene Darstellung mit Daten aus (2-6).

1.3. Oligodendroglia und Myelinisierung

Um jene noch ablaufenden Stadien der Gehirnentwicklung bei Friihgeburtlichkeit sowie
die potenziellen Mechanismen hinter den Schadigungen in der weil3en Substanz in ihren
molekularen und zellularen Prozessen nachvollziehen zu kénnen, gilt es die Entwicklung
und Funktionen oligodendrogliarer Zellen sowie den Myelinisierungsvorgang in ihren

Grundsatzen zu eruieren.
1.3.1. Entwicklung und Funktion der Oligodendroglia

OLs gehoren zur Gruppe der Gliazellen und bergen im ZNS, neben der Aufgabe der
Myelinisierung, ebenso Stitz- und Erndhrungsfunktionen (32). Dabei myelinisiert ein OL
Uber seine Auslaufer mehrere Axone. Ihre funktionellen Eigenschaften sind denen der
Schwann-Zellen im peripheren Nervensystem (PNS) gleichzusetzen (21). Damit
funktionstichtige OLs entstehen, ist eine ungestdrte Entwicklung aus den Vorlauferzellen
notwendig. Diese beginnt bei den oligodendroglidaren Vorlauferzellen (OPCs), die sich zu

Pra-OLs weiterentwickeln. Dabei sind oligodendrogliare Vorstufen durch ihre Expression
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des Proteinmarkers platelet-derived growth factor receptor alpha (PDGFRa)
gekennzeichnet. Die Differenzierung fuhrt sich fort in unreife/Pra-myelinisierende OLs,
welche beginnen 2',3'-Cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase (CNP) zu exprimieren und
endet bei den reifen/myelinisierenden OLs. Die letzte Zellstufe ist, ihrem Namen
entsprechend, fur die Bildung der Myelinscheide zustandig und produziert das myelin
basic protein (MBP) (21, 33). Jene zellulare Progression ist gepragt durch einen Wechsel
vom Proliferations- zum Reifungszustand sowie durch balancierende Apoptoseprozesse.
Dass diese zellulare Entwicklung unter anderem tber Rezeptoren der OLs mit reguliert
werden kann, ist besonders am Beispiel der Glutamatrezeptoren, Uber die sie verfligen,
beschrieben worden (34). Auch die Prasenz von GABA-Rezeptoren an
oligodendrogliaren Zellen wurde bereits nachgewiesen, ihre konkreten Funktionen und
Expressionsmuster sind jedoch vergleichsweise wenig erforscht (35).

1.3.2. Myelinisierung

Die Myelinisierung von Axonen ist Aufgabe reifer oligodendrogliarer Zellen und erfolgt mit
dem Ziel, durch die Isolation der Axone eine optimale Fortleitung elektrischer Impulse zu
garantieren (21). Ihr erfolgreicher Ablauf ist wesentlich von Anreizen der Neurone selbst
abhangig, die damit sowohl die oligodendroglidre Entwicklung als auch die Myelinisierung
weiter vorantreiben. Zudem regulieren neuronale Signale die Bildung von Myelin-
inhibierenden Adhé&sionsproteinen herunter, darunter das polysialylated-neural cell
adhesion molecule (PSA-NCAM), das neurale Zelladh&sionsmolekil L1 und das leucine
rich repeat and Ig domain containing 1 (LINGO-1). Ebenso sorgt Neuronenaktivitat fur
eine Transmission von Glutamat sowie fur die Freisetzung von Adenosintriphosphat
(ATP), welches Uber Adenosin und dem Leukemia inhibitory factor (LIF) die
Myelinisierung zusétzlich stimuliert (s. Abb. 2) (36, 37).
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Abb. 2. Oligodendroglidgre Entwicklung und Myelinisierung im

Gehirnentwicklung von Menschen sowie von Nagetieren und die damit
oligodendrogliare Entwicklung. (B) Regulationsfaktoren der Myelinisierung Uber neuronale Signale.
Abklrzungen: E: embryonaler Tag, P: postnataler Tag, OLIG1/2: Oligodendrozyt 1/2, PCNA: proliferating
cell nuclear antigen, CC1: Anti-adenomatous polyposis coli clone. Quelle: Modifiziert aus (7-10), fur (7) mit

freundlicher Genehmigung vom Elsevier-Verlag.

1.3.3. GABA-Rezeptoren bei oligodendrogliaren Zellen

GABA st bekannt als der wichtigste zentral hemmende Neurotransmitter beim
Erwachsenen. In der pranatalen Periode verfigt GABA jedoch Uber erregende
Funktionen (38-41). Der sogenannte GABA-Switch, der Wechsel von erregender zu
inhibierender Eigenschatft, findet graduell statt und erstreckt sich Uber die Perinatalzeit
und dabei insbesondere lber die ersten zwei Wochen nach der Geburt (42). Die genaue
Dynamik des GABA-Switchs variiert je nach Geschlecht, Hirnregion und Zelltyp (43-45).

Die Rezeptortypen von GABA zeichnen sich durch ihre hohe Heterogenitat aus (46).
GABAAa-Rezeptoren funktionieren als Liganden-gesteuerte Chlorid-lonenkanéle (47),
wahrend GABABg-Rezeptoren metabotrope, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind (48,
49).
Entwicklungsstufe (46, 50, 51).
Oligodendroglia. Wahrend GABAs-Rezeptoren in allen oligodendrogliaren Zellstufen

Expression und Funktion variieren ebenfalls je nach Gehirnregion und

Dies gilt ebenso fir GABA-Rezeptoren auf
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prasent sind, nimmt die Expression der GABAa-Rezeptoren mit Voranschreiten der
oligodendrogliaren Entwicklung ab (40, 52-54). Details Uber die Funktion der GABA-
Rezeptoren von OLs werden derzeit noch laufend erforscht. Es wird dabei eine
modulierende Wirkung der GABAa-Rezeptoren auf OPCs hinsichtlich ihrer Population,
ihrer Progression in der Differenzierung und der Vorbereitung auf die anstehende
Myelinisierung diskutiert, wahrend den GABAs-Rezeptoren eine potenziell relevante
Rolle in der Forderung der eigentlichen Myelinisierung durch reife OLs zugesprochen
wird (50).

Aus préklinischer Perspektive haben Salari et al. und Naderipoor et al. im neonatalen
Tiermodell bereits regulierende Effekte einer Blockade von GABAa-Rezeptoren auf die
psychologische  Entwicklung, unter anderem hinsichtlich der Angst- und
Stresssymptomatik sowie der kognitiven Funktion, im Erwachsenenalter nachweisen
kénnen (55, 56). Dass in dieser Interaktion ebenso spezifisch oligodendrogliare GABA-
Rezeptoren eine tragende Rolle spielen, ist denkbar, wenn auch bislang unerforscht.
Alterationen durch diese GABA-Rezeptoren in der Entwicklung von Oligodendroglia und
der Myelinbildung kdnnten somit ebenso als ursachliche Kaskade in der Entstehung jener

psychiatrischen Erkrankungen und Verhaltensdnderungen diskutiert werden.

1.4. Unklarer Einfluss von GABA-Rezeptoren auf Oligodendroglia und

Myelinisierung

Ein Zusammenhang zwischen der Schadigung von GABA-Interneuronen und
Alterationen in der weil3en Substanz wurde bereits aufgestellt (4). Aus jener Interaktion
konnte weitergehend eine reduzierte GABA-Transmission und Stimulation resultieren.
Ein Einfluss dieser veranderten GABA-Homoostase Uber die oligodendrogliaren GABA-
Rezeptoren auf die OLs selbst sowie auf ihre Myelin-bildende Funktion erscheint méglich.
Bisherige Forschungsergebnisse zu dieser Hypothese sind sparlich und in ihren
Resultaten teils widersprichlich (57, 58). In einer Arbeit von Hamilton et al. wurde eine
GABAAa-Rezeptor-Blockade im Grol3hirncortex der Maus durchgefuhrt, welche eine
Abnahme der oligodendrogliaren Apoptose sowie eine Zunahme der oligodendroglidren
Reifung, Proliferation und Myelinisierung zur Folge hatte (59). Abweichend hiervon

prasentierten sich die Studienergebnisse von Zonouzi et al., die im Mauskleinhirn nach
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GABAAa-Rezeptor-Hemmung mit Bicucullin eine OPC Proliferationszunahme, aber eine
Verzdgerung der oligodendrogliaren Reifung nachwiesen (2). Eine weitere Arbeit fihrte
in vitro eine GABABs-Rezeptor-Agonisierung, mittels GABA-Applikation, durch. Diese
zeigte keine Alterationen in der OPC Proliferation, stimulierte jedoch die

oligodendrogliare Differenzierung und die Expression von MBP (35).

Die Notwendigkeit jene Unstimmigkeiten wissenschaftlich zu ergrinden, ist damit
gegeben. Die komplexe Interaktion zwischen Oligodendroglia, neuronalen Stimuli,
Neurotransmittern und Adhéasionsproteinen als Grundlage fur eine funktionierende
Myelinisierung, legt dabei eine Erforschung am in vivo Modell nahe. In einer Studie von
Jakovcevski et al. wurde bereits vermutet, dass in oligodendroglidren Kulturen, im
Vergleich zu Tiermodellen, eine reduzierte Menge an den oben genannten Myelin-
inhibierenden Faktoren vorliegt (60). Zudem belegten Arellano et al. die Relevanz von
neuronalen Verbindungen fur die Wahrung der oligodendrogliaren GABAAa-Rezeptor-
Stabilitat. Auch dies ist einzig in einem Tiermodell gegeben, was die Notwendigkeit von
in vivo Studien bei der Untersuchung der Funktion von oligodendrogliaren GABA-
Rezeptoren weiter bestatigt (53).

1.5. Forschungsfrage

Konkrete Hypothese der vorliegenden Studie war die Erwartung, dass oligodendrogliare
GABAa- und GABAs-Rezeptoren die Proliferation, Reifung und Apoptose von
Oligodendroglia maf3geblich beeinflussen und somit ebenso Alterationen hinsichtlich der
Fahigkeit reifer Oligodendrozyten zur adaquaten Myelinisierung mit sich ziehen. Dies
untersuchten wir anhand der pharmakologischen Inhibierung der GABAa- und GABAs-
Rezeptoren im neonatalen Gehirn der Ratte. Dabei wurde zudem ein Augenmerk auf
Gemeinsamkeiten oder Differenzen in der Auswertung der GABAa- und GABAs-
Interventionsgruppe gelegt. Die angewandten Untersuchungen fanden zum Zeitpunkt
P11, direkt nach Beendigung der pharmakologischen Behandlung, und nach vier Tagen
weiterer Entwicklung zu P15, statt. Es wurden Entwicklungsunterschiede zu den beiden

Analysezeitpunkten vergleichend betrachtet.

Ein besseres Verstandnis von Auswirkungen der GABA-Rezeptor-Aktivitat auf die

oligodendroglidre Entwicklung und Myelinisierung konnte perspektivisch neue
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Behandlungsansatze bei Frih- und Neugeborenen offenlegen, um einer inadaquaten
oligodendrogliaren  Entwicklung und Myelinisierungsstérungen mit  potenziell
lebensléanglichen Folgen, insbesondere neurologisch-psychiatrischer Art,

entgegenwirken zu konnen.

2. Methodik

2.1. Tierversuchsmodell
2.1.1. Tiere und Antagonisierung

Alle tierexperimentellen Versuche wurden auf Basis der internen Richtlinien der Charité
— Universitadtsmedizin Berlin durchgefiihrt und vom Landesamt fur Gesundheit und
Soziales (LaGeSo) in Berlin genehmigt (Genehmigungsnummer G-0075/18). Zur
Standardisierung der in vivo Versuche wurden zudem die ARRIVE Richtlinien (Animal

Research: Reporting of in vivo Experiments) eingehalten (61).

Das Tierversuchsmodell sowie die im Folgenden beschriebenen immunhistochemischen
und molekularbiologischen Analysen entsprechen der von Pudasaini et al. beschriebenen
Methodik (1).

Als Tiermodell fungierten neugeborene Wistar-Ratten, die geschlechteriibergreifend
randomisiert einer Kontroll- oder zwei Interventionsgruppen zugeordnet wurden. In der
ersten Versuchsgruppe wurde der GABAa-Rezeptor mithilfe des GABAa inversen
Agonisten Methyl 6,7-dimethoxy-4-ethyl-B-carboline-3-carboxylate (DMCM, Tocris,
Katalognummer 3083, Wiesbaden-Nordenstadt, Hessen, Deutschland) blockiert. Im
Nachfolgenden wird dabei zur Vereinfachung von einer GABAa-Rezeptor-
Antagonisierung berichtet, da dies mit der Funktion eines inversen Agonisten
gleichzusetzen ist. Konkret wurde hier das wasserlosliche DMCM Hydrochlorid
verwendet, welches identische Eigenschaften aufweist wie das regulare DMCM, jedoch
mit einer einfacheren Handhabung einhergeht, da keine saure (0,1 Mol Chlorwasserstoff)
oder ethanolhaltige Tréagerldsung notwendig ist. Zur optimalen Konzentrationsfindung
wurden die Studienergebnisse von Kulick et al. herangezogen. Diese hatten am Modell

der neonatalen Ratte die konvulsiven Effekte einer DMCM-Gabe dosisabhéngig
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untersucht und kamen hierbei zu der Erkenntnis, dass bei den zwei niedrigsten
Dosierungen von 50 und 100 pg/kg krampfinduzierende Effekte vermieden werden
konnen (62). Darauf aufbauend wurde eine eigene Dosisoptimierungsreihe durchgefihrt,
in deren Rahmen wir drei Tiergruppen Konzentrationen von 2, 10 oder 50 pg/kg DMCM
taglich von P6 bis P11 intraperitoneal (i.p.) applizierten. AbschlieRend wurden
immunhistochemische Farbungen fir OLIG2 und PCNA durchgefihrt, um am Beispiel
der Proliferation die Konzentrationsgruppe mit dem starksten Effekt nach Behandlung

beurteilen zu kénnen.

Die Behandlung der zweiten Interventionsgruppe erfolgte mittels GABAs-Rezeptor-
Antagonist CGP35348 (Tocris, Katalognummer 1245). Dieser wird im Nachfolgenden
vereinfacht als CGP bezeichnet. Laut Bittiger et al. ergaben sich bei Konzentrationen
rund um 100 mg/kg keine krampfinduzierenden Wirkungen (63). Eine Dosisapplikation
von 10 mg/kg zeigte normale motorische Aktivitaten (64). Auch fur die Optimierung der
GABABg-Rezeptor-Blockade wurden drei Versuchsgruppen mit je 0,4 mg/kg, 2 mg/kg und
10 mg/kg gelostem CGP behandelt und wie in der DMCM-Gruppe ausgewertet.

Die oben beschriebenen Versuchsreihen ergaben in der Auswertung ein Dosisoptimum
von 50 pg/kg fur DMCM-behandelte Tiere und von 10 mg/kg fur CGP-behandelte Tiere.
Die Kontrollgruppe hingegen erfuhr eine Behandlung mit dem Vehikel Natriumchlorid
(100 pl 0,9% NacCl/10 g Korpergewicht). Alle nachfolgenden Experimente (s. 2.1.2. bis
2.3.3.) wurden hierauf aufbauend durchgefuhrt.

2.1.2. Zeitlicher Ablauf der Behandlung

Beide Interventionsgruppen sowie die Kontrollgruppe wurden von P6 bis P11 taglich (i.p.)
behandelt (s. Abb. 3 A). Die Auswahl dieses Zeitraums ist darin zu begriinden, dass
Nagetiere insbesondere in den ersten zehn postnatalen Tagen die Hochstphase im
Hirnwachstum erleben (18). Wahrend der Behandlung waren sie dauerhaft, gemeinsam
mit ihrer laktierenden Mutter, einem Tag-Nacht-Zyklus von je 12 Stunden unter Raumluft
ausgesetzt. Die Ratten verblieben dabei ohne wesentliche Morbiditaten und/oder
Mortalitaten. Es wurden keine weiteren In- oder Exklusionskriterien angewandt. Die
Totung der Ratten erfolgte zum Zeitpunkt P11, direkt nach Beendigung der Applikation,
sowie zum Zeitpunkt P15, vier Tage nach der letzten Behandlung. Daflir wurden die Tiere

mittels i.p. Gabe von Ketamin (100 mg/kg, Dechra Veterinary Products,
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Northwich, UK), Xylazin (20 mg/kg, CP-Pharma, Burgdorf, Niedersachsen, Deutschland)
und Acepromazin (3 mg/kg, Covetrus, Hamburg, Deutschland) narkotisiert und
transkardial mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) perfundiert. Fur histologische
Untersuchungen erfolgte eine zusatzliche Perfusion mit 4% Paraformaldehyd (PFA). An
die Gehirnentnahme schloss sich die Aufbereitung fir histologische und
molekularbiologische Analysen an. Fur die histologischen Untersuchungen standen uns
fur das Alter P11 je zehn Tiere pro Gruppe zur Verfiigung. Zu P15 waren es hingegen
sechs Ratten in der Kontrollgruppe, sieben in der GABAa-Antagonisierungsgruppe und
sechs in der GABAs-Antagonisierungsgruppe. Fur die molekularbiologischen Analysen
lagen zum Zeitpunkt P11 je zehn Tiere pro Gruppe zur Untersuchung vor und fur P15 in

der NaCl-Gruppe sechs sowie in der DMCM- und CGP-Gruppe je sieben Tiere.

NaCll  NaCll  MNaCli  MaCll  NaCV  NaCl >
DMCM/ DMCM/ DMCM/  DMCM/ DNMCM/  DNCM/ N
CGPip CGPip CGPip. CGPip CGPip CGPip . : \
P P P P e P = a J S
IO e e [/
| | | | N\
NN .
S S
PO P6 P7 P8 P9 P10 P11 P15

Endpunkt Endpunkt

Abb. 3. (A) Zeitlicher Ablauf der Behandlung von Kontroll- und Versuchsgruppen. Die tagliche i.p.
Injektion von NaCl, DMCM oder CGP erfolgte von P6 bis P10 (fur Tiere, die zum Endpunkt P11 analysiert
wurden) sowie bis P11 (fur Tiere, die zum Endpunkt P15 untersucht wurden). Es folgten, zu beiden
Zeitpunkten P11 und P15, Analysen molekularbiologischer sowie immunhistochemischer Art. (B)
Markierung der in immunhistochemischen Analysen ausgewerteten Cingulumregion im

Koronarschnitt. Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.

2.2. Immunhistochemische Methoden
2.2.1. Aufbereitung der Gehirnschnitte

Zur immunhistochemischen Analyse erfolgte die Fixierung der entnommenen Gehirne in
einer 4% PFA/PBS-L6sung Uber Nacht bei einer Umgebungstemperatur von 4 °C. Daran
schloss sich eine Dehydratation der Schnitte in aufsteigender Ethanolreihe an, beginnend
bei 70%-iger Ethanollésung fur vier Stunden unter Raumtemperatur mit nachfolgender
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Inkubation in 80%-iger Ethanolldsung Uber Nacht sowie in einer 96%-igen und zwei
100%-igen Ethanollésungen fiir je eine Stunde bei 40 °C. Es erfolgte daraufhin eine
Behandlung mit Chloroform (100% Ethanol/Chloroform 1:1) bei 40°C, unter zweimaligem
Austausch des Chloroforms, fir je eine Stunde. Die zweifache Einbettung in Paraffin

wurde flr eine Stunde bei 60 °C sowie bei gleicher Temperatur tber Nacht durchgefihrt.

Nach der Impragnierung wurden die Gehirnproben auf eine Dicke von 6 pm geschnitten
und bei Raumtemperatur gelagert. Im Rahmen der immunhistochemischen Aufarbeitung
wurde der Fokus auf den neonatalen Cortex, und dabei im Besonderen auf das Cingulum

(s. Abb. 3 B) gelegt, einer Region, die durch ihre hohe Vulnerabilitdt gepragt ist (65).

2.2.2. Immunhistochemische Féarbung

Zur Entparaffinierung der Schnitte wurden diese zwei Mal fur je zehn Minuten in Roti-
Histol-Lésung (Carl Roth, Karlsruhe, Baden-Wurttemberg, Deutschland) inkubiert.
Daraufhin erfolgte die schrittweise Rehydrierung fur je zwei Minuten in einer
absteigenden Alkoholreihe, beginnend bei zwei 100%-igen, einer 90%-igen, 80%-igen
und 70%-igen Ethanolldsung(en). Abschlie3end wurden die Schnitte drei Minuten lang in
bidestilliertem Wasser belassen und in Citratpufferlésung (pH 6,0) fir zehn Minuten bei
600 Watt in der Mikrowelle erhitzt. Dies diente zur Antigendemaskierung und war gefolgt
von einem Waschvorgang in PBS fur funf Minuten. Es schloss sich eine Behandlung bei
Raumtemperatur mit einer Blockierungslosung (3% bovines Serumalbumin, 0,2% Triton
X-100 in PBS), fur den Zeitraum von einer Stunde, und erneut eine Waschung mit PBS
fur funf Minuten an. Mit Priméarantikorpern, die in der Tabelle (Tab.) 1 gelistet sind, und
geldst in Antikdrperverdinner (Zymed Laboratories, San Francisco, California, USA),
wurden die Schnitte Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dieser Inkubation folgten drei
Waschvorgange (PBS) fiur je drei Minuten und eine Behandlung mit dem passenden
Sekundéarantikorper (s. Tab.1). Alle Schnitte wurden schlussendlich mit 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) gefarbt, um die Desoxyribonukleinsdure (DNS) in den Zellkernen zu
markieren. Die Inkubation mit den Primar- und Sekundarantikdrpern erfolgte, je nach
Antikérper, fir ein bis zwei Stunden bei Raumtemperatur, gefolgt von weiteren
dreimintitigen Waschvorgdngen mit PBS, je drei Mal, und dem Eindecken mittels
Eindeckmedium (Shandon Immu-Mount, Thermo Fisher Scientific, Walham, MA, USA).
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Tab. 1. Genutzte primare und sekundare Antikorper fur die immunhistochemische Analyse.

Primarantikérper Verdinnung Hersteller

Beurteilung der Oligodendroglia

Polyklonaler Ziegen-Antikdrper zu OLIG2 1:2000 R&D Systems, AF2418

Beurteilung der oligodendrogliaren Proliferation

Polyklonaler Maus-Antikdrper zu PCNA 1:500 Abcam, #ab29
Monoklonaler Kaninchen-Antikorper zu PDGFRa 1:500 Cell Signaling Technology,
#3174

Beurteilung der oligodendrogliaren Reifung

Monoklonaler Maus-Antikérper zu APC (CC1) 1:250 Calbiochem, #OP80

Monoklonaler Maus-Antikorper zu CNP 1:400 Sigma-Aldrich, MAB326

Beurteilung der oligodendroglidaren und zellularen Apoptose

Monoklonaler Kaninchen-Antikorper zu CASP3 1:200 Cell Signaling Technology,
#9664

Beurteilung der Myelinisierung

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper zu MBP 1:500 Abcam, #40390

Farbung aller Zellkerne

DAPI 1:2000 Sigma-Aldrich, #32670

Sekundarantikdrper Verdinnung Hersteller

Polyklonaler Ziegen-Antikdrper zu Maus, Cyanin 5 1:100 Jackson, ImmunoResearch
Laboratories, AB_2338714

Polyklonaler Ziege-Antikdrper zu Kaninchen, Alexa Fluor | 1:200 Molecular Probes, #A11010

546

Polyklonaler Ziegen-Antikdrper zu Maus, Alexa Fluor 546 | 1:200 Molecular Probes, #A11003

Polyklonaler Ziegen-Antikoérper zu Maus, Alexa Fluor 594 | 1:200 Molecular Probes, #A11032

Polyklonaler Esel-Antikdrper zu Ziege, Alexa Fluor 488 1:200 Life Technologies, #A11055

Abktrzungen: cleaved caspase 3 (CASP3). Herkunft der Antikdrper: R&D Systems: Minneapolis, MN,
USA; Abcam: Cambridge, UK; Cell Signaling Technology (Europe): Frankfurt am Main, Hessen,
Deutschland; Calbiochem: San Diego, CA, USA; Sigma-Aldrich: Taufkirchen, Bayern, Deutschland;
Jackson, ImmunoResearch Laboratories: Cambridgeshire, UK; Molecular Probes/ Applied Biosystems:
Darmstadt, Hessen, Deutschland; Life Technologies/Applied Biosystems: Carlsbad, CA, USA. Quelle:

Eigene Darstellung.
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2.2.3. Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung der immunhistochemischen Farbung erfolgte verblindet mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops des Typs Keyence compact BZ 9000 (Osaka, Japan). Verwendet
wurden dabei Objektive mit x10 und x20 Vergrof3erung. Ausgewertet wurden die
fluoreszierenden Eigenschaften und die Fluoreszenzintensitat von DAPI, MBP, CC1,
CASP3, PCNA, PDGFRa und CNP im Cingulum des Rattencortex (s. Abb. 3 B). Ziel war
die Analyse der oligodendrogliaren Reifung, Proliferation und Apoptose mittels einer
OLIG2-Co-Farbung. Durchschnittlich wurden zwei Bilder von zwei bis vier Schnitten eines
Tieres aufgenommen. Hierfir wurde die BZ-lI-Viewer Software (Keyence) sowie
darauffolgend die BZ-ll-Analyzer Software (Keyence) zum Zusammenfiihren der Bilder
verwendet. Die Zellzahlen der CC1*OLIG2*, CNP*OLIG2*, PCNA*OLIG2*,
PDGFRa*OLIG2*, CASP3*OLIG2* und CASP3*DAPI* Farbungen wurden nach einer
Anpassung der Helligkeit und des Kontrasts mittels Adobe Photoshop® CS6 (Adobe

Systems Incorporated, San José, CA, USA) handisch und blind gezahlt. Farbungen mit
MBP und CNP wurden unter Nutzung der ImageJ Software Version 1.48v (National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA) in Hinblick auf die Pixelintensitat und die Flache

(pro Feld) ausgewertet.

2.3. Molekularbiologische Methoden

Fur molekularbiologische Analysen wurden die Ratten transkardial mit PBS perfundiert.
Daraufhin wurden die Gehirne entnommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Bis zur weiteren Nutzung wurden sie bei - 80 °C zwischengelagert.
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2.3.1. Proteinisolation

Die Homogenisierung des Gehirngewebes zur Proteinisolierung erfolgte in einem 4 °C
Radioimmunoprezipitationsassaypuffer (Thermo Fisher Scientific). Zur Messung der
Proteinkonzentration wurde vom Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Pierce Rockford,
lllinois, USA/Thermo Fisher Scientific) Gebrauch gemacht und eine photometrische
Messung mittels iMark™ Microplate Absorbance Reader (BioRad Laboratories,
Feldkirchen, Bayern, Deutschland) bei einer Wellenlange von 570 Nanometer (nm)

durchgefuhrt.
2.3.2. Western Blot

Aliquote der isolierten Proteine wurden mit einer Menge von 20 ug pro Laufbahn
gleichmaldig auf ein 4-20 % Criterion™ TGX™ Precast Gel (BioRad Laboratories)
aufgetragen. Die Auftrennung nach molekularem Gewicht erfolgte durch das Anlegen
einer Spannung (PowerPac HC, BioRad, 180 V, 0,10 A, 300 W). AnschlieBend wurden
die aufgetrennten Proteine mittels Trans-Blot Turbo System (BioRad Laboratories) auf
eine Nitrocellulosemembran (0,2 Mikrometer Pore, BioRad Laboratories) Ubertragen.
Unspezifische Bindungen der priméren Antikérper wurden durch eine Inkubation mit Roti
Block (Carl Roth) fur eine Stunde blockiert. Nach Inkubation der Membranen mit
primarem Antikdrper bei 4 °C Umgebungstemperatur Uber Nacht, folgten drei
Waschvorgange fur je funf Minuten in PBS und die Behandlung mit einem Horseradish
peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper fur eine Stunde (s. Tab. 2). Die Verdinnung
aller Antikorper erfolgte dabei in einfach konzentrierter Tris-gepufferte Kochsalzlésung
mit einem pH von 7,6 (Abcam). Nach weiteren drei Waschprozessen, wie oben
beschrieben, und Behandlung mit Clarity™ Western ECL Substrate (BioRad
Laboratories) oder dem Supersignal West Pico Kit (Pierce), wurde die Auswertung

durchgefuhrt.



Methodik -19-

Tab. 2. Genutzte primare und sekundare Antikérper fur die molekularbiologische Analyse mittels
Western Blot.

Primarantikérper Verdlnnung Hersteller

Beurteilung der Myelinisierung

Monoklonaler Maus-Antikdrper zu MBP 1:1000 Covance, #SMI-99P
Beurteilung der oligodendroglidren Reifung

Polyklonaler Kaninchen-Antikérper zu CNP 1:1000 Thermo Fisher, #PA5-27972
Normalisierung

Monoklonaler Maus-Antikdrper zu B-AKTIN 1:5000 Sigma Aldrich, #A5316
Sekundarantikorper Verdinnung Hersteller

Polyklonaler Ziegen-Antikdrper zu Kaninchen 1:2000 Agilent, P0448

Polyklonaler Ziegen-Antikdrper zu Maus 1:2000 Agilent, P0447

Herkunft der Antikdrper: Covance: Princeton, NJ, USA; Agilent Technologies: Santa Clara, CA, USA.

Quelle: Eigene Darstellung.

Die Banden wurden mithilfe des ChemiDoc™ XRS+ System (BioRad) gemessen und
Uber die Software Image Lab™ (BioRad) quantifiziert. Die Normalisierung erfolgte Uber
die B-AKTIN-Expressionslevel. Aufgrund &hnlicher Molekulargewichte wurde bei der
Quantifizierung der Proteinexpression von CNP vor Auftragen von B-AKTIN die jeweilige

Membran mit Roti® Free Stripping-Puffer (Carl Roth) flir 30 Minuten bei 56 °C gestrippt.
2.3.3. RNA-Isolation und quantitative Polymerasekettenreaktion

Die Ribonukleinsdure (RNA)-Isolation des Gehirngewebes erfolgte mittels
Phenol/Chloroform-Extraktion (peqGOLD RNAPure™; PEQLAB Biotechnology,
Erlangen, Bayern, Deutschland). 2 uyg der Gesamt-RNA wurden mit Moloney murine
leukemia virus-reverse transcriptase (M-MLV RT, Promega, Mannheim, Baden-
Wirttemberg, Deutschland) zu komplementarer DNS umgeschrieben. Vorab wurden alle
Proben mit einer Desoxyribonuklease (Qiagen, Hilden, Nordrhein-Westfalen,
Deutschland) behandelt, um eine Kontamination mit genomischer DNS zu verhindern.

Die Genexpression von Pdgfra wurde gemessen mithilfe des StepOnePlus™ Real-Time
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PCR System (Life Technologies/Applied Biosystems), entsprechend der 2-22CT-Methode
(66). Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Hprt) fand dabei als Referenzgen
Verwendung. Die quantitativen Analysen erfolgten stets in dreifacher Bestimmung. Die
verwendeten Oligonukleotidsequenzen sind in der Tab. 3 (A) aufgefiihrt. Synthetisiert
wurden die Zufallsoligonukleotide von der Firma BioTeZ Berlin-Buch (Berlin,

Deutschland).

Tab. 3. Sequenzen der Oligonukleotide und Genloci, Sonden markiert mit FAM/TAMRA.

Gene Oligonukleotidsequenz Gendatenbanknummer (NCBI)
Hprt

Vorwartsprimer GGAAAGAACGTCTTGATTGTTGAA NM_012583.2

Ruckwartsprimer CCAACACTTCGAGAGGTCCTTTT

Sonde CTTTCCTTGGTCAAGCAGTACAGCCCC

Pdgfra

Vorwartsprimer CCTGCGCCGTCTTTAACAAT NM_012802.1

Ruckwartsprimer TCTCCTCCAGCATGGTGATG

Sonde TTACCCTGGAGAGGTGAGAA

Abkurzungen: FAM: 6-Carboxyfluorescein, TAMRA: 6-Carboxytetramethylrhodamin, NCBI: National
technology for biotechnology information. Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher Genehmigung vom

Wiley-Verlag.

2.4. Statistik

Fur die statistische Analyse sowie die grafische Darstellung kam die Software Graph Pad
Prism 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) zum Einsatz. Die Anzahl an
analysierten Ratten in den jeweiligen Kontroll- und Versuchsgruppen wird dabei im

Folgenden mit ,n“ gekennzeichnet.

Zum Vergleich der Kontroll- mit den DMCM- und CGP-Gruppen erfolgte eine
Varianzanalyse (ANOVA). Bei fehlender Normalverteilung nach Gaul? wurde dabei
konkret der Kruskal-Wallis ANOVA Test genutzt, bei ungleichen Varianzen hingegen die

Welch ANOVA mit Dunnett’'s T3 post hoc Test. Stichproben, die normalverteilt waren
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und homogene Varianzen aufwiesen, wurden anhand einer einfaktoriellen

Varianzanalyse mit Bonferroni post hoc Test untersucht.

Bei Versuchen, bei denen neben der Kontrollgruppe nur eine Interventionsgruppe zur
Auswertung vorlag (s. Abb. 7 und 11), wurde von einem ungepaarten, zweiseitigen
student’s t-Test Gebrauch gemacht. Es wurde bei allen Ergebnissen stets der Mittelwert
+ Standardfehler (SEM) angegeben. Eine statistische Signifikanz war durch die Differenz
der Mittelwerte mit p < 0,05 definiert. Signifikante Ausrei3er wurden aus der statistischen
Berechnung durch Anwendung des Ausreil3ertests nach Grubbs exkludiert. Sank im
Rahmen des Auswertungsprozesses die Fallzahl aufgrund eines Ausschlusses von
Ausreif3ern oder nicht auswertbaren Gehirnschnitten, ist dies in den Abbildungslegenden
wie folgt dargestellt: n = nnachner (Statistisch ausgewertete Tierzahl) bis nvorher
(ursprungliche Versuchszahl).

3. Ergebnisse

3.1. Myelinisierung im Rattencortex nach GABAa- und GABAg-Rezeptor-

Antagonisierung

Zur Analyse der Myelinisierung im Cingulum des Rattengrof3hirns wurde
immunhistochemisch MBP zu den Zeitpunkten P11 und P15 angefarbt (s. Abb. 4.). Mit
ungefahr 30% Proteinanteil spielt MBP fiir die Bildung der Myelinscheide im ZNS die
relevanteste Rolle (67), indem es die neuronalen Axone durch den Aufbau multilamellarer
Schichten umgibt und damit eine schnelle elektrische Transmission ermoglicht (32). Das
MBP beherbergt zudem weitere Unterfunktionen (68), wozu beispielsweise Interaktionen
mit dem Zytoskelett (69, 70) sowie die Regulation von anderen Myelinproteinen gehéren
(71).

Wie in Abb. 4. ersichtlich, wurde die MBP-Pixelintensitat (4 B) sowie die MBP-Flache (pro
Feld) (4 C) berechnet. Alle Werte wurden als % zur Kontrolle dargestellt, wobei die
Kontrolle als 100% festgelegt ist. Als Ergebnis lag der durchschnittiche MBP-
Pixelintensitatswert der Kontrollgruppe bei 30,7% (P11) und 24,3% (P15). Bei der

Berechnung der MBP-Flache (pro Feld), ergaben sich Mittelwerte in der Kontrollgruppe
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von 36,6% (P11) und 24,6% (P15). In der statistischen Auswertung zeigte sich bei der
MBP-Pixelintensitat in keinem Fall eine signifikante Anderung zum Zeitpunkt P11,
verglichen mit der Kontrollgruppe. Zu P15 liel3 sich eine signifikante Minderung der
Pixelintensitat, sowohl nach Behandlung mit DMCM (35% + 10; p = 0,01; n = 6) als auch
in der CGP-Tiergruppe (38% + 9; p = 0,01; n = 6), im Vergleich zu mit NaCl behandelten
Tieren erkennen. Ahnliches zeigte sich bei der Auswertung der MBP-positiven Flache
(pro Feld). Eine signifikante Senkung von MBP ergab sich auch hier zum Zeitpunkt P15.
Diese fiel in der CGP-Versuchsgruppe (30% + 6; p = 0,007; n = 6), im Vergleich zur
Kontrollgruppe, starker aus als nach DMCM-Behandlung (36% + 11; p = 0,01; n = 6).

Beispielhaft sind immunhistochemische Bilder des Rattencingulums nach MBP-Farbung

in den jeweiligen Gruppen beider Zeitpunkte in der Abb. 4 (A) reprasentativ dargestellt.
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Abb. 4. GABA-Rezeptor-Antagonisierung reduziert zu P15 die MBP-Expression in vivo in der
immunhistochemischen Analyse. (A) Die immunhistochemische Analyse der 6 um Schnitte der
Cingulumregion wurden mit Antikdrpern spezifisch gegen MBP durchgefuhrt. (B, C) Zum Zeitpunkt P11
zeigen sich keine signifikanten Alterationen der MBP-Pixelintensitéat sowie der MBP-Flache (pro Feld) nach
erfolgter GABAa- und GABAg-Rezeptor-Antagonisierung. Zu P15 ergibt sich eine signifikante Reduktion
der MBP-Fluoreszenz, gemessen in Pixelintensitdt und Flache (pro Feld) in beiden
Antagonisierungsgruppen. Alle Ergebnisse wurden als % zur Kontrolle (100%) dargestellt (100%-

Kontrollwerte fur MBP-Pixelintensitat: 30,7% (P11) und 24,3% (P15); 100%-Kontrollwerte fur MBP-Flache:
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36,6% (P11) und 24,6% (P15)). Eine x10 Vergrof3erung wurde fur P11 und eine x20 Vergrof3erung fur P15-
Bildaufnahmen verwendet. Mal3stab = 50 um (P11: n = 4-6 (NaCl), 6 (DMCM), 6 (CGP); P15: n = 6 (NaCl),
6 (DMCM), 5-6 (CGP); Einweg-Varianzanalyse Bonferroni post hoc Test (B und C: P11), Welch
Varianzanalyse mit Dunnett's T3 post hoc Test (B und C: P15), *p < 0,05, **p < 0,01 versus Kontrollgruppe

mit Vehikelbehandlung). Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.

Zusatzlich erfolgte die molekularbiologische Analyse der MBP-Expression mittels
Western Blot, ebenfalls im Alter P11 und P15 (s. Abb. 5 A, B). Nach Nutzung von -
AKTIN als Referenzprotein, wurde das Verhaltnis der MBP/B-AKTIN-Konzentration
berechnet und ist in der Abb. 5, im Bezug zum Mittelwert der Kontrolltiere (0,07 fiur P11,
1,62 fur P15), dargestellt. Hier ergab sich einzig in der Gruppe der CGP-behandelten
Tiere eine statistisch signifikante Reduktion zu P11 (0,8 + 0,03; p =0,001; n =7) und P15
(0,7 £ 0,06; p =0,03; n = 6).

Exemplarische Banden der ausgewerteten MBP-Isotypen und des B-AKTIN sind in der
Abb. 5 (A) hinterlegt.
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Abb. 5. GABAg-Rezeptor-Antagonisierung reduziert die MBP-Expression in vivo in der Western
Blot-Analyse. (A) Die Quantifizierung der MBP-Expression mittels Western Blot Analyse wurde mit (3-
AKTIN als Referenzprotein durchgefuhrt. (B) Die Ratio MBP/B-AKTIN wurde bestimmt und die Werte im
Verhaltnis zur Kontrollgruppe angegeben (Mittelwerte der Kontrolltiere: 0,07 (P11) und 1,62 (P15)). Es ist
eine signifikante Abnahme nach Behandlung mit CGP zu den Zeitpunkten P11 und P15 erkennbar (P11: n
= 6-7 (NaCl), n = 7 (DMCM), n = 7 (CGP); P15: = 6 (NaCl), n = 6 (DMCM), n = 6 (CGP); Welch
Varianzanalyse mit Dunnett’'s T3 post hoc Test (B: P11), Einweg-Varianzanalyse mit Bonferroni post hoc
Test (B: P15), *p < 0,05, **p < 0,01 versus Kontrollgruppe mit Vehikelbehandlung). Quelle: Modifiziert aus

(1), mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.
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3.2. Oligodendrogliare Proliferation im Rattencortex nach GABAa- und GABABg-

Rezeptor-Antagonisierung

Zur Analyse der oligodendrogliaren Proliferation im Alter P11 und P15 wurde der Marker
PCNA herangezogen. Dieser wird von Zellen in der DNS-Replikationsphase exprimiert
und erlaubt bei Co-Farbung mit OLIG2 eine Beurteilung aller proliferierenden
oligodendrogliaren Zellen (72). Dabei wurde das Verhéltnis (OLIG2*+PCNA*)/OLIG2*
berechnet. Die Auswertung hiervon sowie exemplarische immunhistochemische Bilder
sind in der Abb. 6 dargestellt. Es zeigte sich eine Zunahme der PCNA-Expression zu
beiden Zeitpunkten. Ein signifikanter Unterschied liel3 sich nur im Alter P15 beobachten
(0,8 £ 0,01; p = 0,002; n = 6), wie aus der Abb. 6 (B) ersichtlich. Berechnet wurde
zusatzlich die OLIG2*-Zellzahl (pro Feld), welche zu beiden Zeitpunkten keine

Anderungen in der Versuchsgruppe, im Vergleich zu Kontrolltieren, vorwies (s. Abb. 6 C).
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Abb. 6. GABAg-Rezeptor-Antagonisierung steigert die Proliferation oligodendrogliarer Zellen in
vivo in der immunhistochemischen Analyse. (A) Die immunhistochemische Analyse der 6 um Schnitte

der Cingulumregion wurden mit Antikbrpern spezifisch gegen PCNA und OLIG2 durchgefuhrt. (B)
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Die Ratio der proliferierenden oligodendroglidaren Zellen zeigt keine Alterationen zu P11 und eine
signifikante Steigerung in der CGP-Gruppe zum Zeitpunkt P15. (C) Die Zahl der OLIG2* Zellen (pro Feld)
weist keine signifikante Anderung in beiden Versuchsgruppen zu P11 und P15 auf. Es wurde eine x20
VergroRerung zur Darstellung verwendet. Maf3stab = 50 um (P11 und P15: n =6 (NaCl), n =6 (DMCM), n
= 6 (CGP); Einweg-Varianzanalyse mit Bonferroni post hoc Test (B: P11, C: P11, P15), Welch-
Varianzanalyse mit Dunnett's T3 post hoc Test (fiur B: P15), **p < 0,01 versus Kontrollgruppe mit
Vehikelbehandlung). Abkirzungen: ZUS.: zusammengefuhrt. Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher

Genehmigung vom Wiley-Verlag.

Da sich in der PCNA-Farbung vor allem nach CGP-Behandlung sichtbare Alterationen
ergaben, analysierten wir jene Versuchsgruppe weiter unter Verwendung des etablierten
Markers fur oligodendrogliare Vorlauferzellen, PDGFRa. Dies ist darin zu begrinden,
dass die oligodendroglidre Proliferation insbesondere in den Vorstufen der
Oligodendroglia vonstattengeht (s. Abb. 2) (7-9). Hier zeigte eine Analyse der
immunhistochemischen Farbung eine signifikante Zunahme der
(OLIG2*+PDGFRa)/OLIG2* Ratio bei P15 (0,3 £ 0,02; p =0,007; n =5), also in der Anzahl

von PDGFRa*™ OPCs. Im Alter P11 war dies nur in der Tendenz zu erkennen.

Bilder der immunhistochemischen PCNA- und PDGFRa-Farbungen sind exemplarisch in
den Abb. 6 (A) und Abb. 7 (A) prasentiert.
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Abb. 7. GABAs-Rezeptor-Antagonisierung erhdht die Population der OPCs in vivo in der

immunhistochemischen Analyse. (A) Die immunhistochemische Analyse der 6 um Schnitte der
Cingulumregion wurde mit Antikérpern spezifisch gegen PDGFRa und OLIG2 fir CGP-behandelte Tiere
durchgefuhrt. (B) Die Ratio der PDGFRa* oligodendrogliaren Zellen zeigte direkt nach der GABAg-
Rezeptor-Antagonisierung zum Zeitpunkt P11 keine Anderungen, wahrend im Alter P15, vier Tage nach
Erholung, eine signifikante Erhohung gemessen werden konnte. Es wurde eine x20 Vergro3erung zur
Darstellung genutzt. Ma3stab = 50 um (P11: n =4 (NaCl), n =5 (CGP); P15: n = 4-5 (NaCl), n = 5 (CGP);
ungepaarter, zweiseitiger student’s t-Test, **p < 0,01 versus Kontrollgruppe mit Vehikelbehandlung).

Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.



Ergebnisse - 27 -

Zusatzlich  fuhrten wir eine  Genexpressionsanalyse mittels quantitativer
Polymerasekettenreaktion (QPCR) durch, welche keine erkennbaren Anderungen der
Pdgfra-Expression im Alter P11 und P15 unter den CGP-behandelten Tieren sowie nach
DMCM-Applikation aufzeigte (s. Abb. 8).
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Abb. 8. GABA-Rezeptor-Antagonisierung zieht keine Auswirkungen auf die Pdgfra-Genexpression
in vivo in der gPCR-Analyse mit sich. (A) Eine gPCR zur Bestimmung der Genexpression von Pdgfra
ergab zu beiden Zeitpunkten keinen signifikanten Unterschied. Alle Ergebnisse wurden als % zur Kontrolle
(100%) berechnet (P11: n = 10 (NaCl), n = 9 (DMCM), n = 10 (CGP); P15: n = 5-6 (NaCl), n = 7 (DMCM),
n = 7 (CGP); Welch-Varianzanalyse mit Dunnett’s T3 post hoc Test (P11), Kruskal-Wallis Test (P15)).

Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.

3.3. Oligodendrogliare Reifung im Rattencortex nach GABAa- und GABAs-

Rezeptor-Antagonisierung

Die Reifung oligodendrogliarer Zellen lauft besonders in spateren Entwicklungsstadien,
nach Vollendung der Proliferationsphase, ab (s. Abb. 2) (7, 8). Immunhistochemisch
analysierten wir die oligodendroglidre Reifung durch Farbung mit CC1. Diese zeigten
nach GABAa- sowie nach GABAs-Rezeptor-Antagonisierung keine signifikanten

Alterationen zu beiden Zeitpunkten (s. Abb. 9 B).
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Abb. 9. GABA-Rezeptor-Antagonisierung zeigt keine Anderungen in der Reifung von CC1*
Oligodendrozyten in vivo in der immunhistochemischen Analyse. (A) Die immunhistochemische
Analyse der 6 um Schnitte der Cingulumregion wurde spezifisch mit CC1- und OLIG2-Antikorpern
durchgefiihrt. (B) Es konnten zu keinem Zeitpunkt signifikante Anderungen in der Zahl von reifen CC1*
Oligodendrozyten nach GABAa- und GABAs-Rezeptor-Antagonisierung, im Vergleich zu Kontrolltieren,
detektiert werden. Es wurde eine x20 Vergro3erung zur Darstellung genutzt. MalR3stab = 50 um (P11 und
P15: n =6 (NaCl), n = 6 (DMCM), n = 6 (CGP); Einweg-Varianzanalyse mit Bonferroni post hoc Test (B
P11, P15)). Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.

Bei Verwendung des Reifemarkers CNP ergab die molekularbiologische
Proteinexpressionsbestimmung eine signifikante Reduktion im Alter P11 unter den CGP-
behandelten Ratten (0,7 + 0,04; p = 0,02; n = 7), im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese
regenerierte sich und war somit zu P15 nicht mehr nachweisbar. Nach DMCM-Gabe
folgten diesbeziiglich keine nennenswerten Alterationen (s. Abb. 10). Die Berechnungen
basieren auf dem Verhaltnis der CNP/B-AKTIN-Konzentration und sind in der Abb. 10, im
Bezug zum Mittelwert der Kontrolltiere (0,37 fur P11; 0,28 fur P15), dargestellt.
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Die Banden der Western Blot-Analyse sind exemplarisch in der Abb. 10 (A) aufgefuhrt.
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Abb. 10. GABAs-Rezeptor-Antagonisierung reduziert die CNP-Expression in vivo in der Western
Blot-Analyse. (A) Die Quantifizierung der CNP-Expression mittels Western Blot Analyse wurde mit -
AKTIN als Referenzprotein durchgefiihrt. (B) Die Ratio CNP/B-AKTIN wurde bestimmt und die Werte im
Verhaltnis zur Kontrollgruppe angegeben (Mittelwerte der Kontrolltiere: 0,37 (P11) und 0,28 (P15)). Nach
Behandlung mit DMCM ergaben sich keine signifikanten Alterationen im Alter P11 und P15. Nach CGP-
Behandlung zeigte sich hingegen eine signifikante Senkung der CNP-Expression zum Zeitpunkt P11, die
sich zu P15 wieder normalisierte (P11: n = 7 (Kontrolle), n = 7 (DMCM), n = 6-7 (CGP); P15: n = 6
(Kontrolle), n = 6 (DMCM), n = 6 (CGP); Einweg-Varianzanalyse mit Bonferroni post hoc Test (B: P11,
P15), *p < 0,05, versus Kontrollgruppe mit Vehikelbehandlung). Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher

Genehmigung vom Wiley-Verlag.

Fur eine detaillierte Betrachtung der Reifungsprozesse innerhalb der CGP-Gruppe
wurde, nach der Western Blot Untersuchung, zusatzlich eine immunhistochemische
Analyse durch Farbung mit CNP vorgenommen (s. Abb. 11). Diese zeigte eine
signifikante Abnahme der reifen OLIG2*CNP* Zellen pro Sichtfeld zum Zeitpunkt P11 auf
(15 £ 2; p = 0,002; n = 6). Gleiches zeigte sich bei Auswertung der CNP-Pixelintensitat
(61% £ 7; p = 0,015; n = 6) und der CNP-Flache (pro Feld) (60% = 7; p = 0,015; n = 6).
Die Berechnungen sind in % zur Kontrolle angegeben, wobei die Kontrolle als 100%
gesetzt wurde. Dabei lagen die Mittelwerte der Kontrolltiere hinsichtlich der CNP-
Pixelintensitat bei 14,8% und hinsichtlich der CNP-Flache (pro Feld) bei 13,0%.

Immunhistochemische Bilder der Reifungsauswertung von CC1*OLIG2* Zellen sowie
CNP*OLIG2* Zellen sind exemplarisch in den Abb. 9 (A) und Abb. 11 (C) dargestellt.
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Abb. 11. GABAB-Rezeptor-Antagonisierung reduziert die Reifung von CNP* Oligodendrozyten in
vivo in der immunhistochemischer Analyse. (A) Die immunhistochemische Analyse der 6 um Schnitte
der Cingulumregion wurde mit Antikdrpern spezifisch gegen CNP und OLIG2 fur CGP-behandelte Tiere
durchgefuhrt. (B) Die Zahl der CNP* Oligodendrozyten zeigte eine signifikante Reduktion nach GABAs-
Rezeptor-Antagonisierung zu P11. (C, D) Ebenso liel3 sich eine signifikante Abnahme der CNP-
Pixelintensitat und der CNP-Flache (pro Feld) messen. Diese Berechnungen wurden als % zur Kontrolle
(100%) dargestellt (100%-Kontrollwert fir CNP-Pixelintensitat: 14,8% (P11); CNP-Flache: 13,0% (P11)).
Es wurde eine x20 VergroRerung zur Darstellung genutzt. Mal3stab = 50 um (P11: n = 5-6 (NaCl), n = 5-6
(CGP); ungepaarter, zweiseitiger student’s t-Test, *p < 0,05, **p < 0,01 versus Kontrollgruppe mit

Vehikelbehandlung). Quelle: Modifiziert aus (1) mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.

3.4. Oligodendrogliare und gesamtzellulare Apoptose im Rattencortex nach

GABAa- und GABAg-Rezeptor-Antagonisierung

Apoptotische Prozesse dienen zur Regulation des oligodendroglidren Zellpools, mit dem
Ziel, die verschiedenen Oligodendroglia-Zellstufen optimal zu balancieren (73, 74). Um
die Apoptose im Cingulum nach GABAa- und GABAs-Rezeptor-Antagonisierung
beurteilen zu kdnnen, erfolgte eine immunhistochemische Farbung von Oligodendrozyten
sowie von allen DAPI* Zellen mit dem Apoptosemarker CASP3. Bilder der
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immunhistochemischen Analyse sind dabei exemplarisch in Abb. 12 (A, B) bereitgestellt.
Berechnet wurde je die Ratio (OLIG2*+CASP3*)/OLIG2* und (DAPI*+CASP3*)/DAPI*.
Es konnten nach GABAAa- und GABAg-Rezeptor-Blockade keine statistisch signifikanten

Anderungen im Alter von P11 und P15 nachgewiesen werden (s. Abb. 12 C, D).
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zieht keine Auswirkungen auf die Apoptose

oligodendrogliarer Zellen sowie auf die Gesamtzellzahl in vivo in immunhistochemischer Analyse

mit sich. (A, B) Die immunohistochemische Analyse der 6 um Schnitte der Cingulumregion wurde mit
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Antikorpern spezifisch gegen CASP3* und OLIG2* durchgefiihrt. (C, D) Dabei zeigte die Zahl der
apoptotischen Oligodendrozyten sowie die gesamtzellulare Apoptose keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrollgruppe nach DMCM- oder CGP-Gabe. Es wurde eine x20 VergroRerung zur Darstellung genutzt.
Mafstab = 50 ym (P11: n =5 (NaCl), n=6 (DMCM), n =6 (CGP); P15: n=6 (NaCl),n =6 (DMCM),n=6
(CGP); Einweg-Varianzanalyse mit Bonferroni post hoc Test (C, D: P11 und P15)). Quelle: Modifiziert aus

(1) mit freundlicher Genehmigung vom Wiley-Verlag.

4. Diskussion

Unsere Studie beschéaftigt sich mit den Auswirkungen von GABA-Rezeptor-
Antagonisierung auf die Myelinisierung sowie die Oligodendroglia in Hinblick auf ihre
Proliferation, Reifung und Apoptose am in vivo Modell der neonatalen Ratte. Die
Ergebnisse unserer Arbeit offenbaren verstarkte Einflisse insbesondere lber den
GABAg-Rezeptor. Die Antagonisierung mittels CGP ging mit einer signifikanten
Reduktion der MBP-Expression zum Zeitpunkt P15, vier Tage nach Behandlungsende,
einher. Weiterhin liel3 sich eine transiente Verzégerung der frihen Reifung, gemessen an
der Zahl der CNP* Oligodendrozyten im Alter P11, erkennen, die sich bei P15 wieder
regenerierte. Vier Tage nach Beendigung der CGP-Gabe war zudem ein Anstieg an
proliferierenden PCNA® oligodendroglidren Zellen zu vermerken sowie konkret eine
Zunahme der PDGFRa* OPC-Population. Die apoptotischen Prozesse blieben hingegen

in der Cingulumregion von der GABAa- und GABAs-Rezeptor-Antagonisierung unberihrt.

4.1. Auswirkungen der GABA-Rezeptor-Antagonisierung auf die Myelinisierung

Eine Reduktion der Proteinexpression von MBP war gleichartig durch Serrano-Regal et
al. nach CGP-Applikation beobachtet worden. Passend hierzu beschrieben sie bei
Anwendung eines Agonisierungsmodells, nach Gabe von exogenem GABA und
Baclofen, eine Zunahme der MBP-Expression (35). In unserer Versuchsreihe zeigte sich
eine relevante Reduktion der MBP-Expression nach DMCM-Behandlung einzig in der
immunhistochemischen Analyse, bestatigte sich jedoch nicht nach Untersuchung im
Western Blot. Hiermit weitestgehend in Konkordanz sahen Serrano-Regal et al. keine

signifikanten Alterationen nach GABAa-Rezeptor-Agonisation mit Muscimol (35).
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Arellano et al. hatten bereits beschrieben, dass die oligodendroglidaren GABAa-
Rezeptoren im Verlauf der OL Progression abnehmen (53). Unter Bericksichtigung
dieser Dynamik, scheint es mdglich, dass die Auswirkungen einer GABAAa-Rezeptor-
Antagonisierung/Agonisierung auf die Myelinisierung, entsprechend unseren
Studienresultaten, geringer ausfallt als bei einer GABAs-Rezeptor-Blockade. Serrano-
Regal et al. diskutieren in einem jingsten Review-Artikel Giber mdgliche Signalwege, die
die Zusammenhange zwischen GABA-Input und der damit einhergehenden MBP-
Expressionszunahme auf zellularer Ebene erklaren konnten. Hierzu gehoren
Phospholipase C B/focal adhesion kinase/Proteinkinase C und mitogen-activated protein
kinase Transduktionswege sowie die Tyrosinkinase Src-Phosphorylisierung. Ob sich
dieser Zusammenhang vollends bewahrheitet, bleibt noch Gegenstand aktueller
Forschung (50). Sie kdnnten jedoch einen moglichen Erklarungsansatz unserer Resultate

Uber die Interaktion zwischen GABA-Transmission und MBP-Expression bieten.

Im Kontrast zu unserer Arbeit stehen Erkenntnisse, die Hamilton et al. nach GABAa-
Rezeptor-Blockade mit Gabazin an Grof3hirnschnitten von M&ausen gewannen. Hier
zeichnete sich eine Zunahme der Myelinisierung ab (59). Zu diskutieren ist dabei, ob jene
Unterschiede auf die abweichenden neuronalen Strukturen im Maus- versus
Rattenmodell zurtckzufihren sind oder durch Umsetzung in vitro versus in Vvivo
entstehen. In einer Arbeit von Jakovcevski et al. wurde von einer Zunahme an MBP*
Oligodendrozyten in Kulturen des humanen fetalen Vorderhirns, im Vergleich zu
gefrorenen Schnitten, berichtet. Hierflr wurden zwei mogliche Ursachen ausgearbeitet:
Einerseits sind Myelin-inhibierende Proteine in Kulturen nicht mehr vorhanden, wozu
beispielsweise PSA-NCAM zugehorig ist. Andererseits wird auch eine stimulierende
Wirkung des Kulturmediums auf die Myelinisierungsprozesse vermutet (60). Dies kdnnte
als Erklarungsgrundlage fur die von Hamilton et al. prasentierte Myelinzunahme dienen
(59) und fur die Differenzen, im Vergleich zu unseren Ergebnissen im in vivo

Rattenmodell, sprechen.

Prinzipiell gilt es festzuhalten, dass Effekte auf die Myelinisierung unterschiedlichen
Ursprungs sein koénnen. Im in vivo Tiermodell missen insbesondere die erreichten
Auswirkungen der Antagonisierung auf die interneuronale-oligodendrogliare
Wechselwirkung mit einkalkuliert werden. Relevant ist dabei, dass neuronale Signale im

gesunden Organismus eine funktionierende Myelinisierung ihrer eigenen Axone mit
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stimulieren (36, 37). Bedenkt man nun, dass unsere DMCM- und CGP-Behandlung
wahrend des GABA-Switchs vonstattenging, (43) erscheint es mdglich, dass die GABA-
Rezeptor-Antagonisierung die depolarisierende Wirkung von GABA auf Neurone
herabsenkte und so eine Abnahme der Myelinbildung mit sich zog. Auch die von uns
aufgezeigte  oligodendroglidare  Reifungsverzégerung nach  GABA-Rezeptor-
Antagonisierung kann Uber eine verminderte Expression des glial cell-derived
neurotrophic factor Defizite in der neuronalen Entwicklung verursacht haben. Dies kénnte
sich wiederum ebenfalls in der Expressionsreduktion von Myelinproteinen sichtbar
gemacht haben. Ahnliche Zusammenhange wurden bereits an einem Hyperoxie-

Mausmodell gesehen (31).

4.2. Auswirkungen der GABA-Rezeptor-Antagonisierung auf die oligodendrogliéare

Entwicklung

Die Analyse der Oligodendroglia zeigte nach GABAg-Rezeptor-Antagonisierung eine
signifikante Erh6hung der Proliferationsrate im Alter von P15, gemessen an der Zahl der
PCNA*OLIG2* Zellen, wohingegen die Gesamtanzahl der OLIG2* Zellen sich nicht als
verandert prasentierte. Daraus schlussfolgernd ware anzunehmen, dass die beobachtete
Zunahme der Proliferation nicht die oligodendroglidare Gesamtheit in der Zellzahl betrifft,
sondern vermutlich nur Subgruppen jener Reihe. Eine Identifikation der primar
proliferierenden OPCs (7, 8), anhand des spezifischen Markers PDGFRa, zeigte in dem
Zuge eine signifikante Zunahme von oligodendrogliaren Vorlauferzellen im Alter P15
nach CGP-Behandlung auf. Es erscheint somit mdglich, dass in unserem
Antagonisierungsmodell  zun&chst  keine  unmittelbaren  Auswirkungen  der
oligodendrogliaren  Proliferation mit nachfolgender Zunahme des gesamten
oligodendroglidren Zellpools auftreten, sondern die verstarkte OPC-Proliferation als
kompensatorische Antwort auf die beginnenden Myelindefizite bei P11 zu werten ist,
dessen Folgeprozesse gegebenenfalls zu spateren Zeitpunkten sichtbar geworden
waren. Generell ergaben unsere Proliferationsanalysen keinerlei markante Alterationen
in der mit DMCM behandelten Tiergruppe. Abweichend von unseren Resultaten,
prasentierte sich nach GABAa-Rezeptor-Blockade mit Gabazin durch Hamilton et al. eine
Proliferationszunahme oligodendrogliarer Vorlauferzellen in Grol3hirnschnitten von

Mausen (59). Zonouzi et al. berichteten in einer weiteren Studie von einer OPC-
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Proliferation nach Antagonisierung des GABAa-Rezeptors mit Bicucullin im Mauskleinhirn
(2). Beide genannten Alterationen lieBen sich bei uns ausschliel3lich in der CGP-
behandelten Versuchsgruppe signifikant nachweisen, in der DMCM-Gruppe hingegen
nur in der Tendenz. FuUr jene Unterschiede in der Auswertung kommen als
Erklarungsansatz insbesondere unterschiedliche Dynamiken in der GABAa-Rezeptor-
Besetzung im Grof3- versus Kleinhirn infrage. Konkret wére eine starkere GABAAa-

Rezeptor-Expression im Kleinhirnmodell von Zonouzi et al. denkbar.

Unsere Versuchsreihe zur Evaluierung der oligodendrogliaren Reifung nach DMCM- und
CGP-Gabe zeigte eine transiente Reduktion der CNP*OLIG2* Zellen im Alter P11 nach
GABAs-Rezeptor-Blockade auf, die sich zum Zeitpunkt P15 wieder regenerierte. Eine
immunhistochemische Analyse mit dem Marker CC1 ergab in der oligodendrogliaren
Population hingegen keine nennenswerten Veranderungen in beiden Versuchsgruppen.
Aus bisherigen Studien ist uns bekannt, dass CNP bereits in unreiferen Zellstadien der
oligodendrogliaren Entwicklung exprimiert wird, der Marker CC1 hingegen erst zu
spateren Zeitpunkten (s. Abb. 2) (75). Daher ware eine Einschrankung der friihen Reifung
nach GABAg-Rezeptor-Inhibition denkbar, beispielsweise im Ubergang der Entwicklung
vom OPC hin zum unreifen Oligodendrozyten. So wie auch MBP, gehért CNP aul3erdem
zu den Myelin-bildenden Proteinen und hat eine tragende Funktion bei der Initiierung der
Myelinsynthese inne (76). Daraus schlussfolgernd kénnte eine transiente
Expressionsreduktion von CNP ebenfalls Ausdruck einer Initierungsstérung in der
Myelinformation sein und Ursache der von uns beobachteten Expressionsreduktion von
MBP. In Kontrast zu unserer Arbeit berichteten Zonouzi et al. von signifikanten
Reduktionen der CC1* Zellen nach GABAA-Rezeptor-Antagonisierung (2). Hamilton et al.
konnten bei einer GABAa-Rezeptor-Blockade mittels Gabazin-Applikation eine Zunahme
von reifen Oligodendrozyten vermerken (59). Ahnliche Erklarungsansatze wie bei den
Auswirkungen der GABAA-Rezeptor-Blockade auf die oligodendrogliare Proliferation sind

auch hier anwendbar.

Apoptotische Prozesse wurden sowohl im gesamten Zellverbund der Cingulumregion als
auch in der Untergruppe der oligodendrogliaren Zellen analysiert. Hamilton et al. konnten
in Kulturversuchen eine Abnahme des oligodendroglidren Zelltods nach GABAa-
Rezeptor-Inhibierung vermerken (59). In unserer Arbeit waren hingegen keine

Alterationen der Apoptose zu den beiden Zeitpunkten P11 und P15 erkennbar. Nach
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beobachteter Proliferationszunahme oligodendrogliarer Zellen zu P15, ware eine spatere

kompensatorische Apoptosesteigerung zur Balancierung des Gesamtzellpools mdglich.

Hinsichtlich der oligodendrogliaren Entwicklung zeigt sich somit der verzogerte Ubergang
von Vorlauferzellen zu noch unreifen Oligodendroglia sowie die Zunahme an
proliferierenden OPCs als Hauptmerkmal der beobachteten Alteration. Dabei ist zu
diskutieren, welche Prozesse nach GABA-Rezeptor-Antagonisierung konkret urséchlich
sind fur jene aufgefuhrten oligodendroglidren Entwicklungsveranderungen. Einerseits ist
ein direkter Effekt tUber die oligodendrogliaren GABA-Rezeptoren selbst mdglich.
Andererseits gehoért zu den weitreichenden Funktionen von MBP ebenfalls die
Stabilisierung von Mikrotubuli der Oligodendrozyten (70). Hierdurch ist ein
wechselseitiger Einfluss auf die Morphogenese jener Zellen zu erwarten. Ob somit die in
P15 sichtbare MBP-Expressionsreduktion weitere oligodendroglidre Effekte zu spateren
Zeitpunkten mit sich gezogen hatte, erscheint moglich und bleibt kiinftig zu erforschen.
Dabei scheint stets eine Differenzierung in der Beurteilung der GABAa- versus GABAs-
Rezeptoren sowie eine konkrete Analyse von moglichen Expressionsunterschieden jener
oligodendrogliarer Rezeptoren in verschiedenen Hirnregionen relevant. Die allgemeine
Abnahme der GABAa-Rezeptoren, wéhrend der oligodendrogliaren Progression, bietet
bereits eine Erklarungsgrundlage fir die geringer ausfallende Wirkung der DMCM-Gabe,
im Kontrast zur CGP-Behandlung. Weswegen die MBP-Reduktion in der
immunhistochemischen Analyse der vulnerablen Cingulum-Region bei DMCM-
behandelten Tieren tendenziell starker ausfallt, im Vergleich zum gesamten Grof3hirn bei
der Western Blot-Analyse, bleibt hingegen offen und ware durch unterschiedliche
Expressionsprofile der GABA-Rezeptoren und deren Untereinheiten erklarbar. Gleiches
gilt hinsichtlich der sichtbaren Zunahme an PDGFRa*™ OPCs, trotz des Ausbleibens einer

damit korrespondierenden gesamtcerebralen Erhohung der Pdgfra-Genexpression.

4.3. Zusammenfassung der Studienerkenntnisse

Im Hinblick auf die zu Beginn formulierten Forschungsfragen, lasst sich aus unseren
Studienergebnissen schlie3en, dass die GABAa- und GABAs-Rezeptor-Antagonisierung
eine Herabsenkung der Myelinisierung von Axonen im Grof3hirn der Ratte, gemessen an

der Expression von MBP, hervorruft. Besonders markant féllt diese nach CGP-Gabe
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aus. Hinsichtlich der oligodendrogliaren Entwicklung lie3 sich in unserer Arbeit eine
Zunahme der Proliferation nach GABAs-Rezeptor-Inhibition erkennen sowie eine
transiente Reifungsverzégerung unreifer oligodendrogliarer CNP* Zellstufen, jedoch
keine apoptotischen Veranderungen in der oligodendrogliaren und gesamtzellularen
Population. Alterationen, sowohl in der Myelinisierung als auch in der Oligodendrozyten-
Entwicklung, zeigten sich somit insbesondere nach CGP-Applikation, wohingegen aus
der GABAa-Rezeptor-Hemmung keine relevanten Anderungen resultierten. Einzig eine
Reduktion der MBP-Expression, bei spezifischer Analyse der Cingulumregion, war nach
GABAAa-Rezeptor-Inhibition erkennbar. Bei einem direkten Vergleich der beiden
analysierten Zeitpunkte wurde ersichtlich, dass sich die Myelinisierungsdefizite bei CGP-
Gabe insbesondere nach einer kurzen Erholungszeit, im Alter P15, prasentierten.
Gleiches qilt fur Proliferationszunahmen in der Gruppe oligodendrogliarer Gesamtzellen
sowie spezifisch in der Subgruppe der Vorlauferzellen. Eine Kkurzzeitige

Reifungsverzégerung war hingegen zum Zeitpunkt P11 erkennbar.

Eine mdgliche Relevanz der auf den oligodendrogliaren Zellen befindlichen GABA-
Rezeptoren im Hinblick auf die oligodendrogliare Entwicklung sowie die nachfolgende
Myelinisierung, war bereits in vorangegangenen Studien diskutiert worden. Jedoch
warfen bisherige Ergebnisse heterogene Thesen auf und beruhten zu gréf3ten Teilen auf
Zellkulturversuchen (2, 50, 59). Mit unserer Arbeit schafften wir anhand einer Analyse am
in vivo Modell eine gesamtorganische Betrachtung und bestéatigten damit einige der
bisherig aufgestellten Thesen. Kinftige Studien, beispielsweise anhand von Knockout-
Mausen mit Deaktivierung verschiedener GABA-Rezeptor-Subtypen, kénnten hierauf
aufbauend bei Analyse der oligodendrogliaren Proliferation, Reifung und Myelinisierung
ein weiterfuhrendes Verstandnis der Thematik bieten.

Im Hinblick auf die Forderung der Gehirnentwicklung von Neu- und Frihgeborenen, liel3e
sich, basierend auf unseren Resultaten, ein neurotoxischer Effekt der verminderten
GABA-Transmission auf das Myelin vermuten, den die Oligodendroglia zu kompensieren
versuchen. Zusammenhange zwischen einer GABAa-Rezeptor-Agonisierung und daraus
resultierenden Verbesserung in der Myelinbildung und im Verhaltensmuster wurden
beispielsweise an Meerschweinchen aufgezeigt. Diese hatten durch ihre Frihgeburt per
se, als Folge des reduzierten GABAergen Einflusses, Myelindefizite erfahren und

Verhaltensauffalligkeiten aufgezeigt. Dies konnte durch die pharmakologische GABAAa-
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Rezeptor-Agonisierung im Tiermodell kompensiert werden (77, 78). Ob GABA-Input,
beispielsweise ebenso Uber GABAs-Rezeptoren, im klinischen Umfeld bei der Ausbildung
von Schaden in der weil3en Substanz und der sekundéren Entstehung neurologisch-
psychiatrischer Erkrankungen entgegenwirkt, bleibt weiter zu erforschen.

4.4. Limitationen

Limitierend flr unsere Studie ist eine fehlende Subgruppen-spezifische Analyse
bezuglich maoglicher Unterschiede in den Auswirkungen der GABA-Rezeptor-
Antagonisierung. Es ist bekannt, dass weibliche Neu- und Frihgeborene eine bessere
Adaptationsfahigkeit und hohere Uberlebenschancen vorweisen (79-81). Ob unsere
Antagonisierungsreihe somit in der weiblichen Population beispielsweise mit einer
geringeren MBP-Reduktion einhergegangen ware, bleibt ungeklart. Ebenso liegen
Studien vor, die beschreiben, dass der GABA-Switch in der mannlichen Population spater
vonstattengeht als in der weiblichen (45). Inwieweit dies nach GABA-Rezeptor-Blockade
abweichende Auswirkungen auf die Gehirnentwicklung je nach Geschlecht mit sich zieht,
ist unklar. Bei einer langer andauernden exzitatorischen Wirkung von GABA auf die
Neuronen unter mannlichen Neugeborenen ware zu vermuten, dass eine
Antagonisierung jener Rezeptoren mit verminderter neuronaler Aktivitat einhergegangen

und daraus folgernd Stérungen in der Myelinbildung resultiert hatten.

Auch wurden in wunserer Arbeit, neben P11 und P15, keine spateren
Beobachtungszeitpunkte herangezogen. Zonouzi et al. hingegen untersuchten
Langzeiteffekte einer anfanglichen Hypoxie in ihrem neonatalen Kleinhirnmodell der
Maus und beobachteten eine partielle Myelinregeneration zu P30. Sie stellten gleichzeitig
Parallelen der Effekte einer Hypoxie zur GABAa-Rezeptor-Antagonisierung auf (2). Ob
sich auch in wunserem Tiermodell die Myelindefizite und oligodendrogliare
Entwicklungsveranderungen nach GABA-Rezeptor-Blockade langfristig dynamisch
geandert hatten, bleibt kiinftig zu erforschen. Besonders im klinischen Kontext sind
Langzeiteffekte von neuroprotektiven beziehungsweise neurotoxischen Prozessen von
Relevanz. Da sich der Zeitraum des schnellsten Hirnwachstums bis ins die ersten
Lebensjahre eines Menschen ziehen kann (5), erscheint eine Kompensation anfanglicher

Schadigungen in gewissem Mal3e mdglich.
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Abstract

Myelination of axons in the neonatal brain is a highly complex process primarily
achieved by oligodendroglial cells (OLs). OLs express receptors for y-aminobutyric
acid (GABA) which is released from cortical interneurons on a basal level, while
glial cells can be a source of GABA, too. We investigated GABA-induced oligoden-
droglial maturation, proliferation, apoptosis, and myelin production after pharmaco-
logical inhibition of GABA , and GABAg in the neonatal rat brain. Daily injections
of the reverse GABA , receptor agonist (DMCM) and the GABAy receptor antago-
nist (CGP35348) were performed from postnatal day 6 (P6) to P11. MBP expression
was examined by Western blots and immunohistochemistry. Furthermore, we deter-
mined the number of CC1TOLIG2* and CNPTOLIG2* cells to assess maturation,
the number of PCNA*OLIG2" oligodendrocytes to assess proliferation, the num-
ber of oligodendrocyte precursor cells (PDGFRa*OLIG2"), and apoptosis of OLs
(CASP3ATOLIG2*) as well as apoptotic cells in total (CASP3A*DAPI*) at P11
and P15. In addition, we analyzed the expression Pdgfra and CNP. MBP expression
was significantly reduced after CGP treatment at P15. In the same animal group,
CNP expression and CNP*OLIG2* cells decreased temporarily at P11. At P15, the
proliferation of PCNA*OLIG2" cells and the number of PDGFRa"OLIG2" cells
increased after GABAy receptor antagonization whereas no significant differences
were visible in the Pdgfra gene expression. No changes in apoptotic cell death were
observed. CGP treatment induced a transient maturational delay at P11 and deficits in
myelin expression at P15 with increased oligodendroglial proliferation. Our in vivo
study indicates GABAj receptor activity as a potential modulator of oligodendroglial
development.

KEYWORDS
y-aminobutyric acid (GABA), neonatal brain, oligodendroglia, myelination, proliferation
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1 | INTRODUCTION

y-aminobutyric acid (GABA) is well-known as the main
inhibitory neurotransmitter in the adult brain. Prenatally,
however, it carries the potential to trigger excitatory currents
(Ben-Ari, 2002; Ganguly et al., 2001; Kirchhoff & Ketten-
mann, 1992; Leinekugel et al., 1999). Its ionotropic and
metabotropic receptors are characterized by a high hetero-
geneity as their function and the composition of their subunits
can vary immensely depending on the brain region and the
developmental stage (Balia et al., 2015; Serrano-Regal et al.,
2020; Vogt, 2015).

In contrast to neuronal GABA receptors, the functional
expression of GABA receptors in oligodendroglial lineage
cells has not been investigated in great detail (Gilbert et al.,
1984; Serrano-Regal et al., 2020: Steinhauser et al., 1994).
Recent studies assessed the expression of GABA, recep-
tors and GABAg receptors in oligodendrocytes and discov-
ered their presence as being more pronounced in oligoden-
drocyte precursor cells (OPCs) compared to mature oligoden-
drocytes (Arellano et al., 2016; Karadottir & Attwell, 2007;
Serrano-Regal et al., 2020). Myelinating oligodendrocytes,
which evolve from OPCs, are responsible for a proper myeli-
nation of neuronal axons in the central nervous system (CNS)
to guarantee a high transmission speed of electric impulses
(Baumann & Pham-Dinh, 2001). GABA can be assumed to
influence myelin sheath development by activating oligoden-
droglial GABA receptors. However, results concerning this
matter have so far shown inconsistency and heterogeneity
(Baliaetal., 2017; Luyt et al., 2007; Tong et al., 2009). Hamil-
ton et al. described a decrease in oligodendroghal cell death
as well as an enhanced oligodendroglial maturation, prolifer-
ation and myelination resulting from blocking GABA , recep-
tor activity in cerebral cortex slices of mice (Hamilton et al.,
2017). The research by Zonouzi et al., in contrast, indicated
an increase in OPC proliferation and a delay of oligoden-
droglial maturation in the cerebellar white matter after injec-
tion of the GABA , receptor antagonist bicuculline in mice
(Zonouzi et al., 2015). In a recent study, Serrano-Regal et al.
showed that GABA stimulates oligodendroglial differentia-
tion and myelin basic protein (MBP) expression in oligoden-
drocyte cultures via GABAg receptors in vitro, while there
was no effect on the proliferation of OPCs (Serrano-Regal
et al., 2020). To further define the effects that GABA receptor
activation exerts on oligodendrocytes, additional experiments
will be needed to elucidate interactions between GABAergic
interneurons and immature oligodendroglia cells during brain
development.

Developmental myelination has been described as a vul-
nerable process which is influenced by oligodendrocytes
themselves (Baumann & Pham-Dinh, 2001}, neuronal stim-
uli (Gibson et al., 2014), soluble growth factors and neu-
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rotransmitters (Barateiro et al, 2016), as well as the
absence of axonal inhibitors such as Leucine rich repeat and
Immunoglobin-like domain-containing protein 1 (LINGO-1)
or LICAM (LI) (Barbin et al., 2004; Mi et al., 2005). It is
estimated that the lack of these axonal inhibitors in oligoden-
droglial cultures (Jakoveevski et al., 2009), may affect in vitro
results as compared to experiments in in vivo models. Also,
Arellano et al. demonstrated in their in vitro studies the rele-
vance of neuronal crosstalk for a long-lasting GABA , recep-
tor stability (Arellano et al., 2016). This and the general com-
plexity of the interaction between GABA, oligodendroglia,
neurons, and myelin sheaths further underline the need for
new studies based on in vivo models. Therefore, we used in
vivo rat experiments to analyze the effects of GABA, and
GABAg receptor inactivation on oligodendroglial prolifera-
tion, maturation, apoptotic cell death, and myelination in the
cingulum.

In our study, we demonstrate in an in vivo rat model that
pharmacological inhibition of GABAg receptors with CGP
causes a reduction of MBP levels as well as an increase
in the proliferation rate of oligodendroglial cells in the cin-
gulum. Both effects are not present after application of the
GABA , reverse agonist DMCM. Further, we detected a tem-
porary maturational delay among the CGP treated animals.
No changes in apoptosis were present after DMCM and CGP
application in oligodendrocytes and cells of the cingulum in
total. Taken together, our results support the idea that GABAg
receptors are highly relevant for developmental myelination.

2 | METHODS

2.1 | Animals and antagonization

All animal experiments were performed based on the inst-
tutional guidelines for good laboratory practice, as well
as the ARRIVE guidelines, and were approved by the
animal welfare committees of Berlin, Germany (LAGeSo,
approval number G-0075/18). Six days old Wistar rats (P6)
were divided into three experimental groups and received
a daily intraperitoneal (i.p.) application of either (/) a
vehicle (100 wl 0.9% NaCl/10 g bodyweight), (2) the
GABA , inverse agonist methyl-6,7-dimethoxy-4-ethyl-beta-
carboline-3-carboxylate (DMCM) hydrochloride with a con-
centration of 50 pglkg or (3) the GABAg antagonist 3-
Aminopropyl-diethoxymethyl-phosphinic acid (CGP35348)
with a concentration of 10 mg/kg (Figure 1). These concen-
trations were chosen because of their convulsion-avoiding
effects (Kulick et al., 2014; Tyagi et al., 2015) and are based
on preliminary experiments on dose optimization. Rats were
housed under 12:12h light:dark eycle together with their lac-
tating mothers until analyses at P11 and P15 (Figure 1). No
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FIGURE 1 Schematic illustration of the experimental antagonization of GABA, and GABAy receptors via i.p. application of DMCM or CGP.

Vehicle treatment or GABA antagonization was performed on a daily basis between P6 and P11, Two endpoints, P11, directly after the final

injection, and P15, four days afterwards, were analyzed

major weight losses and no other morbidities were recognized
in all pups during and after the treatment.

2.2 | Immunohistochemistry

2.2.1 | Immunofluorescence

The rats were anesthetized according to the guidelines of
the animal welfare committee at the experimental endpoints
P11 or P15 with an i.p. injection of ketamine (100 mg/kg).
xylazine (20 mg/kg) and acepromazine (3 mg/kg). They were
transcardially perfused with phosphate buffered saline (PBS).
followed by 4 % paraformaldehyde (PFA). After dissection,
the brains were fixed in 4 % PFA/PBS at 4°C overnight. Brains
were paraffin-embedded and processed for histological stain-
ing. Tissue sections were cut at 6 ym and stored at room tem-
perature until usage.

Paraffinized sections were deparaffinized by a treatment
with Roti-Histol (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and rehy-
drated in solutions of falling ethanol concentration. Heat
mediated antigen retrieval was performed in the microwave
at 600 Watt (citrate buffer, pH 6.0) for 10 minutes. After-
wards, sections were left for at least one hour in blocking
solution [3% Bovine Serum Albumin, 0.2% Triton X-100
in PBS] at room temperature. Following primary antibod-
ies were diluted in an antibody diluent (Zymed Laborato-
ries, San Francisco, California, USA): polyclonal rabbit anti-
body to myelin basic protein (MBP, Abcam, #40390, 1:500),
polyclonal mouse antibody to proliferating cell nuclear anti-
gen (PCNA, Abcam, #ab29, 1:500), monoclonal mouse anti-
body to APC (CCl, Calbiochem, #OP80, 1:250), mono-
clonal rabbit antibody to cleaved caspase 3 (CellSignal-
ing, #9664, 1:2000), monoclonal rabbit antibody to platelet
derived growth factor receptor a (PDGFRa, Cell Signaling,
#3174, 1:500), monoclonal mouse antibody to 2°.3"-cyclic-
nucleotide 3’-phosphodiesterase (CNPase, Sigma-Aldrich,
MAB326, 1:400) and polyclonal goat antibody to oligoden-
drocyte 2 (OLIG2, R&D systems, AF2418, 1:2000). The incu-
bation was performed at 4°C overnight. Following secondary

antibodies were afterwards diluted and applied to the brain
sections: goat-anti-mouse Cyanine 5 (Jackson ImmunoRe-
search Laboratories, 1:100), goat-anti-rabbit Alexa Fluor
546 (Molecular Probes, #A11010, 1:200), goat-anti-mouse
Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, #A11003, 1:200) and
594 (Molecular Probes, #A411032, 1:200) and donkey-anti-
goat Alexa Fluor 488 (Life Technologies, #A11055, 1:200).
All sections were counterstained with 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPL Sigma, #32670, 1:2000). The incuba-
tion lasted for one or two hours, depending on the anti-
body. at room temperature. Mounting was performed with
mounting media (Shandon Immu-Mount, Thermo Fisher
Scientific).

2.2.2 | Microscopy and cell density
measurements

Immunohistochemically stained cerebral sections were
viewed blindly using a Keyence compact fluorescent micro-
scope BZ 9000 (Keyence, Osaka, Japan) with a 10x or 20x
objective lens. The fluorescent properties of DAPL, MBP
as well as CC1, CASP3A, PCNA, PDGFRa and CNP were
visualized at the cingulum region.

For analysis of oligodendroglial maturation, prolifer-
ation, and apoptosis, CCl1, CNP, PCNA, PDGFRa and
CASP3A stainings were co-labelled with OLIG2. In aver-
age, two images out of two to four sections from one
animal were obtained with help of the BZ-II Viewer
software (Keyence). The merging process was performed
by the BZ-II Analyzer software (Keyence). In order to
analyze cell numbers in CCITOLIG2", CNP"OLIG2*,
PCNA*OLIG2*, PDGFRa*OLIG2*, CASP3A*OLIG2*
and CASP3A*DAPI* co-stainings, brightness and contrast
were adapted with minimal manipulation and cells were
counted manually and blindly via Adobe Photoshop CS6
(Adobe Systems Incorporated). MBP and CNP stainings
were analyzed using the ImageJ software (National Institute
of Health) by measuring the pixel intensity as well as the area
(per field).
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2.3 | Molecular analysis

For molecular analysis, the brains of the rats were perfused
with PBS, freezed in liquid nitrogen and stored at —80°C
until protein and ribonucleic acid (RNA) extraction were per-
formed.

2.3.1 | Protein extraction

Brain tissue was homogenized in a 4°C radioimmunoprecipi-
tation assay (RIPA) buffer solution (Thermo Fisher Scientific)
in order to extract proteins. For measurement of protein con-
centration, the Pierce BCA kit (Pierce/Thermo Fisher Scien-
tific) was used. Spectrophotometry was performed with the
iMark™ Microplate Absorbance Reader (BioRad, Life Sci-
ence Research, Munich, Germany) at a wavelength of 570 nm.

2.3.2 | Western blotting

Aliquots of proteins were equally loaded (20 pg per lane) on
4-20 % Criterion™ TGX™ Precast Gels (BioRad) and sepa-
rated according to their molecular weight by using PowerPac
HC BioRad (180'V, 0.10 A, 300 W). The gels were transferred
onto Trans-Blot Turbo nitrocellulose membrane (0.2 pm pore,
BioRad) via Trans-Blot Turbo Transfer System and after-
wards blocked in Roti Block (Carl Roth) for one hour. Fol-
lowing primary antibodies were diluted in Tris-buffered saline
(TBS): monoclonal mouse antibody to MBP (Covance, #SMI-
99P0, 1:1000), polyclonal rabbit antibody to 2°.3’-cyelic-
nucleotide 3’-phosphodiesterase (CNPase) (Thermo Fisher,
#PAS5-27972, 1:1000) and, for normalization, monoclonal
mouse antibody to f-ACTIN (Sigma, #A5316, 1:5000). Mem-
branes were incubated in primary antibodies at 4°C overnight.
Afterwards, they were treated with horseradish-peroxidase-
conjugated (HRP) secondary antibodies (polyclonal goat-
anti-rabbit, Dako, PO448 and goat-anti-mouse, Dako, P0447)
which were diluted to 1:2000 in TBS, for one hour. Chemilu-
minescent detection was performed using Clarity™ Western
ECL Substrate (BioRad) or Supersignal West Pico (Pierce,
Rockford, Illinois, USA) kits according to manufacturers’
directions. The bands were measured using ChemiDoc™
XRS+ system (BioRad) and quantified with Image Lab™
(BioRad). All protein levels were normalized to f-ACTIN
expression level. Due to similar molecular weights of CNP
and f-~ACTIN, membranes were stripped, in this particular
case, between analyses with Restore™ Western blot stripping
buffer (Thermo Fisher Scientific), according to the manufac-
turers” instructions.

2.3.3 | RNA extraction and quantitative
real-time PCR

Total RNA was isolated from snap frozen brain tissue by
acidic phenol/chloroform extraction (peq GOLD RNAPure™!;

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Germany). 2 ug of
RNA were treated with DNase and reverse transcribed. The
RNA expression of Hypoxanthine phosphoribosyltransferase
1 (Hprt) and platelet derived growth factor receptor alpha
(Pdgfra) were quantified in triplicate with the sequences sum-
marized in Table 1 A. PCR and detection were performed with
gPCR BIO Mix Hi-ROX (NIPPON Genetics Europe, Diiren,
Germany). Hprt was used as an internal reference. The expres-
sion of target genes was analyzed with the StepOnePlus real-
time PCR system (Applied Biosystems/Life Technologies,
Carlsbad, California, USA) according to the 2-22T_method
(Livak & Schmittgen, 2001).

2.4 | Statistics

For statistical analysis, the mean value + Standard Error
of Mean (SEM) of two images out of two to four sections
from one animal were obtained. Here, n reflects the num-
ber of rats per control as well as per experimental group
included into the statistical analyses. The analysis as well
as the creation of graphs were performed via Graph Pad
Prism 8.0 software (GraphPad Software, La Jolla, California,
USA). One-way analysis of variance (ANOVA) with Bon-
ferroni post hoc tests were used when comparing the con-
trol animals with both experimental groups. An unpaired t-
test (two-tailed) was applied in case of a one-to-one com-
parison between a control and a test group. If a signifi-
cant difference appeared among means (p < 0.05), Brown-
Forsythe and Welch ANOVA with Dunnett’s T3 multiple
comparisons test was applied. Additionally, a Shapiro-Wilk
test was used to examine the distribution. If values were not
normally distributed, a Kruksal-Wallis test was performed.
Results were defined as significant in case of a p-value
< 0.05.

3 | RESULTS
3.1 | GABAj receptor antagonization
reduces MBP levels in vivo

To analyze the function of GABA on oligodendroglial cells,
we antagonized GABA , and GABAy receptors in the brains
of neonatal rats by daily injection of GABA, inverse ago-
nist DMCM and GABAy antagonist CGP, respectively, from
P6 to P11. We investigated cellular effects with regards to
oligodendroglial proliferation, maturation, and apoptosis rate
via immunohistological labelling of specific markers. Also,
since oligodendrocytes carry the major role in myelinating
neuronal axons (Back, 2006; Baumann & Pham-Dinh, 2001),
possible impairments on myelin production resulting from
DMCM and CGP treatment were examined by Western blot
and immunohistochemistry via MBP analysis at ages P11,
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TABLE 1
Pdgfra: Platelet derived growth factor receptor alpha

(A) Sequences of oligonucleotides and gene locus labelled with FAM/TAMRA. Hprt: Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1.

Accession number
A Gene Oligonucleotide sequence 5°-3° (NCBI)
Hprt :
Forward Primer GOGAAAGAACGTCTTGATTGTTGAA NM_012583.2
Reverse Primer CCAACACTTCGAGAGGTCCTTTT
Probe CTTTCCTTGGTCAAGCAGTACAGCCCC
Pdgfra :
Forward Primer CCTGCGCCGTCTTTAACAAT NM_012802.1
Reverse Primer TCTCCTCCAGCATGGTGATG
Probe TTACCCTGGAGAGGTGAGAA

immediately after antagonization, and P15, after further 4
days without treatment. As shown in Figure 2a—c, antagoniza-
tion of GABA, and GABAg receptors did not significantly
alter MBP immunostaining intensity of the white matter at
P11 but caused a significant reduction of MBP protein levels,
normalized to f-ACTIN, in CGP treated animals at the same
time point (CGP: 0.8: + 0.03; p = 0.001: n = 7) (Figure 2d
and e). At P15, in contrast, there was a significant reduction
of MBP pixel intensity for both treatment groups compared to
controls (DMCM: 35 + 10; p=0.01: CGP: 38 £ 9: p=0.01:
n = 6) (Figure 2b). The same applies to the measurement of
MBP area (per field) (DMCM: 33.3 + 10; p = 0.01; CGP:
27.31 £ 5; p=10.007, n=6) (Figure 2c). The findings for MBP
reduction in CGP treated animals at P15 were confirmed by
our Western blot results as shown in Figure 2e (CGP: 0.7 +
0.06; p = 0.03: n = 6), however not for the DMCM group. In
total, CGP treatment caused a consistent decrease, predomi-
nantly at P15, in MBP production.

3.2 | GABA, receptor antagonization
increases proliferation of oligodendroglia in
vivo

The oligodendroglial
progression

lineage is characterized by its
oligodendroglial
pre-oligodendrocytes, immature/premyelinating to
mature/myelinating  oligodendrocytes (Barateiro et al.,
2016; Jakovcevski et al., 2009; Miron et al., 2011). A high
proliferation rate is seen in progenitor and immature stages,
while proliferation is downregulated at more mature stages in
favor of initiating myelin production (Barateiro et al., 2016).
Immunohistochemistry was performed to assess the effects
of DMCM and CGP treatment on proliferation of oligoden-
droglial lineage cells at P11 and P15. Rates of PCNA™ (i.e.
proliferating) cells were examined for all oligodendroglial
cells by co-staining for OLIG2. The results indicate no signif-
icant elevation of (OLIG2% 4+ PCNA*)/OLIG2* rates at P11
in both animal groups receiving GABA , or GABAj receptor

from precursor  cells,

antagonist injections (Figure 3a and b. A significant increase
was detected at P15 after CGP treatment in comparison to
age matched controls (CGP: (0.8 + 0.01; p = 0.002; n = 6)
(Figure 3b). After antagonization with DMCM, no significant
rise was observed at P15 (DMCM: 0.7 + 0.06; p = 0.06; n
= 6) (Figure 3b). However, as shown in Figure 3c. a change
of total OLIG2" cell number was not detected at any time

point.

3.3 | GABAy receptor antagonization
increases OPC population of oligodendroglia in
vivo

For further analysis of effects on cell proliferation, we per-
formed real-time PCR for Pdgfra gene expression quantifica-
tion as a marker for OPCs. The results did not show expression
changes of the investigated OPC marker (Figure 4c). To inves-
tigate possible effects of GABAg receptor antagonization on
the OPC population, specifically, we performed immunohis-
tochemical stainings of PDGFRa™ OLIG2* cells at P11 and
at P15 (Figure 4a and b). As a result, there was a significant
increase in the (OLIG2" + PDGFRa™)/OLIG2* ratio in CGP
treated animals at age P15 (CGP: 0.3 + 0.02; p=0.007:n=6)
(Figure 4b). No significant changes in the proportion of OPCs
over total OLIG2* cells were found at P11 (CGP: 0.5 + 0.03;
p=0.18: n = 6) (Figure 4b).

34 | GABA, receptor antagonization shows
a delay in early maturation of oligodendrocytes
in vivo

Proper oligodendroglial lineage progression is essential
for developmental myelination (Barateiro et al., 2016;
Jakoveevski et al., 2009). To examine effects of GABA
and GABAjy antagonization on oligodendroglial maturation,
we performed immunostainings with CC1 as a maturation
marker in these cells. Analysis of the ratio of (OLIG2" +
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GABAy, receptor antagonization reduces MBP levels in vivo. (a—¢) Immunohistochemical analysis of the cingulum region shows

no significant change in MBP fluorescence intensity and in area (per field), caused by GABA , and GABA, receptor antagonization at P11. At P15,

however, a significant reduction of MBP intensity and area (per field) was measured in both experimental groups. (d, e¢) The MBP expression was

quantified by Western blot analysis. A ratio of MBP and -ACTIN was determined. After DMCM treatment, MBP expression was not significantly
reduced at P11 and P15. MBP expression after CGP treatment showed a significant decrease at P11 and P15. A x10 objective lens was used for P11
and a x20 objective for P15. Scale bar = 50 ym (n = 4-7 (control), 6-7 (DMCM), 6-7 (CGP): post-hoc ANOVA test *P < 0.05, #*P < 0.01 versus

control group with vehicle application)

CC1%)/OLIG2* cells at the ages P11 and P15 did not reveal
effects of GABA, or GABAj receptor antagonization with
DMCM or CGP, respectively (Figure 5a and b). For further
analysis of maturation towards premyelinating and myelinat-
ing oligodendroglial stages, CNP production was quantified
from brain tissue samples via Western blot analysis at both
time points. As demonstrated in Figure 6a and b, the ratio
of CNP and f-ACTIN protein levels showed a significant
reduction (0.7 + 0.04: p < 0.05;: n = 7) at P11 after treat-
ment with CGP for GABAy receptor antagonization. Treat-
ment with DMCM did not show similar effects. At P15, no
significant difference was found in any treatment group (Fig-

ure 6b). Our immunohistochemical stainings for analysis of

CNP*OLIG2*cells (15.2 + 2.4; p = 0.002; n = 6) (Figure 6¢
and d), and for measurement of CNP pixel intensity (61.0 + 7

p=0.015; n = 6) (Figure 6¢ and ) and area (per field) (59.5 +
6: p = 0.015; n = 6) (Figure 6¢ and f) confirmed the findings
of CNP reduction after CGP application at age P11. Taken
together, there was a decrease of CNP protein production in
oligodendrocytes at age P11 after GABAR receptor antago-
nization without changes in the ratio of CC1* oligodendro-
cytes.

3.5 | GABA, and GABA; antagonization
does not cause apoptosis in oligodendrocytes
and total cells in vivo

Stainings with cleaved caspase 3 (CASP3A) antibodies
were performed at both endpoints to determine possible
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GABA,, receptor antagonization increases proliferation of oligodendroglia in vivo. (a, b) Immunohistochemical analysis of the 6

um sections of the cingulum region to label proliferating PCNA* oligodendrocytes at P11 and P15. The ratio of PCNA* oligodendrocytes showed no

changes in the cingulum of rats after GABA , and GABAy antagonization at P11. A significant increase of proliferating oligodendrocytes was

measured at P15, after CGP treatment, while in DMCM treated animals, no significant rise was detectable. (¢) OLIG2™ cells (per field) showed no

significant differences compared to the control group at stage P11 and P15. A x20 objective lens was used. Scale bar = 50 gm (n = 6 (control), 6
(DMCM), 6 (CGP); post-hoc ANOVA test **P < 0.01 versus control group with vehicle application)

alterations through GABA, and GABAjg antagonization
on apoptotic cell death of oligodendroglial cells as well as
of all DAPI" cells in total. The results in Figure
b present that there are no differences when comparing
(OLIG2* + CASP3A™*)/OLIG2" cells of animals of both
experimental groups to control rats. Similar results can be
seen when looking at (DAPI*CASP3A™*)/DAPI* cells at P11
and P15, indicating no altered apoptosis activity amongst
all cells after a treatment with DMCM and CGP (data not
shown).

7a and

4 | DISCUSSION

In this study, we demonstrate that GABAy receptor antago-
nization in newborn rats by daily systemic injections (P6-P11)
of DMCM and CGP, followed by analysis at the endpoints P11
and P15, respectively, caused a significant reduction of MBP
production during brain development. In addition, our exper-
iments revealed a significant increase of proliferating oligo-

dendroglial cells in CGP treated rats. Remarkably, both events
were most pronounced during further development until P15.
Our treatment with DMCM and CGP did not influence the
numbers of mature CC1* oligodendroglia. However, solely
after CGP application, a maturational delay in early stages
of oligodendrogenesis was observed by a decrease in CNP*

oligodendrocytes (P11) and at P15, an increased number of

PDGFRa™ oligodendrocyte progenitor cells. Antagonization
of GABA receptors did not lead to changes in oligodendroglial
apoptosis or total cell numbers of oligodendroglial lineage
cells of the cingulum.

These findings expand our view on the role of GABA
receptors on oligodendroglial proliferation, and maturation,
as well as on myelination of the immature brain. In our rat
experiments, the impact of GABAg receptor antagonization
on myelination are in accordance with the findings presented
by Serrano-Regal et al. (Serrano-Regal et al., 2020). The
same applies to results of GABA receptor antagonization,
which showed no significant changes in myelin sheath
development (Serrano-Regal et al., 2020). These results,
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GABAy receptor antagonization increases OPC population of oligodendroglia in vivo. (a, b) Immunohistochemical analysis of the

6 pum sections of the cingulum region to label PDGFRa™ oligodendrocytes of CGP treated animals at P11 and P15. The ratio of PDGFRa™

oligodendroglial cells showed no changes after GABA; antagonization with CGP treatment at age P11, while at age P15, after four days recovery, a

significant increase was measured. (¢) Real-time PCR to measure the gene expression of Pdgfra at both time points. No significant differences were

found in the experimental groups at any time. A x20 objective lens was used. Scale bar = 50 gm (n = 6 (control), 6 (DMCM), 6 (CGP): unpaired

t-test for (b). post-hoc ANOVA test for (¢), **P < 0.01 versus control group with vehicle application)

after inhibition of GABA, receptors, are incoherent with
observations made by Hamilton et al., who presented an
increase of myelination of rodent brain slice cultures after
treatment with the antagonist GABAzine (Hamilton et al.,
2017). A possible explanation for this inconsistency is
delivered by Jakovcevski et al. (Jakovcevski et al., 2009), who
in their study described an increase in the number of MBP*
oligodendrocytes in human fetal slice cultures of the fore-
brain, in comparison to frozen sections, and explained it, on
the one hand, with the possible absence of myelin inhibitors,
such as polysialylated neuronal cell adhesion molecule (PSA-
NCAM), and, on the other hand, with the stimulation of
myelination caused by the culture medium itself (Jakovcevski
& Zecevic, 2005; Jakoveevski et al., 2009; Jakovcevski et al.,
2007).

Our data show that the proliferation rate of overall OLIG2*
oligodendroglial cells is increased after GABAp antago-
nization at P15, i.e., four days of recovery time after final
pharmacological treatment at P11. However, numbers of
overall OLIG2" cells did not differ after GABAg receptor
antagonization. Apparently, the effect of higher proliferation
accounts for a subset of oligodendroglial lineage cells but does
not enhance the number of the whole OLIG2* cell popula-
tion in a statistically relevant manner. To specify cell num-
bers for progenitor stages, we further determined PDGFRa*
OPC numbers in animals after GABAy receptor antagoniza-
tion which demonstrated a significant increase in the defined
OPC population at age P15 in comparison to controls without
antagonist treatment. In contrast to these results after GABAg
receptor antagonization, no changes in the proliferation of
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GABAy, receptor antagonization shows no changes in maturation of CC1* oligodendrocytes in vivo. (a,b) Immunohistochemical

analysis of the 6um sections of the cingulum region to label mature CC17* oligodendrocytes at P11 and P15. No significant differences in the number

of mature CC1* oligodendrocytes were observed in the cingulum of rats after GABA, and GABA, antagonization at P11 and P15 in comparison to
the control pups. A x20 objective lens was used. Scale bar = 50 ym (n = 6 (control), 6 (DMCM), 6 (CGP): post-hoc ANOVA test *P < (.05 versus

control group with vehicle application)

oligodendroglial lineage cells and no alterations of Pdgfra
expression were found in our analysis after GABA , recep-
tor antagonization. Hence, our findings after GABA , recep-
tor antagonization differ to those from Zonouzi et al. who
found an increased proliferation in OPCs in the mouse cere-
bellum after application of the GABA , receptor antagonist
bicuculline (Zonouzi et al., 2015). Interestingly, the differ-
ent subregions of the brain, i.e., cerebellum in the Zonouzi
study versus cerebrum in our study, seem to coincide with
different cellular responses to the blocking of GABA , recep-
tor. It cannot be excluded, however, that the variation may
be caused by the different species of rats and mice. Hamil-
ton et al. likewise discovered an increase in proliferation after
GABA , receptor blockade in cerebral mouse cortex slices
(Hamilton et al., 2017). In theory, the absence of proliferative
changes at P11, together with the clear enhancement of prolif-
eration activity in OPCs at P15, suggests that GABA receptor
antagonization may not have a direct effect on the prolifera-
tion of oligodendroglial lineage cells. Instead, the increased
proliferation may occur as a late compensative response to
the earlier myelin deficits at P11 after administration of the

final injection. Since GABA receptor inhibition also applies
to interneuronal GABA receptors, it has to be discussed that
GABA receptor antagonization may exert effects on interneu-
rons that impair interneuronal-oligodendroglial interactions
relevant for oligodendroglial maturation and myelin produc-
tion.

The altered maturation of oligodendroglial cells after CGP
application at P11 documented by the temporary reduction
of CNP levels in Western blots as well as by the decrease
of CNPFOLIG2" cells in the immunohistochemical stain-
ings, seems to recover thereafter as indicated by CNP pro-
tein expression returning to control levels at P15. In contrast,
GABA , receptor antagonization caused no effects on oligo-
dendroglial maturation. The numbers of mature CC1* oligo-
dendrocytes were not altered by GABA 4, and GABAg antag-
onization at any given time point. Since the expression of
CNP is initiated in earlier stages of oligodendrogenesis than
in the case of CC1 expression (Cai et al., 2010), our data could
indicate that maturation is affected mainly in early oligoden-
droglial stages, i.e. during transition from OPCs to imma-
ture oligodendroglial stages. It has to be considered that CNP
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FIGURE 6 GABAj receptor antagonization shows a delay in early maturation of CNP* oligodendrocytes in vivo. (a, b) The CNP expression

was quantified by Western blot analysis. A ratio of CNP and f-ACTIN was determined. After DMCM treatment, no significant difference could be

measured at both time points. After CGP treatment, however, CNP showed a decrease at P11 and normalized again at P15, (¢-f)

Immunohistochemical analysis of the 6um sections of the cingulum region to label mature CNP' oligodendrocytes of CGP treated animals at P11.

The number of CNP* oligodendroglial cells shows a significant decrease after GABAy, receptor antagonization at P11. Likewise, a significant

reduction of CNP fluorescence intensity (in % control) and CNP area (per field) was measured. A x20 objective lens was used. Scale bar = 50 ym (n
= 67 (control), 67 (DMCM), 6-7 (CGP); post-hoc ANOVA test (b), unpaired t-test for (d.e.f) *P < (.05, *#P < 0.01 versus control group with

vehicle application)

belongs to the group of myelin associated proteins and plays
a major function in processes that lead up to the formation of
myelin sheaths (Gravel et al., 1996). Its altered protein expres-
sion after CGP treatment could therefore implicate a damage
in the initiation of myelination. In contrast to our findings,
Zonouzi et al. reported a reduction of CC17* cells after bicu-
culline application (Zonouzi etal., 2015) while Hamilton et al.
described GABA as a neurotransmitter that causes a decrease
in mature oligodendrocytes via its GABA , receptors, based
on experiments with GABAzine (Hamilton et al., 2017). This
discrepancy remains to be explained but may result from
the use of different GABA, receptor antagonists as well

as the varying experimental focus on either cerebrum or
cerebellum.

As stated by Kessaris et al. and Sun et al., apoptotic cell
death is an important regulator of the oligodendroglia cell
pool and can be regarded as a tool of homeostasis between the
different cell stages (Habermacher et al., 2019; Kessaris et al.,
2006; Sunet al., 2018). Hamilton et al., for example, described
GABA , receptor signaling as a stimulator of oligodendroglial
lineage cell death (Hamilton et al., 2017). In our experiments,
however, apoptosis was not regulated in response to altered
GABA receptor activity. Generally, it needs to be pointed out
that the results of our in vivo GABA receptor antagonization
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GABA , and GABAy receptor antagonization does not cause apoptosis of oligodendrocytes and total cells in vivo. (a, b)

Immunohistochemical analysis of the 6 gm sections of the cingulum region to label CASP3A™ oligodendrocytes at P11 and P15. Cell numbers of
apoptotic oligodendrocytes showed no significant changes in the cingulum of rats after GABA | and GABA; antagonization at P11 and P15. A x20
objective lens was used. Scale bar = 50 gm (n = 6 (control), 6 (DMCM), 6 (CGP); post-hoc ANOVA test versus control group with vehicle

application)

may be attributable to neuronal and/or glial receptors. Also
when considering that the excitatory to inhibitory shift of
GABA in the cortex of rats takes place in the first two post-
natal weeks (Ben-Ari et al., 2007), the downregulated myeli-
nation, after our antagonization, may be a result of impaired
neuronal stimuli and axon-glia-connection (Barateiro et al.,
2016; Gibson et al., 2014). Therefore, changes in neuronal-
oligodendroglial interplay are relevant for the cortical
myelination process and are worth to be studied in the future.

In conclusion, our data in an in vivo rat model demonstrate
that GABA and its type B receptors are of high relevance for
oligodendroglial maturation and myelin production in the cin-
gulum of the developing brain. In addition to the knowledge
we have about GABA agonists, this study can lay the ground
for a treatment with GABA in the field of neonatology to fos-
ter an adequate oligodendrogenesis and proper early myelina-
tion.
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