DISSERTATION

Einfluss von postnatalem Koffein auf das
Sauerstoff-geschadigte Kleinhirn der juvenilen Ratte

Influence of postnatal caffeine on the oxygen-impaired
cerebellum in the neonatal rat

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Vivien Giszas

Erstbetreuer*in: PD Dr. rer. nat. Stefanie Endesfelder

Datum der Promotion: 29. November 2024






Inhaltsverzeichnis i

Inhaltsverzeichnis
INhaltsverzeiChnis ... —————— i
AbbildungsverzeiChnis ... ————— i
ADbBKUrzuNgsSVerzeiChnis ... iii
ZUSammMENTaSSUNG ......ccciiiiieeeeerrr i ———— 1
ADSEIACE ... ———————————————————————— 2
1 EiNleituNg .o ————— 3
1.1 Fruhgeburtlichkeit und ihre Folgen ... 3
1.1.1 Folgen durch Beeintrachtigung des Kleinhirns ...............cccoooiiiiiiiiiiiiieeee, 4
1.1.2 Postnatale Hyperoxie als Risikofaktor fur Langzeitschaden......................... 5
1.1.3 Antioxidative und neuroprotektive Therapie mit Koffein .......................coo.. 7
1.2 Anatomie und Entwicklung des Kleinhirns..............ccouviiiiiiie 10
1.2.1 Neurogenese im KIINNIIM ...t 11
1.3 Fragestellung ... 14
2 " 1= {3 Vo [ 15
2.1 Probengewinnung im Tierexperiment ...........ccooiiiiiiiiiiiiiee e 15
2.2 RNA-Praparation und quantitative Analysen der Genexpression...................... 17
2.3 Immunhistochemische Analysen .............ooo i 18
2.4 StatistiSChe AUSWEITUNG ......eiiiiiiiiiiiiei e 19
3 ErgebniSSe ... 20

3.1 Erfolgreiche Verminderung der Hyperoxie-induzierten Beeintrachtigung der
Purkinjezellen durch Koffein ........ ... 20

3.2 Koffein wirkt den durch Hyperoxie induzierten Proliferations-hemmenden
Effekten entgegen... ... 22

3.3 Koffein kann die Schadigung der fruhen zerebellaren Neurogenese durch
Hyperoxie nur teilweise auffangen..........ccccoooiiiiiiiiiiiiie e 25



Inhaltsverzeichnis i

3.4 Durch Hyperoxie stark beeintrachtigte Proliferation kann langerfristig durch
Koffein gerettet Werden......... ... 26

3.5 Koffein nimmt nur marginalen Einfluss auf die Hyperoxie-induzierte

Beeintrachtigung der granularen Reifung und Migration ..............cccccceeiinnn. 29

3.6 Wenig Einfluss von Koffein auf die durch Hyperoxie stark beeintrachtige

Reifung und terminale Differenzierung der GCP ..........cccooiiiiiiiiiii, 32

4 DiSKUSSION ...t 35
4.1 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse............cccocvvevn. 35
4.2 Implikationen fur den klinischen Alltag und zukunftige Forschung ................... 44

5 Schlussfolgerung........cccccoiiiiiiiiiiir i ——————— 50
LiteraturverzeiChnis ... 51
Eidesstattliche Versicherung ... s 61
Anteilserklarung an den erfolgten Publikationen.............ccccoiiiiiiiinniiicccieeneennn, 62
Druckexemplar der Publikation...........ccic e 63
Lebenslauf..........oooiii e ——————————————————— 84
Komplette Publikationsliste ... 86

DanKSagUNG .......ccoiiiiiiiiiiiiiss s 87



Abbildungsverzeichnis il

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1
Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4
Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7
Abbildung 8

Abbildung 9

Schematische Darstellung der adulten Kleinhirnrinde. .................ccccee. 11
Schematische Darstellung der zerebellaren Neurogenese. ..............cc.oue...e. 12
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. ..., 16

Repréasentative Darstellung der Calbindin/DAPI gefarbten
immunhistochemischen Schnitte der sich entwickelnden Kleinhirnrinde.. ... 21
Quantifizierung der Calbindin/DAPI-positiven Purkinjezellen und der
Dendritenlange
Reprasentative Darstellung der Pax6, PCNA und DAPI gefarbten
immunhistochemischen Schnitte der sich entwickelnden Kleinhirnrinde .....23
Quantifizierung der Pax6- und PCNA-positiven Kornerzellen. ..................... 24

Quantifizierung der mRNA-Expression von FGF8 und Pax2 als Mediatoren

der frhen zerebellaren Neurogenese mittels qPCR ... 26
Quantifizierung der mRNA- Expression von Calb1, Shh, CycD2 und BDNF
V10 C=] 30 | O 28

Abbildung 10 Quantifizierung der mMRNA-Expression von Pax6, Prox1, NeuN, Lmx1a und

Semaba als Marker fur reifende GCP (Pax6, Prox1, NeuN) und ihrer
Migration (Pax6, Lmx1a, Sema6a) mittels QPCR...........occcoiiiiiiiiiis 31

Abbildung 11 Quantifizierung der mMRNA-Expression von Chd7, NeuroD1/2, Sox2 und Syp

mittels gPCR als Mediatoren fiir terminale Differenzierung und Uberleben
(o =Y T PSSP 34



Abkirzungsverzeichnis i

Abkurzungsverzeichnis

ADHS
AOP
ASS
BDNF
BG
bHLH

BPD
BSA
Calb1
CAP
CCAS

cDNA
Chd7
CN
CycD2
DAPI
EGL
ELBW
FGF8
GABA
GC
GCP
GL
HIF-1a
HPRT
IGL
IUGR

Lmx1a

Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung
Frihgeborenenapnoe (apnoea of prematurity)
Autismus-Spektrum-Stérungen

Brain-derived neurotrophic factor
Bergmann-Gliazellen

basische Helix-Schleifen-Helix-Transkriptionsfaktoren (basic helix-loop-
helix-transcription factors)

Bronchopulmonale Dysplasie
bovines Serumalbumin

Calbindin 1

Caffeine for Apnea of Prematurity

Kognitiv-affektives  Kleinhirnsyndrom  (Cerebellar cognitive affective
syndrome)

komplementare Desoxyribonukleinsaure (complementary DNA)
Chromodomain helicase DNA-binding protein 7

Kleinhirnkerne (cerebellar nuclei)

Cyclin dependent kinase 2

4'.6-Diamidin-2-Phenylindol

AulRere Kornerzellschicht (external granular layer)
Geburtsgewicht <1000 g (extremely low birth weight)

Fibroblast Growth Factor 8

y-Aminobuttersaure (y-aminobutyric acid)

Kérnerzellen (granular cells)

Granulare Vorlauferzellen (granular cell precursors)
Kdrnerzellschicht (granular layer)

Hypoxia inducible factor 1 subunit alpha

Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase

Innere Kdrnerzellschicht (internal granular layer)

Intrauterine Wachstumsretardierung (intrauterine growth restriction)

LIM homebox transcription factor 1 alpha



Abkirzungsverzeichnis ii

ML
NEC
NeuroD1/2
NeuN
Pax2/6
PBS
PCNA
PCL
PDA
Prox1
gPCR
RGB
RL
ROP
ROS
RNA
Semaba
Shh
Sox2
SWW
Syp
VEGF
VLBW
vz
WHO

Molekularschicht (molecular layer)

Nekrotisierende Enterokolitis

Neuronal differentiation 1/2

Neuronal nuclei

Paired box 2/6

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (phosphate-buffered saline)
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen

Purkinje-Zellschicht (Purkinje cell layer)
Persistierender Ductus Arteriosus

Prospero homebox 1

quantitative PCR

Rot-Grun-Blau Farbraum

Rhombische Lippe

Frihgeborenenretinopathie (retinopathy of prematurity)
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species)
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Semaphorin 6a

Sonic hedgehoc signaling molecule

Sex-determining region Y-box 2
Schwangerschaftswoche

Synaptophysin

Vascular Endothelial Growth Factor

Geburtsgewicht <1500 g (very low birth weight)
Ventrikulare Zone

Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)



Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Besonders im letzten Trimenon der Schwangerschaft finden wichtige Schritte der
zerebellaren Neurogenese und Grofienzunahme statt, die durch Fruhgeburtlichkeit und
die damit verbundene erhohte Sauerstoffexposition gestort werden. Durch seine
zahlreichen Verknupfungen zu hoheren kortikalen Regionen wird dem Kleinhirn immer
mehr Einfluss auch auf nicht-motorische Fahigkeiten wie Kognition, Affektion,
Sozialverhalten und emotionales Lernen zugeschrieben, welche durch Frihgeburtlichkeit
beeintrachtigt werden und in entwicklungsneurologischen Storungen resultieren kdnnen.
Koffein wirkt als Adenosinrezeptor-Antagonist und vermag durch antioxidative und
neuroprotektive Eigenschaften die Auswirkungen der Sauerstofftoxizitat bei
Frihgeborenen zu reduzieren.

In dieser Studie untersuchten wir die Auswirkungen von Hyperoxie und Koffein auf das
sich entwickelnde Kleinhirn der Ratte, indem wir neugeborene Wistar-Ratten fur die
ersten drei (P0-P3) oder funf (PO-P5) postnatalen Tage entweder 21% (Normoxie) oder
80% Sauerstoff (Hyperoxie) exponierten und alle 48 Stunden entweder mit Koffein (10
mg/kg) oder PBS als Placebolésung behandelten. Die Untersuchungszeitpunkte wurden
an P3 und PS5 unmittelbar nach Expositionsende oder an P15 nach Erholung an Raumluft
definiert. Erhohter oxidativer Stress, ausgelost durch Hyperoxie, bewirkte signifikante
Verringerungen in der Proliferationskapazitat, der Migration und der Differenzierung der
zerebellaren Neurone. Koffein konnte der durch Hyperoxie beeintrachtigten Neurogenese
der Purkinjezellen erfolgreich entgegenwirken, wohingegen die ebenfalls stark
verminderte Expression wichtiger Transkriptionsfaktoren fur die Proliferation, die
Migration und die Differenzierung der sich entwickelnden Kornerzellen nur teilweise durch
Koffein moduliert werden konnte. Zusammenfassend lasst sich ein protektiver Effekt von
Koffein auf die durch oxidativen Stress gestorte zerebellare Neurogenese nachweisen,
der sich vor allem auf die Entwicklung der Purkinjezellen beschrankt und in geringerem
Ausmal} auch die Neurogenese der Kornerzellen positiv beeinflusst.

Oxidativer Stress ist bei Frihgeborenen unvermeidbar und geht mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit von  neurologischen  Entwicklungsstorungen einher. Die
|dentifizierung kausaler Zusammenhange zwischen oxidativem Stress, der Entwicklung
von neurologischen Komplikationen im sich entwickelnden Gehirn sowie die
Einflussnahme von in der neonatologischen Intensivmedizin zugelassenen
Medikamenten konnen fur die Entwicklung neuer Praventionsstrategien wegweisend
sein.
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Abstract

Cerebellar growth and neurogenesis happen especially during the last trimester of
pregnancy and may be impaired by preterm birth and early exposition to high oxygen
levels. Lately, cerebellar functions have increasingly been associated with non-motoric
abilities like cognition, affection, emotion and social behavior which are often impacted
by preterm birth and can result in neurodevelopmental disabilities. Caffeine acting as
adenosine receptor antagonist has been associated with antioxidant and neuroprotective
properties and has been shown to reduce oxygen toxicity and improve clinical outcome
in preterm infants.

In this study we investigated the effects of hyperoxia and caffeine on the developing
cerebellum in rats by exposing newborn Wistar-rats to either 21% (normoxia) or 80%
oxygen (hyperoxia) for the first three (P3) or five postnatal days (P5) and treating them
with either caffeine (10 mg/kg) or PBS (placebo) every 48 hours. Investigation dates were
either at P3 or P5 immediately after exposure or at P15 after recovery to room air.
Elevated oxidative stress induced by hyperoxia provoked significant disruption in
cerebellar proliferation capacity, migration and differentiation. Caffeine was able to
significantly reduce disturbances in the development of Purkinje cells. Quantitative
expression of important transcription factors for proliferation, migration and terminal
differentiation of granular cell precursors however were hardly influenced by caffeine
application. In conclusion, caffeine showed protective effects in the hyperoxia-impaired
cerebellar development but affected mostly the developing Purkinje cells and only to a
lesser extent the evolution of granular cell precursors.

Oxidative stress is unavoidable in preterm infants and is associated with a high risk of
neurodevelopmental disorders. The identification of causal relationships between
oxidative stress, the development of neurological complications in the developing brain,
and the influence of drugs approved for use in neonatal intensive care may lead to the

development of new prevention strategies.
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1 Einleitung

1.1 Friihgeburtlichkeit und ihre Folgen

Weltweit sind Komplikationen der Fruhgeburtlichkeit bis heute die haufigste Ursache fur
Kindersterblichkeit mit einer globalen Inzidenz von mehr als 13 Millionen frihgeborenen
Kindern pro Jahr (Lawn et al., 2023). Trotz der international stark variierenden Inzidenz
zwischen 5 und 18%, kommt weltweit im Durchschnitt eins von zehn Neugeborenen zu
frGh auf die Welt (Sanghera and Yadav, 2023). Die Weltgesundheitsorganisation (WHO)
definiert als Frihgeborene alle Lebendgeborenen, die vor Beendigung der 37.
Schwangerschaftswoche (SSW) zur Welt kommen, wobei weiter unterschieden wird
zwischen einer spaten Frihgeburt (32. bis 37. SSW), frihen Fruhgeburt (28. bis
32. SSW) und extrem friihen Frihgeburt (<28. SSW) (WHO, 2022). Haufige Ursachen flr
spontane Fruhgeburtlichkeit sind vorzeitige Wehen, Zervixverkurzung, ein friher
vorzeitiger Blasensprung, Infektionen und Mehrlingsschwangerschaften. Dazu kommen
induzierte Frihgeburten beispielsweise bei intrauteriner Wachstumsretardierung (IUGR),
Eklampsie oder Praeklampsie (Khandre et al., 2022).

Durch zunehmende wissenschaftliche Erkenntnisse, klinische Erfahrung und
Moglichkeiten der intensivmedizinischen Therapie, konnten die neonatale Morbiditat und
Mortalitat in den vergangenen Jahrzehnten bereits mafgeblich gesenkt werden
(Pearlman, 2022).

Da die Gesamtmorbiditat allerdings mit niedrigerem Gestationsalter und Geburtsgewicht
zunimmt, sind vor allem Frihgeborene mit einem sehr niedrigen Geburtsgewicht unter
1500 g (very low birth weight, VLBW) und extrem niedrigen Geburtsgewicht unter 1000 g
(extremely low birth weight, ELBW) von akuten Komplikationen in der Neonatalphase,
wie auch langfristigen Beeintrachtigungen bis ins Erwachsenenalter, betroffen
(Pearlman, 2022). Insbesondere durch medizinische sowie technische Fortschritte und
gute interdisziplindre Zusammenarbeit innerhalb der gro3en Perinatalzentren steigt die
generelle Uberlebensrate far extreme Frihgeborene, sodass ein
Forschungsschwerpunkt vor allem in der Reduzierung der langfristigen Morbiditat und
Pravention von neurologischen Entwicklungsstérungen liegt (Doyle et al., 2021). Ein
niedriges Gestationsalter bei Geburt ist unter anderem langfristig assoziiert mit
metabolischen, endokrinen und kardiovaskularen Erkrankungen, was fur ehemalige

Frihgeborene eine erhohte Morbiditat und Mortalitat bis hin ins junge Erwachsenenalter
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bedeutet (Crump et al.,, 2019, Kumar, 2022). Unmittelbare Komplikationen der
Neonatalperiode kdnnen fast alle Organsysteme betreffen und umfassen bei VLBW
Frihgeborenen primar Infektionen, Hyperbilirubinamie, nekrotisierende Enterokolitis
(NEC), Frihgeborenenretinopathie (retinopathy of prematurity, ROP) und respiratorische
Erkrankungen, wie das Atemnotsyndrom des Frihgeborenen und die bronchopulmonale
Dysplasie (BPD). Durch die extreme Unreife des Gehirns zum Zeitpunkt der Geburt sind
zudem neurologische Komplikationen wie intrakranielle Blutungen in den ersten
Lebenstagen (Starr et al., 2023) und im Verlauf unter anderem Epilepsien und
Zerebralparesen von Relevanz (Glass et al., 2015). Neben strukturellen und motorischen
neurologischen Storungen nimmt aber auch die Beeintrachtigung von Kognition,
Verhalten und Emotion an Bedeutung im klinischen und wissenschaftlichen Kontext zu
(Kanel et al., 2021). Diese entwicklungsneurologischen Beeintrachtigungen betreffen
ebenfalls mit hoherer Inzidenz extreme Frihgeborene mit einem Gestationsalter
<28 SSW zum Zeitpunkt der Geburt (Doyle et al., 2021). In einer schwedischen
nationalen Kohorte waren 75% der Uberlebenden vor der 24. SSW geborenen
Frihgeborenen von entwicklungsneurologischen Stérungen und 96% zusatzlich von

somatischen Diagnosen betroffen (Morsing et al., 2022).

1.1.1 Folgen durch Beeintrachtigung des Kleinhirns

Besonders auf Grund seiner zahlreichen Verbindungen zu hdhergelegenen kortikalen
Arealen, wird dem Kleinhirn immer mehr Einfluss auf nicht-motorische Fahigkeiten wie
Kognition, Affektion, Sozialverhalten und emotionales Lernen, eventuell sogar auch
Schmerz, Gedachtnis und Sprache zugeschrieben (Adamaszek et al., 2017). Ahnlich
zum motorischen Lernen, einer der Hauptfunktionen des Kleinhirns, wird auch eine
Beteiligung am sozialen Lernen, also der Interpretation von Handlungen,
Gefuhlsausdricken und Persodnlichkeitszigen des Gegenlbers, beschrieben (Van
Overwalle et al.,, 2020). Zerebellare Funktionsstérungen werden unter anderem mit
Autismus-Spektrum-Stérungen (ASS), Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitatsstorung
(ADHS) und Dyslexie in Verbindung gebracht (Stoodley, 2016). Ein Kleinhirnsyndrom
dieser Art mit vorwiegend nicht-motorischen Defiziten wird auch als Kognitiv-affektives
Kleinhirnsyndrom (Cerebellar cognitive affective syndrome, CCAS) bezeichnet
(Brossard-Racine et al., 2015).

Da vor allem fruhe Beeintrachtigungen im Vergleich zu zerebellaren Insulten im

Erwachsenenalter ein schlechteres Outcome zur Folge haben, lasst sich vermuten, dass
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das Kleinhirn besonders in der Entwicklung eine wichtige Rolle zu spielen scheint
(Stoodley, 2016). Insbesondere im letzten Trimester der Schwangerschaft finden wichtige
zerebellare Entwicklungs- und Wachstumsprozesse statt, die durch extreme
Frihgeburtlichkeit gestért werden (Bouyssi-Kobar et al., 2016). Dabei werden unter
anderem Schadigungen des Kleinhirnparenchyms und daraus resultierend eine
Beeintrachtigung von Wachstum, der Ausbildung wichtiger zerebro-zerebellarer Bahnen
und neuronaler Aktivierung beschrieben (Limperopoulos et al., 2014). Weitere Studien
haben daruber hinaus gezeigt, dass bei Fruhgeborenen auch ohne direkte
Parenchymschadigung das zerebellare Wachstum eingeschrankt und
entwicklungsneurologische Folgen daraus resultieren kdnnen (Wu et al., 2020). Externe
Noxen wie Medikamente, Sauerstofftherapie sowie iatrogener Stress durch die
Umgebung auf einer neonatologischen Intensivstation konnen in die vulnerable
Wachstumsphase des Kleinhirns eingreifen und das neurologische Outcome
beeinflussen (Han-Menz et al., 2023, Yrjola et al., 2022). Insbesondere fir haufig in der
Neonatologie verwendete Opioide wie Morphin oder Fentanyl zeigten bisher
durchgefuhrte Studien im Verlauf eine Volumenminderung und ein verlangsamtes
zerebellares Wachstum (Zwicker et al., 2016). Zahlreiche weitere Faktoren wie
Genmutationen, zerebellare Blutungen, eine perinatale Hypothyreose oder
Virusinfektionen konnen zudem das zerebellare Wachstum einschranken und eine
langfristige Hypoplasie verantworten (Leto et al., 2016). Bei Frihgeborenen werden
daruber hinaus auch postnatale Infektionen und Stress durch Schmerzempfinden mit
einer zerebellaren Volumenminderung und neurokognitiven Einschrankungen im
Vorschulalter assoziiert (Ranger et al., 2015). Perrone et al. zeigten, dass schmerzhafte
Routineeingriffe, auf die Frihgeborene durch ihr noch unreifes Nervensystem besonders
empfindlich reagieren, auch zu einer erhdhten Produktion von Sauerstoffradikalen
(reactive oxygen species, ROS) fuhrte (Perrone et al., 2017). Der dadurch ausgeldste
oxidative Stress wird ebenso mit einer Parenchymschadigung bei Friahgeborenen in
Verbindung gebracht und sollte als Teil der Pathogenese betrachtet werden (Lembo et
al., 2021).

1.1.2 Postnatale Hyperoxie als Risikofaktor fur Langzeitschaden

Ein groRes Problem der Frihgeburtlichkeit bleibt die frihe Sauerstoffexposition in einer
besonders vulnerablen Phase der Entwicklung. Wahrend das intrauterine Wachstum
unter einer physiologischen Hypoxie mit niedrigen Sauerstoffpartialdricken von
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25-50 mmHg stattfindet, wird das Frihgeborene postnatal mit einer relativen Hyperoxie
von 70-80 mmHg konfrontiert (Torres-Cuevas et al., 2017). Bedingt durch die noch
unreife Lunge und unzureichende Oxygenierung bendtigen vor allem extreme
Frihgeborene oft noch eine zusatzliche Sauerstoffsupplementation, die
uberlebensnotwendig, aber auch mit einer erhohten Morbiditat fur zuvor genannte
Komplikationen wie der ROP und der BPD assoziiert ist (Glass et al., 2015). Sauerstoff-
toxisch assoziierte Morbiditaten zu reduzieren, also die richtige Balance zwischen
ausreichender Oxygenierung zu finden und dabei starke Schwankungen der
Sauerstoffsattigung zu vermeiden, ist oft eine Gratwanderung und bleibt eine der
wichtigsten Fragestellungen in der Neonatologie (Perrone et al., 2023).

Der durch die Hyperoxie ausgeloste oxidative Stress lasst sich vereinfacht als ein Mangel
an antioxidativen Ressourcen in einer Umgebung, die vermehrt ROS produziert,
beschreiben (Tipple and Ambalavanan, 2019). ROS fallen zu jeder Zeit im Rahmen des
normalen zellularen Metabolismus an, werden jedoch unter physiologischen
Bedingungen mit ausreichenden Kapazitaten verstoffwechselt, bevor sie potentiell
Proteinen, Lipiden oder DNA-Bausteinen schaden kénnen (Asikainen and White, 2004).
Durch einen erhohten Energieverbrauch und verminderte antioxidative Ressourcen ist
das Gehirn besonders empfindlich fur erh6hte Konzentrationen von Sauerstoff (Fatemi et
al., 2012). In Uberschussigen Mengen kdnnen die Sauerstoffradikale in physiologische
Signalwege eingreifen und werden fur zellulare und Gewebeschadigungen verantwortlich
gemacht, die unter anderem die Grundlage fur die erhdhte Morbiditat bei Frihgeborenen
bilden (Perrone et al., 2023). Diese mit oxidativem Stress assoziierten Erkrankungen bei
Frihgeborenen, wie die ROP, NEC oder BPD, werden aus diesem Grund haufig auch als
Oxygen Radical Diseases of Neonatology zusammengefasst (Perrone et al., 2023).
Durch Infektionen, Inflammation, Schmerzempfinden, Ischamie und Hyperoxie sind
Frihgeborene nicht nur einem erhohten oxidativen Stress ausgesetzt, sie reagieren
zudem besonders empfindlich auf Sauerstofftoxizitdt, da ihre antioxidativen
Abwehrsysteme noch nicht vollstandig ausgereift sind und ihre Kapazitaten noch
unzureichend sind, um die durch Hyperoxie vermehrt anfallenden ROS zu bewaltigen
(Tipple and Ambalavanan, 2019). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die Expression
wichtiger antioxidativer Enzyme wie der Superoxiddismutase, Gluthathionperoxidase und
Hamoxygenase, aber auch die Bildung nicht-enzymatischer Antioxidantien wie
Glutathion, Chelatbildnern und Vitamin C/E erst in den letzten Wochen der

Schwangerschaft ansteigt (Torres-Cuevas et al., 2017).
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Interessanterweise scheint dieses Ungleichgewicht auch in der Pathogenese von
Autismus-Spektrum-Stérungen (ASS) eine Rolle zu spielen. Im Vergleich zu gesunden
Kontrollen zeigten Kinder und junge Erwachsene mit ASS in postmortalen
Untersuchungen des Kleinhirns eine verminderte Kapazitat des antioxidativen Glutathion-
Redox-Systems und erhdhte Marker fur oxidativen Stress (Rose et al., 2012). Diese
Daten kénnen zu der Annahme flhren, dass eine frihe antioxidative Therapie auch die
Prognose einer ASS positiv beeinflussen kénnte (Bjerklund et al., 2020), wobei die
aktuelle Datenlage hierfur noch keine wegweisenden Schlussfolgerungen zulasst.

Zur Reduktion der Sauerstoff-toxischen Morbiditaten spielt neben der Reduktion
bekannter Trigger die antioxidative Therapie bei Fruhgeborenen in der Klinik eine
zentrale Rolle. Melatonin werden antioxidative und anti-inflammatorische Eigenschaften
zugeschrieben und wird dartber hinaus auch im Zusammenhang mit neuroprotektiven
Eigenschaften diskutiert (Falsaperla et al., 2020). Experimentelle Studien weisen
aulRerdem auf einen positiven Einfluss auf den Verlauf einer NEC hin (Xiong et al., 2022),
die in ihrer Pathogenese ebenso stark mit oxidativem Stress assoziiert wird (Falsaperla
et al., 2020). Lutein besitzt ebenso antioxidative Eigenschaften und wurde wie auch
Allopurinol, N-Acetylcystein oder die Vitamine E, C und A zur antioxidativen Therapie und
Pravention der ROP in klinischen Studien untersucht (Lembo et al., 2021). So sind
verschiedene protektive Strategien bereits zum Einsatz gekommen, jedoch oft ohne
starke wissenschaftliche Evidenz. Koffein, das seit vielen Jahrzehnten und zu Beginn
auch ohne wissenschaftliche Evidenz in der Neonatologie verabreicht wurde, werden
ebenso antioxidative und neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben und stellt durch
die stetig zunehmende wissenschaftliche Datengrundlage mittlerweile eine
erfolgsversprechende Therapie dar (Kumar and Lipshultz, 2019).

1.1.3 Antioxidative und neuroprotektive Therapie mit Koffein

Koffein wird bereits seit 50 Jahren auf neonatologischen Intensivstationen zur Therapie
der Frihgeborenenapnoe (apnoea of prematurity, AOP), die fast alle ELBW-
Frihgeborenen betrifft (Morton and Smith, 2016), eingesetzt (Saroha and Patel, 2020).
Insbesondere aber seit der multizentrischen, Placebo-kontrollierten, randomisierten
CAP-Studie im Jahr 2006 hat sich Koffein gegenuber alternativen Strategien als
pharmakologische Therapie der AOP durchgesetzt. Neben der Reduktion der
Apnoeanfalle konnte auch eine verminderte Indikationsstellung zur mechanischen

Beatmung in den ersten Lebenstagen und eine verminderte Sauerstoffbedurftigkeit und
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BPD-Inzidenz im Verlauf nachgewiesen werden (Schmidt et al., 2006). Langzeit-Studien
zeigten fur VLBW-Fruhgeborene nach Koffeintherapie mit 18 bis 21 Monaten ein
vermindertes Auftreten von Zerebralparesen und kognitiven Stérungen (Schmidt et al.,
2007). Eine Nachuntersuchung der ehemals Friihgeborenen nach 5 Jahren zeigte keine
Unterschiede im entwicklungsneurologischen Ausgang nach Koffeintherapie (Schmidt et
al., 2012), wohingegen das 11-Jahres Follow-Up der CAP-Studie geringere motorische
Beeintrachtigungen nach Koffeintherapie aufzeigte (Schmidt et al., 2017). Vor allem aber
macht diese Studie sichtbar, dass die Koffeintherapie auch langfristig sicher ist (Schmidt
et al., 2017). Koffein wird als risikoarmes und nur selten mit arzneimittelbedingten
Nebenwirkungen assoziiertes Medikament beschrieben (Schmidt et al., 2006). Auf Grund
der positiven Auswirkungen wird Koffein bei extremen Frihgeborenen nicht nur
therapeutisch, sondern zunehmend auch prophylaktisch eingesetzt (Szatkowski et al.,
2023). Aktuelle Studien zeigen, dass eine prophylaktische Koffeintherapie bei
Frihgeborenen mit einem Gestationsalter <32 SSW die Dauer der Sauerstofftherapie
verkurzte, weniger Indikationen zur nicht-invasiven oder invasiven Beatmung gestellt
wurden, die BPD-Inzidenz im Verlauf gesenkt wurde und die neonatologischen Patienten
friher entlassen werden konnten (Elmowafi et al., 2022). Die friihe Koffeingabe innerhalb
von 48 Stunden scheint zudem das Risiko fur neonatale Hirnschadigungen zu vermindern
(Szatkowski et al., 2023) und bei Frihgeborenen mit einem Gestationsalter <29 SSW das
entwicklungsneurologische Outcome zu verbessern (Lodha et al., 2019). Dies lasst die
Frage aufkommen, wann der optimale Zeitpunkt zum Beginn einer Koffeintherapie ist und
ob Koffein bei extremen Fruhgeborenen mit erhohtem Risikoprofil nicht immer zum
frihestmaoglichen Zeitpunkt gegeben werden sollte. Weitere positive Nebeneffekte der
Koffeintherapie sind die verbesserte Lungenfunktion und Compliance, erfolgreichere
Extubationen und vermutlich auch eine geringere Inzidenz flir einen
behandlungsbedurftigen PDA (Yuan et al., 2022). Als relevante Nebenwirkungen der
Koffeintherapie werden ein erhohter Sauerstoff- und Energieverbrauch sowie eine
verzdgerte Gewichtszunahme beschrieben (Parikka et al., 2015).

Pharmakologisch gehort Koffein zur Gruppe der Methylxanthine und Ubt seine Wirkung
als nicht-spezifischer Inhibitor der A1- und A2a-Adenosinrezeptoren aus, welche im
Gehirn vor allem an GABAergen-Neuronen im Neocortex, Hippocampus und im Kleinhirn
exprimiert werden (Kumar and Lipshultz, 2019, Fredholm, 1995). So wird die Sekretion
verschiedener Neurotransmitter beeinflusst und die zentral stimulierende Wirkung von

Koffein vermittelt (Fredholm, 1995). Daraus resultiert unter anderem ein erhdhter
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Atemantrieb, eine verbesserte Kontraktilitat des Zwerchfells und eine erhohte Sensibilitat
fur Hyperkapnie (Morton and Smith, 2016). In hdheren Konzentrationen nimmt der
regulierende Einfluss auf die Apnoe zu, die pharmakodynamischen Folgen werden
jedoch unubersichtlicher und konnen dann auch eine Inhibierung an GABA- oder
cholinergen Rezeptoren und Stérungen der Calcium-Homdostase beinhalten (Aranda
and Beharry, 2020). Adenosin unterdrickt durch den A1-Rezeptor mitunter die neuronale
Aktivitat im Atemzentrum der Medulla oblongata, was im Tiermodell durch Theophyllin,
ebenfalls ein Methylxanthin, antagonisiert werden konnte (Herlenius et al., 1997). In der
klinischen Anwendung hat sich jedoch Koffein gegenuber anderen Methylxanthinen
durchgesetzt, da klinische Studien therapeutische Vorteile und, bei gleicher Auswirkung
auf die Apnoerate der Fruhgeborenen, insgesamt weniger Arzneimittelnebenwirkungen
wie intermittierende Tachykardien nachweisen konnten (Henderson-Smart and Steer,
2010).

Gleichzeitig wird durch experimentelle Studien versucht, im Detail nachzuvollziehen, wie
Koffein auf metabolischer und genetischer Ebene seine Wirkung vermittelt. Endesfelder
et al. konnten im neugeborenen Rattenmodell anti-inflammatorische Effekte von Koffein
in der Sauerstoff-geschadigten Lunge durch eine Verminderung pro-inflammatorischer
Mediatoren sowie eine Inhibierung einer Chemokin- und Zytokin-vermittelten Immunzell-
Infiltration nachweisen (Endesfelder et al., 2020). Zudem zeigten sich verminderte
oxidative DNA-Schaden nach Koffeintherapie und eine verbesserte Reaktion auf
oxidativen Stress (Endesfelder et al., 2019). Zusammen betrachtet kdnnen diese
Ergebnisse dazu beitragen, die Pathogenese und protektiven Eigenschaften von Koffein
gegenuber der Sauerstoff-geschadigten unreifen Lunge als Modell der BPD besser zu
verstehen. Im Zusammenhang mit der vorliegenden experimentellen Studie sind
grundlegend die neuroprotektiven Eigenschaften von Koffein im sich entwickelnden
Gehirn wegweisend. So zeigten in-vivo Studien an juvenilen und neugeborenen Ratten,
dass Koffein uber die Modulierung neuronaler Signalwege, die durch hohe
Sauerstoffkonzentrationen eingeschrankte Proliferations- und Differenzierungskapazitat
im GroBhirn signifikant verbessern konnte (Heise et al., 2023). Vermeintlich scheinen
diese neuroprotektiven Effekte im Zusammenhang mit einer verbesserten antioxidativen
Antwort durch Koffein, als auch anti-inflammatorischen und anti-apoptotischen
Eigenschaften von Koffein zu stehen (Endesfelder et al., 2017). Raoofi et al. zeigten
ebenfalls anti-apoptotische, anti-inflammatorische und antioxidative Eigenschaften von
Koffein in ihrer tierexperimentellen Studie mit erwachsenen Wistar-Ratten (Raoofi et al.,
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2022). Potter et al. untersuchten die Effekte von Koffein in einem hypoxisch-
ischamischen Modell und fanden neuroprotektive Eigenschaften, die sich vor allem auf
behavioristischer Ebene der neonatalen Ratten widerspiegelten, nicht aber auf
neuropathologischer Ebene (Potter et al., 2018). Abreu et al. untersuchten die
Auswirkungen von Koffein in erwachsenen Ratten und zeigten neben positiven
Auswirkungen auf das Langzeitgedachtnis auch antioxidative Eigenschaften von Koffein
im Gehirn sowie eine Modulierung des antioxidativen Systems (Abreu et al., 2011).

1.2 Anatomie und Entwicklung des Kleinhirns

Das Kleinhirn befindet sich in der hinteren Schadelgrube und lasst sich makroskopisch in
die beiden Kleinhirnhemispharen, den dazwischenliegenden Wurm (Vermis) und den
paarigen, ventrokaudal gelegenen Flocculus einteilen. Vor allem das Pontocerebellum,
welches sich aus den beiden Hemispharen zusammensetzt, steht in enger Beziehung
zum GroBhirn und beherbergt in seiner Rinde die grof3te Anzahl zerebellarer Neurone
(Trepel, 2021). Im letzten Trimenon der Schwangerschaft bis zum Geburtstermin
durchlauft das Kleinhirn eine Phase besonders schnellen Wachstums, die durch eine
Frihgeburt, auch ohne nachweisbare zerebro-zerebellare Insulte, eingeschrankt wird
(Clouchoux et al., 2012). In Reifgeborenen zeichnet sich diese Phase durch einen 3 bis
5-fachen Volumenzuwachs und durch exponentielle Zunahme der Furchung mit einer
30-fachen Oberflachenvergroferung bis zur 40. SSW aus (Volpe, 2009). Die
Kleinhirnentwicklung endet aber nicht abrupt mit der Geburt. Wahrend das
GroRenwachstum anschlieliend nur noch langsam stattfindet, ist das gesamte erste
Lebensjahr  kennzeichnend fur wichtige neuronale Differenzierungs- und
Reifungsprozesse (Volpe, 2009). Im Gegensatz dazu findet in der Ratte eine
vergleichbare, exponentielle Volumenzunahme und Proliferation erst postnatal in den
ersten drei Lebenswochen (bis etwa P21) statt (Bandeira et al., 2009).

Mikroskopisch ist die Kleinhirnrinde im ausgereiften Zustand von auf3en nach innen in
drei Schichten gegliedert: die Molekularschicht (molecular layer, ML), die Purkinje-
Zellschicht (Purkinje cell layer, PCL) und der Kérnerzellschicht (granular layer, GL); die
zellreichste Schicht bestehend hauptsachlich aus Kérnerzellen (Abbildung 1). Die
GABAergen Purkinjezellen nehmen im Kleinhirn eine besondere Funktion ein, denn sie
sind die einzigen Efferenzen, also die einzigen Projektionsneurone, die Informationen aus

der Kleinhirnrinde in andere Regionen vermitteln konnen. Charakteristisch fur die
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Purkinjezellen sind ihre gro3en Dendritenbdume mit mehreren tausend Synapsen pro
Neuron, Uber die sie exzitatorische und inhibitorische Signale erhalten (Hirano, 2018).
Umgeben werden sie von Bergmann-Gliazellen (BG). Die darunterliegende
Kornerzellschicht enthalt neben den inhibitorischen Golgi-Zellen vor allem die
Glutamatergen Kornerzellen (Hayes et al.), welche Uber die in die Molekularschicht
ziehenden Parallelfasern ihre Informationen direkt an die Purkinjezellen weitergeben
(Chadderton et al., 2004). Die Molekularschicht ist die zellarmste Schicht, die neben den
Parallelfasern der Kornerzellen und den Dendriten der Purkinjezellen nur wenige

inhibitorische Interneurone enthalt (Trepel, 2021).

Abbildung 1 Schematische Darstellung der
6 Inhibitorische adulten Kleinhirnrinde. Von aufen nach
o Interneurone innen: Molekularschicht (molecular layer, ML),
= 0 Purkinje-Zellschicht (Purkinje cell layer, PCL),
0 P Furkiniezellen Koérnerzellschicht (granular layer, GL) und
0 aulerhalb der Kleinhirnrinde die
8 3 5 Bergman Glia Kleinhirnkerne (cerebellar nuclei). Rechts:
sl @ 9 @ e Legende, zellulare Bestandteile der
= Parallelfasern Kleinhirnrinde. Eigene Darstellung.
C ormerzelln
Neurone der
Kleinhirnkerne
& C ,)

1.2.1 Neurogenese im Kleinhirn

Wahrend der Entwicklung des Kleinhirns imponieren Proliferations- und
Migrationsprozesse, organisiert durch zahlreiche Transkriptionsfaktoren, um die adulte,
hochorganisierte Architektur der Kleinhirnrinde zu erschaffen (Abbildung 2, siehe
erganzend Ubersichtsartikel (Consalez et al., 2021)). Die GABAergen zerebellaren
Neurone wie die Purkinjezellen, Interneurone der ML und Golgi-Zellen entstehen aus
Vorlauferzellen der ventrikuldaren Zone (Kolevzon et al., 2007) und wandern schon
wahrend der frihen Embryogenese in Richtung ihres Zielortes (Galas et al., 2017). Die
Projektionsneurone der Kleinhirnkerne (cerebellar nuclei, CN) und die exzitatorischen
Kérnerzellen hingegen entstehen aus einer Keimzone der rhombischen Lippe (RL) im
Hirnstamm, von wo aus sie ins Kleinhirn migrieren und sich dort zun&chst in der dufleren
Koérnerzellschicht (external granular layer, EGL) ansiedeln (De Luca et al., 2016, Vaillant
and Monard, 2009). Bei der EGL handelt es sich um eine proliferative Zone, die nur

wahrend der Kleinhirnentwicklung zu beobachten ist und bis zum Endes des ersten
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Lebensjahres verloren geht (Volpe, 2009). Zwischen der 20.-30. SSW erreicht sie ihre
maximale GroRRe, wahrend gleichzeitig die granularen Vorlauferzellen (granular cell
precursors, GCP) beginnen, entlang der BG durch die ML zu migrieren, bis sie ihren
finalen Ort, die innere Kérnerzellschicht (internal granular layer, IGL), erreichen (Volpe,
2009). In der menschlichen Neurogenese erreicht die Proliferation der EGL und
anschliefende Migrationswelle ihren Hohepunkt zwischen der 30.-40. SSW und nimmt
postnatal langsam ab (Volpe, 2009). In der Ratte finden Proliferation und Migration der
GCP vor allem postnatal statt und sind bis zur dritten postnatalen Woche abgeschlossen
(Vaillant and Monard, 2009).

EGL
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der zerebellaren Neurogenese. Links: Granulare
Vorlauferzellen (granular cell precursors, GCP) proliferieren postnatal in der dufleren Kdrnerzellschicht
(external granular layer, EGL) und wandern anschlief3end durch die Molekularschicht (molecular layer, ML)
und die sich formierende Purkinje-Zellschicht (Purkinje cell layer, PCL) entlang eines BDNF
Konzentrationsgradienten in die innere Kérnerzellschicht (internal granular layer, IGL). Treibende Kraft fir
Proliferation und Migration der GCP ist der Transkriptionsfaktor Sonic hedgehoc (Shh). Mitte: Ubersicht
wichtiger Transkriptionsfaktoren fiir Proliferation, Reifung und Migration der zerebellaren Neurone. Rechts:
Legende, wichtige zellulare Bestandteile der sich entwickelnden Kleinhirnrinde. Modifiziert nach Giszas et
al., 2022.

Einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren fur die Progression der zerebellaren
Neurogenese ist Sonic hedgehoc (Shh). Schon die Proliferation der Vorlauferzellen aus
den beiden Keimzonen wird durch Shh initiiert, wahrend anschliel3end die Purkinjezellen
die Shh-Sekretion tbernehmen (Abbildung 2) und durch Induktion von Cyclin D1 und D2
direkten Einfluss auf den Zellzyklus und die Proliferation der GCP nehmen (De Luca et
al., 2016). Dadurch werden die Purkinjezellen zu Hauptregulatoren der Entwicklung der
Kleinhirnrinde. Interessanterweise andert sich durch intrinsische und extrinsische
Faktoren anschlieBend die Sensibilitat der GCP fur die mitogene Wirkung von Shh,
sodass die GCP in der IGL nicht weiter proliferieren, sondern in die Differenzierung
Ubergehen (De Luca et al.,, 2016). Shh interagiert aber nicht nur mit den granularen
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Vorlauferzellen. Auch die Proliferation der paired box 2 (Pax2)-positiven Vorlaufer der
inhibitorischen Interneurone wird mafigeblich durch Shh induziert (De Luca et al., 2016),
wie auch die Differenzierung der BG (Vaillant and Monard, 2009). Die BG spielen eine
wichtige Rolle fur die Entwicklung der Purkinjezellen insbesondere fur die typische
Morphologie der Dendritenbaume und das Wachstum der einzelnen Dendriten
(Lordkipanidze and Dunaevsky, 2005). Die Migration der GCP entlang der BG wird vor
allem chemotaktisch durch den neurotrophen Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)-
Konzentrationsgradienten gesteuert (Borghesani et al., 2002).

Zahlreiche weitere Transkriptionsfaktoren sind an der Proliferation, Migration und
Differenzierung wahrend der zerebellaren Neurogenese beteiligt (Abbildung 2). Pax6,
Prospero homebox 1 (Prox1) und Neuronal nuclei (NeuN) sind Marker fir reifende
Kérnerzellen zu verschiedenen Zeitpunkten (Lavado et al., 2010, Gusel'nikova and
Korzhevskiy, 2015) und Semaphorin 6a (Sema6a), LIM homebox transcription factor 1
alpha (Lmx1a) und Pax6 steuern die Migration der GCP (Leto et al., 2016). BDNF spielt
eine Schlusselrolle fur sowohl Proliferation und Reifung als auch Migration der GCP
(Camuso et al., 2022). Calbindin (Calb1) ist der wichtigste Marker fir sich entwickelnde
und spater auch reife Purkinjezellen, wahrend Pax2 die weiteren GABAergen Neurone
markiert, die von der VZ abstammen (Leto et al., 2016). Weitere relevante Akteure fir die
Entwicklung und das Uberleben der unreifen Vorlauferzellen sind Chromodomain
helicase DNA-binding protein 7 (Chd7), Fibroblast Growth Factor 8 (FGF8), Neuronal
differentiation 1/2 (NeuroD1/2), Sex-determining region Y-box 2 (Sox2) und
Synaptophysin (Syp).

Die menschliche Kleinhirnneurogenese ist vom Embryonalstadium bis zum Beginn des
dritten Lebensjahres ein sensibel gesteuerter Prozess. Wird vor allem die Phase des
schnellen Hirnwachstums (brain growth spurt) (Dobbing and Sands, 1979), verortet im
letzten Trimester der Schwangerschaft, durch exogene Faktoren gestort, besteht ein
hohes Risiko fur Beeintrachtigung der Kleinhirnentwicklung. Diese experimentelle Arbeit
in einem in vivo-Modell des Sauerstoff-geschadigten Kleinhirns der neugeborenen Ratte
soll dazu beitragen, die molekularen Mechanismen im Hinblick auf die zerebellaren

Auswirkungen von oxidativem Stress besser zu verstehen.
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1.3 Fragestellung

Der regelmalige Einsatz von Koffein im klinischen Alltag erfordert sichere und valide
Daten, um kurz- und langfristige Nebenwirkungen weiter zu vermindern und die
Auswirkungen von Koffein auf die wvulnerablen und Sauerstoff-geschadigten
Organsysteme bei Frihgeborenen besser verstehen zu kénnen. Auf der Grundlage
klinischer und experimenteller Studien liegt ein gut fundiertes Basiswissen vor, dass
Koffein bei Fruhgeborenen neuroprotektive Effekte aufweist, wobei der langfristige
Einfluss auf die motorische Koordination ehemaliger Fruhgeborener diskutabel bleibt.
Trotz einer Vielzahl an tierexperimentellen Studien in assoziierten Schadigungsmodellen
zur humanen Fruhgeburtlichkeit existieren bislang wenig Daten zum Einfluss einer
Koffeintherapie auf das sich entwickelnde Kleinhirn. Das Ziel dieser in vivo-Studie war,
im Hyperoxie-Schadigungsmodell der neonatalen Ratte aufzuzeigen, wie sich eine
perinatale Hyperoxie, als auch mit praventiv-applizierten Koffein, auf die zerebellare
Neurogenese auswirken und, ob Koffein der Sauerstofftoxizitat durch die antioxidativen
Eigenschaften akut und nachhaltig im Kleinhirn entgegenwirken kann.
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2 Methodik

21 Probengewinnung im Tierexperiment

Alle durchgefihrten Experimente wurden durch die zustandige lokale Tierschutzbehdrde
(LAGeSo, Genehmigungsnummer G-0088/16) genehmigt und entsprechend der
Tierschutz-Richtlinie der Charit¢é und den ARRIVE-Richtlinien fur Tierversuche
durchgefuhrt.

Wie zuvor beschrieben (Giszas et al., 2022), wurden die trachtigen Wistar Ratten von der
Abteilung fir Experimentelle Medizin (FEM, Charité Universitatsmedizin Berlin) bezogen.
Die trachtigen Muttertiere wurden unter kontrollierten Bedingungen, einschliel3lich eines
geregelten 12/12 Stunden- circadianen Rhythmus, ad libitum Erndhrung sowie Zugang
zu Wasser einzeln gehalten. Nach der Geburt wurden die neugeborenen Rattenwelpen
innerhalb von 12 Stunden nach dem Zufallsprinzip unter Berucksichtigung des
Geschlechtes in die Versuchsgruppen eingeteilt und je nach Gruppe fur die ersten 3 oder
5 postnatalen (P) Lebenstage (P0-P3 bzw. P0-P5) entweder unter Raumluft (Normoxie,
NO, 21% Sauerstoff) oder in einem speziellen Sauerstoffinkubator mit 80% Sauerstoff-
angereicherter Luft (OxyCycler BioSpherix, Lacona, New York) gehalten (Hyperoxie, HY),
wobei die Muttertiere zur Versorgung mit Muttermilch bei den Jungtieren belassen
wurden. Die Muttertiere rotierten alle 24 Stunden zwischen Normoxie und Hyperoxie, um
eine Beeintrachtigung durch zu hohe Sauerstoffkonzentrationen und eine damit
verbundene mogliche Unterversorgung der Jungtiere zu vermeiden. Zusatzlich erhielten
die Rattenwelpen entweder Koffein oder Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(phosphate-buffered saline, PBS) als Tragerldsung, sodass sich folgende vier
Versuchsgruppen ergeben: NO (Normoxie, 21% Sauerstoff und Applikation von PBS,
Kontrollgruppe); NOC (Normoxie, 21% Sauerstoff und Applikation von Koffein); HY
(Hyperoxie, 80% Sauerstoff und Applikation von PBS) und HYC (Hyperoxie, 80%
Sauerstoff und Applikation von Koffein). Jede Versuchsgruppe bestand aus 6-8 zufallig
zugeteilten Tieren beider Geschlechter und keines der Jungtiere verstarb wahrend der
Hyperoxie-Exposition. Koffein und PBS wurden als Einmaldosis je nach Korpergewicht
(100 plI/10 g) als intraperitoneale Injektion alle 48 Stunden ab der Geburt verabreicht; bei
dreitagiger Sauerstoffexposition (P0-P3) also am Tag der Geburt (P0O) und an P2, bei
funftagiger Sauerstoffexposition (P0-P5) an PO, P2 und P4 (Abbildung 1). Die Tiere der
Gruppen NOC und HYC erhielten 10 mg/kg Koffein (Sigma, Steinheim), dies entspricht
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20 mg/kg Koffeincitrat, wie es in der Anwendung im klinischen Alltag Ublich ist (Schmidt
et al., 2006).

{ " 4
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Koffein/PBS  Koffein/PBS Koffein/PBS
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Abbildung 3 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Interventionszeitpunkte (in griin) an PO,
P2 und P4, an denen Koffein oder PBS (Placebo) verabreicht wurde. Endpunkte zur Probenentnahme (in
blau) an P3, P5 und P15. In den ersten Lebenstagen bis P3 bzw. P5 waren die Tiere entweder Hyperoxie
(gelb) oder Raumluft (hellblau) ausgesetzt, bei spaterem Endpunkt anschlieRend Erholung an Raumluft bis
P15 (hellblau). Eigene Darstellung.

Die Probenentnahme erfolgte entweder nach Beendigung der Sauerstoffexposition an P3
bzw. P5 oder nach mehrtatiger Erholung in Raumluft bis P15 (P3_P15 bzw. P5_P15, fur
beide Sauerstoffexpositionszeiten identisch). Dafir wurden die Tiere mit Ketamin
(100 mg/kg), Xylazin (20 mg/kg) und Acepromazin (3 mg/kg) sediert. Anschlielend
erfolgte nach Eroffnung des Thorax unter tiefer Narkose eine transkardiale Perfusion mit
eiskaltem PBS (pH 7.4). Nach dem so erfolgten Entbluten und Feststellung des Todes
der Jungtiere, wurden diese dekapitiert, der Schadel erdffnet und die relevanten
Hirnanteile zur weiteren Untersuchung entnommen. Die Gewebeanteile fur die
quantitativen Genanalysen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und umgehend
bei -80 °C gelagert. Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurde eine zweite
Perfusion mit eiskaltem 4% Paraformaldehyd (PFA, pH 7.4) durchgefihrt, um nach
Praparation des Gesamthirnes das Grof3hirn vom Kleinhirn abzutrennen. Nach einer
24-stundigen Postfixierung mit 4% PFA bei 4 °C, erfolgte eine Umpufferung in PBS. Zur
Vorbereitung der Gewebeeinbettung in Paraffin wurden die Kleinhirne mit einer
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aufsteigenden Alkoholreihe (70%-100% Ethanol (w/w)) und Chloroform (100%)
dehydriert, in flussigem Paraffin (60 °C) eingebettet und ausgehartet. Fur die
anschliefenden immunhistochemischen Farbungen wurden 6 pm dicke Gewebeschnitte
der Kleinhirne mittels eines Microtoms (Epredia, Microm International GmbH, Dreieich,

Deutschland) angefertigt und bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.

2.2 RNA-Praparation und quantitative Analysen der Genexpression

Pro Tier wurde, wie in der Veroffentlichung beschrieben (Giszas et al., 2022), aus jeweils
einer gefrorenen Kleinhirnhemisphare mit Hilfe von saurehaltigem Phenol und
Chloroform (peqGOLD RNAPure™ PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland)
die RNA isoliert. Anschliel3end wurden jeweils 2 ug mittels einer reversen Transkriptase
(MMLV-RT, Promega, Madison, USA) unter Stabilisierung mit einem RNase-Inhibitor
(RNasin, Promega) in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben und zuvor mit DNase
behandelt. Die so prozessierte cDNA (17 ng) wurde mittels quantitativer PCR (qPCR) fur
die folgenden Zielgene analysiert: Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), Calbindin 1
(Calb1), Chromodomain helicase DNA-binding protein 7 (Chd7), Cyclin dependent
kinase 2 (CycD2), Fibroblast Growth Factor8 (FGF8), Hypoxanthine-guanine
Phosphoribosyl-transferase (HPRT), LIM homebox transcription factor 1 alpha (Lmx1a),
Neuronal differentiation 1/2 (NeuroD1/2), Neuronal nuclei (NeuN), paired box 2/6
(pax2/6), Prospero homebox 1 (Prox1), Semaphorin 6a (Sema6a), Sonic hedgehoc
signaling molecule (Shh), Sex-determining region Y-box 2 (Sox2), Synaptophysin (Syp).
HPRT als Housekeeping-Gen wurde fur die Auswertung als interne Referenz
herangezogen. Die entsprechenden Primersequenzen sind in Tabelle 1 der zugehdrigen
Publikation zu finden (Giszas et al., 2022). Die quantitative PCR wurde in 96-Well-Platten
und fur jede Probe fur eine genauere statistische Auswertung als Triplet durchgefuhrt. Zu
jeder Probe wurde dafir ein Mastermix aus 5 uyl qPCRBIO Mix Hi-ROX (NIPPON
Genetics Europe, Diren, Deutschland), 2,5 ul von 1,25 yM des entsprechenden
Oligonukleotid-Primers und 0,5 pyl von 5 uM Sondenldsung hinzugegeben. Die DNA-
Amplifizierung erfolgte dann in 40 Zyklen a jeweils 94 °C fur 5 Sekunden und 62 °C fur
25 Sekunden mit Hilfe eines StepOnePlus™ real-time PCR Systems (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA). Fir die anschlielende

Analyse wurde die 2 *2¢(N-Methode verwendet (Livak and Schmittgen, 2001).
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2.3 Immunhistochemische Analysen

Wie zuvor beschrieben (Giszas et al., 2022), wurden flr die immunhistochemischen
Farbungen die in Paraffin eingebetteten Proben geschnitten, anschliellend auf Super
Frost Plus-beschichtete Objekttrager (Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgezogen
und bei Raumtemperatur gelagert. Diese wurden fur die Entparaffinierung zweimal fur
jeweils 10 min in Roti-Histol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert und mit Hilfe
einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 90%, 80%, 70% Ethanol) fur jeweils 3 min
rehydriert. Im nachsten Schritt erfolgte die Antigendemaskierung. Dafur wurden die
Objekttrager in Citratpuffer (pH 6.0) fir 10 min bei 600 Watt in einer Mikrowelle inkubiert.
Nach einer 30—-minutigen Wartezeit zum Abkuhlen der Proben, wurden diese im
Anschluss dreimal in PBS gewaschen. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu
verhindern, wurden im nachsten Schritt die Gewebeproben mit einer Blockierldsung,
bestehend aus 3% bovinem Serumalbumin (BSA), 0,05% Tween-20 und 0,1% Triton
X-100 in PBS fur Calbindin bzw. 3% BSA und 0,2% Triton X-100 fir Pax6/PCNA
inkubiert, die 60 min bei Raumtemperatur bis zur nachsten Waschung mit PBS einwirkte.
Folgend wurde monoklonales Maus-Anti-Calbindin (1:500, ab75524, Abcam, Cambridge,
UK) oder polyklonales Kaninchen-Anti-Pax6 (1:200, LS-C179903, LifeSpan Bioscience,
Washington, USA) und monoklonales Maus-Anti-PNCA (1:500, Abcam, ab29) jeweils mit
einem Antikérper-Verdinnungsmittel (Dako, Zymed Laboratories, San Francisco,
Kalifornien, USA) als primarer Antikorper aufgetragen und 24 Stunden bei 4 °C im
Kudhlschrank inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden nach dreimaliger Waschung in
PBS die sekundaren Antikorper aufgetragen und fur 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Fur Calbindin wurden fluoreszierende Ziege-Anti-Maus-lgG (Alexa Fluor 488,
Thermo Fischer Scientific, Dreieich, Deutschland) und fur Pax6/PCNA zusatzlich Ziege-
Anti-Kaninchen-lgG (Alexa Fluor 495, Thermo Fischer Scientific) verwendet, ebenfalls
1:200 verdinnt in Antikdrper-Verdinnungsmittel (Dako, Zymed Laboratories). Nach
erneuter Waschung in PBS wurden im nachsten Schritt die Zellkerne fur 10 min in 4',6-
Diamidin-2-Phenylindol (DAPI, Sigma), 1:2000 in PBS verdunnt, angefarbt, bevor nach
anschliellender dreifacher Waschung in PBS die Schnitte auf den Objekttragern
eingedeckelt wurden (Shandon Immu-Mount, Thermo Fisher Scientific).

Die Auswertung erfolgte innerhalb von 14 Tagen, jedoch frihestens nach 24 Stunden,
mit dem Keyence Fluoreszenzmikroskop BZ 9000 und der BZ-Il Betrachter Software

sowie der BZ-ll Analyse Software (Keyence, Osaka, Japan) mit einem 10x
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VergroRerungsobjektiv. Fur jede RGB-Farbe wurde ein separates Bild aufgenommen und
die Belichtungseinstellungen wurden zwischen den Aufnahmen nicht verandert. Von
jedem Objekt wurden jeweils vier 100 ym (P3 und P5) bzw. 200 um (P3_P15 und
P5_P15) messende Ausschnitte aus dem anterodorsalen, zentralen und posterioren
Lappen ausgewahlt, wobei darauf geachtet wurde, dass unter den Ausschnitten immer
zwei innere und zwei auldere zerebellare Cortices aus verschiedenen Lappen fur die
Auswertung herangezogen wurden, um abschlie3end einen reprasentativen Mittelwert
bilden zu konnen. Nach minimaler, identischer Kontrastanpassung aller Aufnahmen
wurden die Calbindin-positiven Purkinjezellen, die Pax6-positiven Kornerzellen und die
PCNA-positiven, proliferierenden Zellen manuell mittels Adobe Photoshop (Version
22.0.0, Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin, Irland) ausgezahlt. Dieselben
Ausschnitte wurden weiterhin dazu verwendet, die Dendritenlange der Purkinjezellen in
Adobe Photoshop (Adobe Systems Software Ireland Limited) auszumessen, um die
Dicke der Molekularschicht zu bestimmen. Mit Hilfe der DAPI-Farbung wurde die
Kornerzellschicht definiert. Es wurden 4 Dendriten pro Objekt ausgemessen und
anschliefend der Mittelwert aus den vier Ausschnitten pro Tier gebildet. Diese wurden
dann dafur verwendet, die Anzahl der Purkinjezellen und Kornerzellen sowie die
Dendritenlange der Purkinjezellen zwischen den mit Koffein behandelten Tieren und der
Kontrollgruppe zu vergleichen.

2.4  Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen und die Generierung der Abbildungen erfolgte mit
GraphPrism 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, USA). Zur statistischen
Auswertung wurde die Kontrollgruppe mit den Versuchsgruppen mittels der einseitigen
Varianzanalyse ANOVA, Kruskal-Wallis-Test auf der Grundlage einer nicht-Gaul3schen
Verteilung oder Brown-Forsythe-Test in dem Falle, dass die Gruppen unterschiedliche
Varianzen aufzeigen, untersucht. Die Mittelwerte wurden anschlielend mit dem
Bonferroni-, Dunn- oder Dunnett-T3-Post-Hoc Test verglichen, basierend auf den zuvor
verwendeten Tests. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Erfolgreiche Verminderung der Hyperoxie-induzierten Beeintrachtigung der

Purkinjezellen durch Koffein

Ein prominenter Marker fur reife und sich entwickelnde Purkinjezellen ist Calbindin
(Calb1), ein Calcium-bindendes Protein und wichtiger Regulator der intrazellularen
Calcium-Homdostase (Bastianelli, 2003). Calb1 wird schon ab einem friihen Zeitpunkt
wahrend der Migration und anschlieBenden Differenzierung (Laure-Kamionowska and
Maslinska, 2009) und spater in grol3en Mengen von allen Anteilen der Purkinjezellen im
Kleinhirn exprimiert (Leto et al., 2016).

Nach immunhistochemischer Farbung wurden die Auswirkungen von Hyperoxie und
Koffein auf die Anzahl der Calbindin-positiven Purkinjezellen und die Tiefe der
Molekularschicht anhand der maximalen Lange ihrer Dendritenbdume (Abbildung 4 und
5) untersucht. In allen Hyperoxie-exponierten Gruppen zeigte sich eine drastische
Verminderung der Purkinjezellzahl und der Molekularschichttiefe nach drei (P3) oder flnf
(P5) Tagen postnataler Exposition mit 80% Sauerstoff (Abbildung 4). Die Reduktion der
Purkinjezellen nach akuter Hyperoxie-Exposition konnte durch Koffein erfolgreich
verhindert werden. Ebenso konnte die Beeintrachtigungen im Hinblick auf die
verminderte Tiefe der Molekularschicht durch hohe Sauerstoffkonzentration nach
dreitéagiger Exposition (P3) durch Koffein reduziert werden. Nach Erholung der Jungtiere
an Raumluft bis zum postnatalen Tag P15 zeigte sich nach dreitatiger Hyperoxie-
Exposition kein signifikanter Unterschied mehr im Vergleich zur Kontrollgruppe und die
Anzahl der Purkinjezellen konnte sich regenerieren (Abbildung 5 A). Die flinftagige
Exposition hingegen flhrte zu einer nachhaltigen Schadigung der Purkinjezellen, die sich
auch nach 10-tagiger Haltung der Jungtiere unter Normoxie (P5_P15) nicht regenerieren
konnte. Koffein konnte der Hyperoxie-induzierten Schadigung der Purkinjezellen
entgegenwirken und die Anzahl auf Kontrollniveau halten (Abbildung 5 A). Die Lange der
Dendritenbaume wurde nicht langfristig (P3_P15 und P5_P15) durch die Hyperoxie-
Exposition geschadigt (Abbildung 5 B).
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Abbildung 4 Reprasentative Darstellung der Calbindin/DAPI gefarbten immunhistochemischen
Schnitte der sich entwickelnden Kleinhirnrinde. Zur Untersuchung wurden die Calbindin-positiven
Purkinjezellen und die Molekularschichttiefe unter Normoxie (NO) oder Hyperoxie (HY) im Vergleich mit
gleichzeitiger Koffein-Anwendung (NOC/HYC) ausgewertet. Untersuchungszeitpunkte waren am dritten
(P3) oder fiinften postnatalen Lebenstag (P5) oder an P15, nach anschlieRender Erholung an Raumluft.
Erkennbar sind die durch zwischenzeitliche Migration der granularen Vorlauferzellen (GCP) abnehmende
aulere Kornerzellschicht (EGL), die Molekularschicht (Semple et al., 2013), in der die Dendritenbdume der
Purkinjezellen liegen, die Purkinje-Zellschicht und die innere Kornerzellschicht (IGL). Durch Hyperoxie
zeigte sich eine Abnahme der Purkinjezellzahl und ihrer Dendritenlange, die durch Koffein aufgehoben

werden konnte. Aus Giszas et al., 2022.
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Abbildung 5 Quantifizierung der Calbindin/DAPI-positiven Purkinjezellen und der Dendritenldnge.
Folgende Versuchsgruppen wurden analysiert: Normoxie (weif3, NO), Hyperoxie (dunkelgrau) und HY im
Vergleich mit  gleichzeitiger = Koffein-Anwendung (hellgrau, NOC/  mittelgrau, HYC).
Untersuchungszeitpunkte waren am dritten (P3) oder flinften postnatalen Lebenstag (P5) oder an P15 nach
anschlieRender Erholung an Raumluft. Hyperoxie beeintrachtigte sowohl die Anzahl der A) Purkinjezellen
als auch ihre B) Dendritenlange. Koffein konnte die akute Reduktion der Zellzahl erfolgreich verhindern,
wahrend das Dendritenwachstum nur teilweise geschutzt werden konnte. **p < 0.01 und =+*p < 0.001 im
Vergleich mit der Kontrollgruppe; #p < 0.05 und #*p < 0.01, und im Vergleich mit Hyperoxie-behandelten
Tieren (ANOVA, Bonferroni’s post hoc Test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc Test). Modifiziert aus Giszas
etal., 2022.

3.2 Koffein wirkt den durch Hyperoxie induzierten Proliferations-hemmenden

Effekten entgegen

Pax6 spielt eine Schlusselrolle in der Entwicklung verschiedener Hirnregionen und ist in
der zerebellaren Neurogenese vor allem fiir Uberleben und Migration der glutamatergen
Vorlauferzellen verantwortlich (Yeung et al., 2016). In dieser Studie wurde Pax6 als
Marker fur die unreifen, von der aul3eren zur inneren Kornerzellschicht migrierenden GCP
verwendet, wahrend PCNA als unverzichtbarer Faktor fur die DNA Replikation die
Proliferationskapazitat anzeigt (Jonsson and Huibscher, 1997). Untersucht wurde nach
immunhistochemischer Farbung die Anzahl der Pax6- und PCNA-positiven GCP in der
ML unter Normoxie und Hyperoxie und die Auswirkungen von Koffein (Abbildung 6 und
7).
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Abbildung 6 Reprasentative Darstellung der Pax6, PCNA und DAPI gefarbten
immunhistochemischen Schnitte der sich entwickelnden Kleinhirnrinde. Zur Untersuchung wurde die
Anzahl der Pax6-positiven granularen Vorlauferzellen (GCP) und die Proliferationskapazitat (PCNA) unter
Normoxie (NO) oder Hyperoxie (HY) im Vergleich mit gleichzeitiger Koffein-Anwendung (NOC/HYC)
ausgewertet. Untersuchungszeitpunkte waren am dritten (P3) oder fiinften postnatalen Lebenstag (P5)
oder an P15 nach anschlieender Erholung an Raumluft. Erkennbar sind die durch zwischenzeitliche
Migration der GCP abnehmende aullere Kornerzellschicht (EGL), die Molekularschicht (Semple et al.,
2013) und die innere Kornerzellschicht (IGL). Zudem zeigte sich eine Reduktion der Pax6- und PCNA-
positiven GCP nach Hyperoxie-Exposition an P3 und P5, die durch Koffein positiv beeinflusst werden
konnte. An P3_P15 war dieser Effekt fir die PCNA-positiven Zellen ebenso nachvollziehbar, nach
funftatiger Hyperoxie-Exposition erholten sich alle Zellpopulationen an Raumluft bis P5_P15. Aus Giszas
et al., 2022.
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Nach Exposition mit 80% Sauerstoff zeigte sich an P3 und P5 eine signifikante Reduktion
der GCP und ihrer Proliferationskapazitat, die optisch (Abbildung 6) und quantitativ
(Abbildung 7) nachvollzogen werden konnte.
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Abbildung 7 Quantifizierung der Pax6- und PCNA-positiven Kérnerzellen. Folgende Versuchsgruppen
wurden analysiert: Normoxie (weil3, NO), Hyperoxie (dunkelgrau) und HY im Vergleich mit gleichzeitiger
Koffein-Anwendung (hellgrau, NOC/ mittelgrau, HYC). Untersuchungszeitpunkte waren am dritten (P3)
oder fiinften postnatalen Lebenstag (P5) oder an P15 nach anschlieRender Erholung an Raumluft. Durch
Hyperoxie zeigte sich eine signifikante Reduktion der A)Kdrnerzellen (Pax6) und ihrer B)
Proliferationskapazitat (PCNA), die fur beide im akuten Stadium (P3) und fir PCNA auch dariber hinaus
(P3_P15) durch Koffein vermindert werden konnte. *p < 0.05, *p < 0.01 und *+*p < 0.001 im Vergleich mit
der Kontrollgruppe; #p <0.05 und #*p <0.01 im Vergleich mit Hyperoxie-behandelten Tieren (ANOVA,
Bonferroni’s post hoc Test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc Test; Brown-Forsythe, Dunnett's post hoc
Test). Modifiziert aus Giszas et al., 2022.

In der akuten Phase konnte Koffein sowohl der GCP- als auch PCNA-Beeintrachtigung
an P3 dem erfolgreich entgegenwirken und eine Normalisierung auf Kontrollniveau
bewirken, wohingegen dieser Effekt nach funftatiger Hyperoxie-Exposition an P5
ausblieb. An P3_P15 steigerte Koffein die Anzahl der Pax6-positiven Zellen unter
Hyperoxie im Vergleich zur Normoxie-Kontrollgruppe auch ohne nachweisbare, noch
persistierende Schadigung der GCP unter Hyperoxie (Abbildung 7 A). Die
Proliferationskapazitat wurde durch dreitatige Hyperoxie persistierend reduziert und war
auch an P3_P15 nach Erholung an Raumluft noch nachweisbar. Hier konnte Koffein der
Schadigung erfolgreich entgegenwirken und langfristig die Anzahl der PCNA-positiven
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Zellen normalisieren (Abbildung 7B). An P5_P15 zeigten sich keine langfristig
schadigenden Sauerstoff-Effekte und die Pax6- wie auch PCNA-positiven GCP konnten
sich, trotz starker Beeintrachtigung nach funftatiger Sauerstoff-Exposition an P5, an
Raumluft erholen (Abbildung 7 A und B).

3.3 Koffein kann die Schadigung der friihen zerebellaren Neurogenese durch

Hyperoxie nur teilweise auffangen

FGF8 wird als zentrales Signalmolekul fur strukturelle Entwicklung und Polarisierung vor
allem wahrend der sehr frihen zerebellaren Entwicklung exprimiert und ist deshalb bei
den spateren Untersuchungszeitpunkten an P15 schon nicht mehr nachweisbar. Der
FGF8-Konzentrationsgradient in dieser Phase spielt dabei eine entscheidende Rolle fur
sowohl Zellliberleben als auch die Ausrichtung der spateren zerebellaren Regionen (Leto
et al., 2016). Gleichzeitig interagiert FGF8 mit der Expression zahlreicher anderer Gene,
wie zum Beispiel Shh und Pax2 (Leto et al., 2016). Pax2 markiert in dieser Phase die
GABAergen Interneurone, die neben den Purkinjezellen aus der VZ hervorgehen und
dann in den zerebellaren Cortex migrieren (Leto et al., 2016).

Wir untersuchten die Expressionsmuster von FGF8 und Pax2 mittels qPCR unter
Normoxie im Vergleich zu Hyperoxie und die Auswirkungen von Koffein (Abbildung 8).
FGF8 zeigte interessanterweise an P3 kein verandertes Expressionsmuster, wahrend
Hyperoxie nach 5 Tagen (P5) zu einer signifikant verminderten mRNA-Expression fuhrte,
die auch nicht durch Koffein aufgehoben werden konnte (Abbildung 8 A). Koffein unter
normoxischen Bedingungen fiihrte hingegen zu einer FGF8-Uberexpression, die jedoch
nicht statistisch signifikant war. Pax2 zeigte an P3 und P5 eine signifikant reduzierte
Expression nach Hyperoxie, die nach dreitatiger Exposition (P3) nachhaltig durch Koffein
normalisiert werden konnte, wenn auch ohne statistische Signifikanz (Abbildung 8 B).
Dieser Effekt war auch an P3_P15 nach Erholung an Raumluft noch nachweisbar und
Koffein normalisierte die Pax2-Expression nach Hyperoxie. Nach funftatigem
hyperoxischen Insult (P5) konnte das stark reduzierte Expressionsniveau von Pax2 nicht
durch Koffein auffangen werden, dafur trat dennoch ein Erholungseffekt bis P5_P15 ein
(Abbildung 8 B). Koffein unter normoxischen Bedingungen fiihrte an P5_P15 zu einer
Uberexpression von Pax2 (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8 Quantifizierung der mRNA-Expression von FGF8 und Pax2 als Mediatoren der frithen
zerebellaren Neurogenese mittels qPCR. Folgende Versuchsgruppen wurden analysiert: Normoxie
(weill, NO), Hyperoxie (dunkelgrau) und HY im Vergleich mit gleichzeitiger Koffein-Anwendung (hellgrau,
NOC/ mittelgrau, HYC). Untersuchungszeitpunkte waren am dritten (P3) oder flinften postnatalen
Lebenstag (P5) oder an P15 nach Erholung an Raumluft. Signifikante Reduktion der A) FGF8-Expression
nach Hyperoxie an P5 unabhangig der Koffeinapplikation, an P3 hingegen keine Beeinflussung des
Expressionsmusters. An P15 kein Nachweis von FGF8 mehr mdglich. B) Pax2 zeigte an P3 und P5 eine
signifikant verminderte Expression durch Hyperoxie, die nur an P3 durch Koffein normalisiert wurde. Nach
dreitatigem Insult anhaltende Reduktion der Pax2-Expression bis P3_P15, hier weiterhin protektiver Effekt
von Koffein. *p <0.05, **p<0.01 und =+p <0.001 im Vergleich mit der Kontroligruppe (ANOVA,
Bonferroni’s post hoc Test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc Test; Brown-Forsythe, Dunnett’'s post hoc
Test). Modifiziert nach Giszas et al., 2022.

3.4 Durch Hyperoxie stark beeintrachtigte Proliferation kann langerfristig durch
Koffein gerettet werden

Wahrend der zerebellaren Neurogenese wird von den Calbindin-exprimierenden
Purkinjezellen Shh freigesetzt, welches als Mitogen und zentrales Signalmolekdul
wiederum die Expression weiterer Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise Cyclin D2
und Pax2, initiiert (De Luca et al., 2016). Durch Induktion der Cycline wird direkt der
Zellzyklus und die Proliferation zahlreicher Zellpopulationen stimuliert und dadurch
indirekt auch die fortschreitende Furchung des Kleinhirns beeinflusst (De Luca et al.,
2016). BDNF ist wahrend der Neurogenese in zahlreichen Hirnregionen als Neurotrophin
aktiv. Im sich entwickelnden Kleinhirn spielt BDNF eine Schlusselrolle fur Differenzierung
und Uberleben der GCP, stimuliert ihre Proliferation und leitet durch seinen
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Konzentrationsgradienten die migrierenden GCP durch die ML in die IGL (Camuso et al.,
2022).

In dieser Studie untersuchten wir die mRNA- Expression von Calb1, Shh, CycD2 und
BDNF mittels quantitativer PCR unter Normoxie und Hyperoxie und wie sich die
Koapplikation von Koffein auf die Expressionsmuster auswirkte (Abbildung 9). Alle
Marker zeigten an P3 nach Hyperoxie eine signifikante Verminderung ihrer mRNA-
Expression, die durch Koffein nicht verhindert werden konnte. Bis auf CycD2 zeigten die
weiteren Marker ebenfalls eine reduzierte Expression durch alleinige Koffeinanwendung
unter Normoxie (Abbildung 9 A, B und D). Nach Erholung an Raumluft an P3_P15 konnte
sich die Expression von Calb1, Shh und BDNF erfolgreich erholen und es waren keine
Unterschiede mehr zwischen den Gruppen nachweisbar. CycD2 war weiterhin
persistierend durch den hypoxischen Insult vermindert exprimiert, wobei Koffein hier
protektive Effekte zeigte (Abbildung 9 C). Ebenso wurde Calb?1 nach Hyperoxie und
Koffeinapplikation signifikant Gberexprimiert (Abbildung 9 A). Eine funftagige Exposition
mit 80% Sauerstoff (P5) bewirkte fur Calb1 und den Proliferationsmarker CycD2 ebenfalls
einen starken Ruckgang ihrer Expressionslevel, der auch an P5_P15 nach Erholung an
Raumluft auf reduziertem Niveau persistierte. Koffein konnte an P5 die drastische
Reduktion von Calb1 und CycD2 nicht verhindern, an P5 P15 fuhrte die
Koffeinanwendung jedoch zu normalisierten Expressionslevel von Calb7 und CycD2
(Abbildung 9 A und C). An P5 fiihrte Koffein unter Normoxie zu einer Uberexpression von
CycD2. Fur Shh bewirkten erhdhte Sauerstoffkonzentrationen an P5 keine reduzierte
MRNA-Expression, dafur zeigte sich an P5_P15 dennoch eine verzogerte Verminderung
(Abbildung 9 B). Diese konnte durch Koffein erfolgreich aufgefangen werden (P5_P15).
An P5 fuhrte Koffein unter Normoxie zu einer leicht verminderten Shh-Expression.
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Abbildung 9 Quantifizierung der mRNA- Expression von Calb1, Shh, CycD2 und BDNF mittels qPCR.
Folgende Versuchsgruppen wurden analysiert: Normoxie (weif3, NO), Hyperoxie (dunkelgrau) und HY im
Vergleich mit gleichzeitiger Koffein-Anwendung (hellgrau, NOC/ mittelgrau, HYC). Untersuchungs-
zeitpunkte waren am dritten (P3) oder funften postnatalen Lebenstag (P5) oder an P15 nach Erholung an
Raumluft. Alle Marker A) Calb1, B) Shh, C) CycD2 und D) BDNF zeigten an P3, Calb1 und CycD2 ebenso
an P5, eine signifikante Reduktion des Expressionsniveaus nach Hyperoxie, die nicht durch Koffein gerettet
werden konnte. Bis auf CycD2 ebenfalls reduzierte Expression durch alleinige Koffeinanwendung unter
Normoxie. An P3_P15 fir Shh und BDNF keine Unterschiede mehr nachweisbar, fir CycD2 und Calb1
signifikante Uberexpression bei Koffeinanwendung und Hyperoxie. An P5_P15 weiter reduzierte
Expressionslevel nach Hyperoxie fiur alle Marker, hier erhdhte bzw. normalisierte Expression nach
Koffeinanwendung. *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001, und *+p < 0.0001 im Vergleich mit Kontrollgruppe;
#p < 0.01, ##p < 0.001, und ##p < 0.0001 im Vergleich mit Hyperoxie (ANOVA, Bonferroni's post hoc
Test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc Test; Brown-Forsythe, Dunnett’'s post hoc Test). Modifiziert nach
Giszas et al., 2022.

Bei BDNF fiihrte die funftagige Hyperoxie (P5) zu einer starken Uberexprimierung, die
durch Koffein normalisiert werden konnte. An P5_P15 zeigte sich interessanterweise eine
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Umkehr: Die BDNF-Expression nach vorheriger Hyperoxie war nun stark reduziert, aber
auch diese konnte durch Koffein normalisiert werden. Unter Normoxie flhrte die
Koffeinanwendung an P5 und P5_P15 jedoch zu einer verminderten Expression
(Abbildung 9 D).

Erhohter oxidativer Stress bewirkte einen starken Riuckgang der mRNA-Expression
wichtiger Marker fur die Proliferation im sich entwickelnden Kleinhirn, der nicht im akuten
Zustand, dafir aber nach anschlieRender Erholung an Raumluft (P5_P15) durch Koffein

vermindert werden konnte.

3.5 Koffein nimmt nur marginalen Einfluss auf die Hyperoxie-induzierte

Beeintrachtigung der granuldren Reifung und Migration

Wahrend ihres Heranreifens exprimieren die GCP verschiedene Transkriptionsfaktoren
entsprechend ihrer aktuellen Bedurfnisse. So spielt Pax6, exprimiert von den
glutamatergen Progenitorzellen der RL, eine wichtige Rolle fur deren Migration,
Differenzierung und Uberleben und markiert vor allem unreife, migrierende GCP (Yeung
et al., 2016). Prox1 wird sowohl von pra- als auch postmitotischen GCP wahrend ihrer
gesamten Entwicklung exprimiert (Lavado and Oliver, 2007), wohingegen die NeuN-
Expression erst mit fortschreitender Reifung zunimmt und vor allem die reifen,
postmitotischen GC in der IGL markiert (Gusel'nikova and Korzhevskiy, 2015). Sema6a
und Lmx1a sind wichtige Mediatoren fur die Migration der GCP (Leto et al., 2016,
Chizhikov et al., 2010).

Um die Auswirkungen von Hyperoxie und Koffein auf das Uberleben und die Migration
der GCP zu untersuchen, bestimmten wir die mMRNA- Expression von Pax6, Prox1, NeuN,
Lmx1a und Sema6a zu verschiedenen Zeitpunkten mittels gqPCR (Abbildung 10). Bis auf
Prox1 zeigten die untersuchten Marker an P3 und/oder P5 eine signifikant reduzierte
Genexpression nach Hyperoxie, die durch Koffein nicht normalisiert werden konnte.
Pax6, Prox1 und NeuN zeigten dabei teilweise ebenfalls verminderte Expressionslevel
bei alleiniger Koffeinanwendung unter Normoxie, mit Ausnahme von Pax6 an P5 und
einer starker Uberexpression (Abbildung 10 A, B und C). Nach Hyperoxie und Erholung
an Raumluft (P3_P15) persistierte die verminderte Expression von Pax6 und NeuN,
wobei Koffein die Auswirkungen der erhdhten Sauerstoffkonzentrationen normalisieren
konnte (Abbildung 10 A und C). Koffein unter Normoxie flhrte ebenfalls zu einer
verminderten Expression von Pax6, NeuN und Lmx1a (P3_P15). Prox1 zeigte nach
Erholung an Raumluft eine Uberexpression nach Koffeinanwendung bei erhéhtem
oxidativem Stress (P3_P15), an P5_P15 waren hingegen keine Unterschiede zwischen
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den Untersuchungsgruppen nachweisbar (Abbildung 10 B). Bei Lmx1a fiihrte der erhdhte
oxidative Stress nach mehrtagiger Erholung (P3_P15/ P5_P15) zu keiner veranderten
Expression, die Koffeinanwendung, bewirkte jedoch eine signifikante Verminderung an
P3 P15 bzw. eine Uberexpression an P5 P15, unabhéngig der Normoxie- oder
Hyperoxie-Exposition (Abbildung 10 D). Sema6a reagierte langfristig (P3_P15/ P5_P15)
nicht auf die erhohte Sauerstoffkonzentration oder Koffeinanwendung und auch die an
PS5 durch Hyperoxie reduzierten Expressionslevel konnten sich im Anschluss wieder
erholen (Abbildung 10 E).

Insgesamt bewirkten erhohte Sauerstoffkonzentrationen eine Storung der mRNA-
Expression wichtiger Faktoren fur die granulare Reifung und Migration, die sich vor allem
in einer stark reduzierten Pax6- und NeuN-Expression aul3erte und von Koffein nur

teilweise nach Erholung an Raumluft ausgeglichen werden konnte.
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Abbildung 10 Quantifizierung der mRNA-Expression von Pax6, Prox1, NeuN, Lmx1a und Sema6a
als Marker fiir reifende GCP (Pax6, Prox1, NeuN) und ihrer Migration (Pax6, Lmx1a, Sema6a) mittels
gPCR. Folgende Versuchsgruppen wurden analysiert: Normoxie (weif3, NO), Hyperoxie (dunkelgrau) und
HY im Vergleich mit gleichzeitiger Koffein-Anwendung (hellgrau, NOC/ mittelgrau, HYC).
Untersuchungszeitpunkte am dritten (P3) oder fiinften postnatalen Lebenstag (P5) oder an P15 nach
Erholung an Raumluft. Alle Marker A) Pax6, B) Prox1, C) NeuN, D) Lmx1a und E) Sema6a wurden
moduliert. Bis auf Prox1 zeigten alle eine verminderte Expression an P3 und/oder P5 durch Hyperoxie, hier
kein protektiver Effekt durch Koffein. An P3_P15 teilweise persistierende Reduktion (Pax6/NeuN), hier
jedoch normalisierte Expressionslevel durch Koffein. An P5_P15 erfolgreiche Erholung ohne veranderte
Expression (Pax6, Prox1, Sema6a), bei NeuN/Lmx1a hingegen Uberexpression durch Koffein nach
Hyperoxie und Normoxie. *p <0.05, =p <0.01, *»p <0.001, und *=+p <0.0001 im Vergleich mit
Kontrollgruppe; #p < 0.05, #p < 0.01, und ##p < 0.001 im Vergleich mit Hyperoxie (ANOVA, Bonferroni’'s
post hoc Test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc Test; Brown-Forsythe, Dunnett’s post hoc Test). Modifiziert
nach Giszas et al., 2022.
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3.6 Wenig Einfluss von Koffein auf die durch Hyperoxie stark beeintrachtige
Reifung und terminale Differenzierung der GCP

Zuletzt wurden mittels gPCR die Auswirkungen von Hyperoxie und Koffein auf das
Uberleben und die terminale Differenzierung der GCP, sowie Synaptophysin (Syp) als
Marker fur Synaptogenese und die Synapsendichte wahrend der Kleinhirnentwicklung
(Hami et al., 2017) untersucht. Die proneuralen Transkriptionsfaktoren NeuroD1 und
NeuroD2 gelten als wichtige Regulatoren fir Uberleben und Differenzierung der
reifenden, postmitotischen GCP (Consalez et al., 2020), wohingegen Sox2 das Ende des
Zellzyklus und die terminale Differenzierung verhindert (Graham et al., 2003). Chd7 wird
ebenfalls mit zunehmendem Differenzierungsgrad exprimiert und reguliert das Uberleben
der postmitotischen GCP der IGL (Feng et al., 2017).

Akuter oxidativer Stress bewirkte vor allem fur Chd7 und NeuroD1, in geringerem Malde
aber auch fir Syp, an P3 und/oder P5 eine signifikante Verminderung ihrer
Expressionslevel (Abbildung 11 A, B und E). NeuroD2 zeigte ebenfalls eine starke
Reduktion, allerdings nur an P5, wohingegen Sox2 nach Hyperoxie keinen akuten
Einfluss auf die Genexpression vermerken lie. Fur keinen der untersuchten Marker
konnte Koffein die akuten Auswirkungen der Hyperoxie ausgleichen (Abbildung 11 C und
D). Nach alleiniger Koffeinanwendung bei Normoxie zeigte Chd7 an P5 eine akute
Uberexpression, wohingegen Koffein unter Raumluft bei NeuroD1, NeuroD2 und Syp an
P3 und/oder P5 zu einer reduzierten mRNA-Expression fuhrte (Abbildung 11 B, C und
E). Nach zehntéatiger Erholung an Raumluft an P5_P15 zeigten NeuroD1 und NeuroD2
nach vorheriger reduzierter Expression nun eine signifikante Uberexpression durch
Hyperoxie im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche durch Koffein auf Normniveau
normalisiert werden konnte (Abbildung 11 B und C). Unter Normoxie flhrte Koffein
hingegen zu einer Uberexpression von NeuroD1 und NeuroD2. An P3_P15 prasentierte
NeuroD1 eine weiterbestehende verminderte Expression nach Hyperoxie, auch hier
konnte Koffein die Effekte der erhohten Sauerstoffkonzentration reduzieren. NeuroD2
hingegen zeigte keine langfristige Reaktion auf die dreitatige Hyperoxie-Exposition
(P3_P15). Fir Sox2 wurde nur an P5_P15 ein vermindertes Expressionsniveau nach
Hyperoxie beobachtet, das durch Koffein normalisiert wurde und an P3_P15 zu einer
Uberexpression fiihrte (Abbildung 11 E). Chd7 und Syp konnten ihre Expression nach
mehrtatiger Erholung an Raumluft wieder auf Kontrollniveau normalisieren und es waren

keine Unterschiede zwischen den Gruppen mehr nachweisbar (P3_P15/P5_P15).
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Hohe Sauerstoffkonzentrationen bewirkten stark reduzierte Expressionslevel vor allem
von Chd7 und NeuroD1 als Marker fur die terminale Differenzierung der GCP, die nicht
akut, sondern erst nach Erholung an Raumluft durch Koffein aufgehoben werden

konnten.
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Abbildung 11 Quantifizierung der mRNA-Expression von Chd7, NeuroD1/2, Sox2 und Syp mittels
qPCR als Mediatoren fiir terminale Differenzierung und Uberleben der GCP. Folgende
Versuchsgruppen wurden analysiert: Normoxie (weif3, NO), Hyperoxie (dunkelgrau) und HY im Vergleich
mit gleichzeitiger Koffein-Anwendung (hellgrau, NOC/ mittelgrau, HYC). Untersuchungszeitpunkte am
dritten (P3) oder fiinften postnatalen Lebenstag (P5) oder an P15 nach Erholung an Raumluft. Alle Marker
A) Chd7, B) NeuroD1, C) NeuroD2, D) Sox2 und E) Syp wurden moduliert. An P3 und/oder P5 starker
Einbruch der Expressionslevel aller Transkriptionsfaktoren mit Ausnahme von Sox2, kein protektiver Effekt
durch Koffein. Nach Erholung an Raumluft (P3_P15/P5_15) Hyperoxie-induzierte Uberexpression
(NeuroD1/NeuroD2) oder Reduktion (Sox2), Normalisierung durch gleichzeitige Koffeinapplikation. Fur
Chd7 und Syp langfristige Erholung an P3_15/P5_P15 und keine signifikanten Unterschiede mehr.
*p < 0.05, *p <0.01, »*p <0.001, und +p <0.0001 im Vergleich mit Kontrollgruppe; *p <0.01, und
###p < 0.001 im Vergleich mit Hyperoxie (ANOVA, Bonferroni’s post hoc Test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post
hoc Test; Brown-Forsythe, Dunnett’s post hoc Test). Modifiziert nach Giszas et al., 2022.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Oxidativer Stress im sich entwickelnden Kleinhirn wirkte sich negativ auf alle
untersuchten zerebellaren Zellpopulationen und Transkriptionsfaktoren aus. Die Lange
der Dendritenbdume der Purkinjezellen war durch erhdhte Sauerstoffkonzentrationen
signifikant reduziert. Relevante Marker fur Proliferation, Migration und Differenzierung der
granularen Vorlauferzellen im Kleinhirn zeigten sich stark in ihrer Expression
beeintrachtigt. Im Rahmen unserer durchgefuhrten Experimente konnte ein protektiver
Effekt von Koffein auf die durch Hyperoxie beeintrachtigte zerebellare Neurogenese
nachgewiesen werden. Vor allem scheint Koffein die Anzahl und Entwicklung der
Purkinjezellen erfolgreich vor oxidativem Stress schutzen zu koénnen. Reifung,
Proliferation und Differenzierung der Kornerzellen wurden auf transkriptioneller Ebene
bei akuter Sauerstoffexposition unabhangig der gleichzeitigen Koffeinapplikation
geschadigt. Koffein zeigte neuroprotektive Effekte meist erst nach einer Erholungsphase
der Jungtiere unter normoxischen Umgebungsbedingungen.

Den GCP und spateren Kornerzellen sollte als insgesamt grof3te neuronale
Zellpopulation, die zudem 99% der zerebellaren Neurone ausmacht (Consalez et al.,
2020), besondere Beobachtung wahrend der zerebellaren Neurogenese geschenkt
werden. Von ihrer primaren Keimzone in der RL ausgehend, migrieren die GCP in ihre
sekundare Keimzone, den EGL, welcher zu diesem Zeitpunkt die gesamte zerebellare
Oberflache auskleidet (Consalez et al., 2020). Hier wird durch starke Proliferation in der
aulieren Zone des EGL die Generation der postmitotischen GC generiert, die in die innere
Zone des EGL und von dort durch die ML in die IGL und bleibende Koérnerzellschicht
wandern (Consalez et al., 2020). Wahrend ihrer Migration lassen sie ihre sich
ausbreitenden Axone zuruck, die spater als Parallelfasern in der ML erkennbar sind
(Abbildung 1) und mit den Dendritenbdumen der Purkinjezellen Synapsen ausbilden
(Consalez et al., 2020).

Das Zusammenspiel und die Gegenregulation zahlreicher Transkriptionsfaktoren,
Neurotrophine und Mediatoren zu verschiedenen Zeitpunkten regulieren die Entwicklung
der GCP, sodass durch quantitative Messung ihrer Expression Ruckschlisse auf
spezifische Entwicklungsschritte gezogen werden konnen. Als Marker fur die fruhe
Entwicklung der unreifen GCP konnen Pax6 und Sox2 herangezogen werden. Prox1 wird
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als genereller Marker fur GCP verwendet, der sowohl von pra- als auch postmitotischen
Zellen des EGL und des IGL exprimiert wird (Lavado and Oliver, 2007). Pax6 und Prox1
zeigten in unserem Experiment signifikant verminderte Expressionslevel als Reaktion auf
den hyperoxischen Insult, was die Vulnerabilitat der unreifen GCP gegenuber erhdhter
Sauerstoffexposition verdeutlicht. Koffein konnte im akuten Zustand nicht die
Auswirkungen des oxidativen Stresses vermindern und bewirkte fur Pax6 erst nach
zehntatiger Erholung an Raumluft eine Normalisierung der weiter durch Hyperoxie
beeintrachtigten Expression. Auch die Anzahl der Pax6-positiven, durch die ML
migrierenden GCP und ihre Proliferationskapazitat waren durch Hyperoxie stark
reduziert. Diese beeintrachtigenden sauerstofftoxischen Effekte auf die GCP konnten auf
zellularer Ebene erfolgreich durch Koffein ausgeglichen werden. Langfristig kann sich
eine verminderte Proliferationskapazitat auf die darauffolgende Migration und
Differenzierung und somit auf die zerebellare Zytoarchitektur auswirken (Komuro et al.,
2013, Consalez et al., 2021).

Der pluripotente Transkriptionsfaktor Sox2 wird wahrend der Kleinhirnentwicklung von
verschiedenen Zelltypen exprimiert (Cerrato et al., 2018) und reguliert die Proliferation
und Differenzierung der neuralen Progenitorzellen (Mandalos et al., 2018). Sox2
verhindert dabei den Ubergang von proliferierender Vorlduferzelle zum sich
differenzierenden Neuron. Erst die Herabregulierung bewirkt den Austritt aus dem
Zellzyklus und somit einen Proliferationsstop, damit die terminale Differenzierung
beginnen kann (Graham et al., 2003). Reife, postmitotische NeuN-positive GC
exprimieren demnach kein Sox2 mehr (Ahlfeld et al., 2017). Die Progenitoren
koexprimieren ebenfalls Sox1 und Sox3, sodass ein Sox2 Verlust durch redundante
Expression und Funktionen teilweise aufgefangen werden kann (Graham et al., 2003).
Postnatal spielt Sox2 primar eine wichtige Rolle fur den Aufbau und die Organisation der
Bergmann-Gliazellen (Cerrato et al., 2018) und wird bis ins Erwachsenenalter in der
Purkinje-Zellschicht exprimiert (Mandalos et al., 2018). Sox2 zeigte im Vergleich zu vielen
anderen Transkriptionsfaktoren eine weniger stark ausgepragte Sensibilitat fur erhohte
Sauerstofflevel und nach zehntatiger Erholung an Raumluft zudem ein gutes Ansprechen
auf die Koffeintherapie.

NeuroD1 und NeuroD2 zahlen zur gro3en Gruppe der proneuralen basischen Helix-
Schleifen-Helix-Transkriptionsfaktoren (basic helix-loop-helix- (bHLH) transcription
factors) und gelten als wichtige Regulatoren fiir das Uberleben postmitotischer GCP in
der IGL (Pieper et al., 2019). NeuroD2 spielt dariber hinaus eine entscheidende Rolle fir
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die terminale Differenzierung der inhibitorischen Interneurone der ML. Pieper et al.
zeigten, dass eine Inaktivierung durch unzureichende Differenzierung und Bildung
inhibitorischer Synapsen zu einem Ungleichgewicht zwischen exzitatorischem und
inhibitorischem Input fur die Purkinjezellen und damit zu einer irregularen
Neurotransmission im zerebellaren Cortex fuhrte (Pieper et al., 2019). Der strukturell
verwandte Transkriptionsfaktor NeuroD1 ist ebenfalls essentiell fiir das Uberleben und
die Differenzierung der postmitotischen GCP und begunstigt ihre Migration in den IGL
(Consalez et al., 2020). Beide Faktoren zeigten in unserer Studie signifikant reduzierte
Expressionslevel als Reaktion auf oxidativen Stress, die nicht durch Koffein abgewendet
werden konnten. Besonders die Beeintrachtigung der NeuroD1-Expression verdeutlicht
erneut die Vulnerabilitat der GCP fur die erhohte postnatale Sauerstoffexposition, welche
ihre Migration und terminale Differenzierung langfristig schadigen konnte. Nach Erholung
an Raumluft boten beide Faktoren interessanterweise eine Uberexpression,
moglicherweise eine Uberaktivierte Gegenregulation, durch Hyperoxie, die jedoch durch
Koffein wieder normalisiert werden konnte.

Bylund et al. zeigten, dass vor allem das Gleichgewicht zwischen bHLH-
Transkriptionsfaktoren und Sox1-3 entscheidend fur die Entwicklung und die Progression
der Differenzierung der neuronalen Progenitorzellen ist. Sox1-3 verhindern dabei durch
Inhibierung der bHLH-AKktivitat den Ubergang in die terminale Differenzierung und diese
mussen umgekehrt mit zunehmender Expressionsrate die Aktivitat von Sox1-3 hemmen,
um letztendlich die Migration und Differenzierung einzuleiten (Bylund et al., 2003).

Um die Beeintrachtigung der granularen Migration zu untersuchen, wurde die Expression
von Lmx71a und Sema6a gemessen. Lmx1a wird von Progenitorzellen der RL exprimiert
und vermittelt den richtigen Zeitpunkt sowie die Migration in den zerebellaren Cortex
(Chizhikov et al., 2010). Sema6a funktioniert im spateren Verlauf als Initiator ihrer
Migration entlang der BG in den IGL (Leto et al., 2016). Das Neurotrophin BDNF erfullt
wahrend der zerebellaren Neurogenese pleiotrope Funktionen. Neben seiner
stimulierenden Funktion fur Proliferation und Differenzierung der GCP, leitet es die
migrierenden GCP anhand seines Konzentrationsgradienten durch den ML in den IGL
(Camuso et al., 2022). Salero und Hatten zeigten zudem, dass BDNF in mitotischen GCP
die postmitotische Expression von NeuroD1 anregte (Salero and Hatten, 2007). BDNF
beeinflusst aber nicht nur die granularen Vorlauferzellen. Camuso et al. beschrieben
daruber hinaus seine Wichtigkeit fur die Entstehung und Aufrechterhaltung GABAerger
Synapsen, wohingegen sein Einfluss auf die Differenzierung der Purkinjezellen noch
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kontrovers diskutiert wird (Camuso et al., 2022). In unserer Studie zeigten die
untersuchten Marker fur Migration, Lmx1a und Sema6ba, nur teilweise eine
Beeintrachtigung durch Hyperoxie. Sema6a wies nach Erholung an Raumluft keine
langfristig veranderten zerebellaren Expressionsmuster auf, wohingegen Lmx71a mehr
auf Koffein zu reagieren schien. Wahrend sich die Lmx7a-Expression langfristig gut von
dem vorangegangenen hyperoxischen Insult erholen konnte, bewirkte Koffein eine Uber-
bzw. Unterexpression.

Fur BDNF bewirkte eine dreitatige Sauerstoffexposition verminderte Expressionslevel,
die sich jedoch an Raumluft normalisieren konnten, wohingegen nach funftagiger
Exposition sich die Auswirkungen aggravierten. Unmittelbar nach der langeren Exposition
konnte eine signifikante Uberexpression gemessen werden, die nach 10 Tagen an
Raumluft drastisch unter das Normoxie-Niveau fiel. Hierbei kann nur schwer
unterschieden werden, ob die unprozessierte, proneutrophine Form (proBDNF) oder die
prozessierte BNDF-Variante detektiert wurde, da auf Transkriptebene analysiert wurde.
Dieser Aspekt ist nicht ganz unerheblich, um die Auswirkungen von hohen
Sauerstoffspannungen auf die granulare Migration beurteilen zu koénnen. Als
unprozessierte Form Ubt proBDNF wahrend der zerebellaren Neurogenese
gegensatzliche Funktionen aus (Xu et al., 2011). Prozessiertes BDNF besitzt eine GCP-
stimulierende Wirkung, wohingegen proBDNF die Migration in den IGL verhindert (Xu et
al., 2011). Die Expression von BDNF scheint unter der Sauerstofftoxizitat positiv durch
Koffein reguliert zu werden, da sowohl die Uber- als auch die Unterexpression im
Vergleich zur Kontrolle normalisiert werden.

Um die spatere Entwicklung der postmitotischen GC und reifen GC in der IGL zu
beurteilen, konnen NeuN und Chd7 als relevante Marker herangezogen werden.
Wahrend der zerebellaren Neurogenese wird Chd7 von verschiedenen Zelltypen, vor
allem aber GCP mit zunehmendem Differenzierungsgrad, exprimiert. Die hochste Chd7-
Expression findet sich postnatal bei postmitotischen GCP der IGL, deren Uberleben und
Differenzierung Chd7 reguliert, und persistiert anschliefend bis ins Erwachsenenalter
(Feng et al., 2017). Insgesamt spielt Chd7 eine entscheidende Rolle fir die
Kleinhirnentwicklung und eine Inaktivierung kann zu einer gestorten Differenzierung der
GCP, vermehrter Apoptose, fehlerhafter Lokalisierung der Purkinjezellen und
zerebellarer Hypoplasie fuhren (Feng et al., 2017). In unserer Studie zeigten beide
Transkriptionsfaktoren eine stark reduzierte Expression, ausgelost durch oxidativen
Stress. Auch wenn Koffein hier unmittelbar nach Exposition keinen protektiven Effekt
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zeigte, konnte sich die Chd7-Expression nach Erholung an Raumluft vollstandig
normalisieren. Wohingegen bei NeuN ein akuter wie auch langerer hyperoxischer Insult
zu einer langfristigen Beeintrachtigung der Expression fuhrte. Auch hier konnte Koffein
protektiv wirken und die Expressionslevel vergleichbar zur Kontrolle normalisieren.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die sich in der Entwicklung
befindenden granularen zerebellaren Vorlauferzellen zu jedem Zeitpunkt durch erhohte
postnatale Sauerstoffexposition im Sinne von oxidativem Stress auf Transkriptionsebene
in ihrer Reifung und Differenzierung beeinflusst werden. Die gleichzeitige
Koffeinanwendung konnte die Expression relevanter Transkriptionsfaktoren wieder
normalisieren und zeigte damit antioxidative, neuroprotektive Eigenschaften fur die GCP.
Interessanterweise erfolgte die Normalisierung nicht unmittelbar nach Beendigung der
Sauerstoff- und Koffeinbehandlung, sondern erst nach der Erholungsphase an Raumluft.
Dies lasst die Vermutung zu, dass diese fur die GCP-relevanten Faktoren der
Kleinhirnneurogenese nicht direkt durch Koffein moduliert werden, sondern diese Effekte
sekundar vermittelt werden.

Wie genau Koffein seine Wirkung vermittelt, ist dahingegen noch nicht final geklart. Durch
seinen pleiotropen Einfluss auf verschiedene Rezeptoren und Transkriptionskaskaden,
sind mehrere neuroprotektive Wirkmechanismen denkbar, die sowohl direkt, Uber die
Adenosinrezeptoren (Ribeiro and Sebastiao, 2010, Ciruela et al., 2006), oder indirekt
durch Beeinflussung der oxidativen Stressantwort (Endesfelder et al., 2014, Endesfelder
et al., 2017, Heise et al., 2023), anti-inflammatorische und anti-apoptotische
Eigenschaften (Badshah et al., 2019, Hosny et al., 2019, Endesfelder et al., 2017), als
auch die Regulierung von Stress im endoplasmatischen Retikulum (Teng et al., 2017),
erfolgen konnten. Neben einer Wirkung auf die Genexpression und die neuronale
Signaltransduktion, werden auch Effekte von Methylxanthinen auf Membranproteine,
Enzyme wie Phosphodiesterasen und cholinerge Rezeptoren beschrieben (Janitschke et
al., 2021). Eine wichtige intrazelluldre Signalkaskade scheint hierbei der Nrf2/NfkB-
Signalweg zu sein, ein Schlusselregulator fur die antioxidativen Kapazitaten einer Zelle
und Induktor fir die Expression wichtiger Mediatoren in der oxidativen Stressantwort (Ma,
2013). Badshah et al. zeigten in ihrem Maus-Modell antioxidative, anti-inflammatorische
und neuroprotektive Eigenschaften von Koffein durch Modulation der Nrf2-Expression in
einem Lipopolysaccharid-induzierten oxidativen Stress-Modell (Badshah et al., 2019).
Gleichzeitig wurde die durch ROS verursachte Induktion von NfkB, als wichtige Marker
fur Neuroinflammation, durch die Koffeintherapie weitestgehend normalisiert (Badshah et
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al., 2019). Neben Endesfelder et al. (Endesfelder et al., 2017, Endesfelder et al., 2014)
konnten auch Khan et al. neuroprotektive Wirkungen von Koffein auf zellularer Ebene
nachweisen und zeigten eine Modulierung der Nrf2- und NFkB-abhangigen
Signalkaskaden nach induziertem oxidativem Stress (Khan et al., 2019). Diese Effekte
von Koffein vereint die Wirkung auf transkriptioneller Ebene, was eine indirekte Wirkung
bedingen wurde und zur Erklarung beitragen konnte, warum haufig erst nach Erholung
der Jungtiere an Raumluft nach der Hyperoxie Effekte von Koffein sichtbar wurden.
Gaytan und Pasaro =zeigten darUber hinaus eine erhohte Expression von
Adenosinrezeptoren in relevanten kardiorespiratorischen Arealen des sich entwickelnden
Gehirns in einem neonatalen Ratten-Model nach oraler Koffeintherapie (Gaytan and
Pasaro, 2012). Passend dazu zeigte sich bei mit Koffein behandelten Tieren auch eine
erhdhte Herzfrequenz, Atemfrequenz und Hamoglobin-Sattigung (Gaytan and Pasaro,
2012). Da das Kleinhirn neben dem Hippocampus die hdchste Dichte an
Adenosinrezeptoren aufweist (Jarvis et al., 1989), ist auch hier eine Wirkung Uber die
Modulation adenosinerger Stoffwechselwege wahrscheinlich. Adenosin, als
neuromodulatorischer Botenstoff, ist omniprasent und erflllt zahlreiche Funktionen wie
beispielsweise die Modifizierung der synaptischen Signaltransmission (Stockwell et al.,
2017). Der A1-Adenosinrezeptor wird mit einer verminderten prasynaptischen
Neurotransmitter-Freisetzung und damit einer synaptischen Depression assoziiert,
wohingegen AZ2a-Adenosinrezeptoren mit einer verstarkten Ausschattung von
Neurotransmittern in Verbindung gebracht werden (Stockwell et al., 2017). Benito-Munoz
et al. zeigten, dass Uber den A1-Adenosinrezeptor auf transkriptioneller Ebene auch die
neuronale Differenzierung beeinflusst wird (Benito-Mufioz et al., 2016). Bruzzese et al.
zeigten in ihrem Ratten-Modell, dass Hyperoxie zu einer reduzierten Expression von A2a-
Adenosinrezeptoren im Gehirn und verminderten Adenosin-Plasmakonzentrationen
fuhrte (Bruzzese et al., 2015). Die Herunterregulierung adenosinerger Stoffwechselwege
durch erhohte Sauerstoffkonzentrationen kann auch als Anpassungsmechanismus des
Korpers betrachtet werden, um das Gewebe durch Vasokonstriktion vor ROS-
induziertem oxidativem Stress und einer Sauerstoffliberlastung zu schitzen (Bruzzese et
al., 2015). Soontarapornchai et al. konnten zeigen, dass Koffein im neonatalen Gehirn
der Ratte unter Hyperoxie ebenfalls die Aktivitat der A1- und A2a-Adenosinrezeptoren
inhibierte (Soontarapornchai et al., 2021). Interessanterweise wurde zudem ein
neuroprotektiver Effekt von Koffein durch verminderten oxidativen Stress und
Hypermyelinisierung unter Normoxie nachgewiesen (Soontarapornchai et al., 2021).
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Die Entwicklung der Purkinjezellen zeigte in unserer tierexperimentellen Studie ebenfalls
eine starke Beeintrachtigung durch akute postnatale Hyperoxie, die jedoch im Gegensatz
zur granularen Zellreihe erfolgreich durch Koffein protektiert werden konnte. Sowohl die
Anzahl der Purkinjezellen, als auch die Lange ihrer Dendriten, waren durch akuten
oxidativen Stress signifikant reduziert. Puls et al konnten bereits zeigen, dass auch eine
24-stundige Exposition mit hohen Sauerstoffkonzentrationen am postnatalen Tag 6 (P6)
zu oxidativem Stress und Beeintrachtigung der zerebellaren Neurogenese ausreichen
(Puls et al., 2023a, Puls et al., 2023b). Die Neurogenese-inhibierenden Effekte, durch
den durch Hyperoxie induzierten oxidativen Stress, konnten in unserem
Schadigungsmodell durch die gleichzeitige Koffeinanwendung akut sowie nach Erholung
an Raumluft wieder ausgeglichen werden und schutzte die Purkinjezellen nachhaltig.
Dieser Effekt war vor allem bei der zellularen Entwicklung der Purkinjezellen nach
Schadigung uber die verschiedenen Zeiten zu beobachten, wobei sich dies fur die
korrespondierende Calb1-mRNA-Expression nicht korrelierend darstellen lie. So
zeigten sich nach zehntagiger Erholung, folgend dem hypoxischen Ereignis, normalisierte
Calb1-Expressionslevel unter Koffeinapplikation, wohingegen dieser Effekt nicht direkt
nach der Beendigung der Sauerstoffexposition detektiert werden konnte. Dieser Effekt

lieRe sich mit einer verzogerten Translation nach dem sauerstofftoxischen Insult erklaren.

Durch die Sekretion von Shh sind die Purkinjezellen zudem malfigeblich am Wachstum
und der Proliferation der GCP-Generation beteiligt (Haldipur et al., 2015). Haldipur et al.
zeigten, dass eine verminderte Shh-Sekretion auch die Anzahl der PCNA-positiven, also
in der EGL proliferierenden Zellen, reduzierte und durch gestorte Proliferation und
Differenzierung langfristig auch das zerebellare Volumen verminderte (Haldipur et al.,
2015). Salero und Hatten beschreiben zudem, dass Shh im sich entwickelnden Kleinhirn
die Expression von CycD2 anregt (Salero and Hatten, 2007). Auch in unseren
tierexperimentellen Studien bewirkten hohe Sauerstoffkonzentrationen neben der
reduzierten Anzahl der Purkinjezellen auch einen starken Einbruch der Shh- und CycD2-
Expression, die nach Erholung an Raumluft durch eine antioxidative Therapie mit Koffein
ausgeglichen werden konnte. Die Proliferationskapazitat und die Pax6- und PCNA-
exprimierenden GCP waren ebenso vermindert, was moglicherweise mit der
verminderten Shh-Expression zusammenhangen konnte. Laut Vogel et al. gibt es eine
feste Korrelation zwischen der Anzahl an Kornerzellen und den Purkinjezellen als ihre

postsynaptischen Gegenspieler (Vogel et al., 1989), die gegebenenfalls durch einen
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Mediator wie Shh hergestellt werden konnte. Ebenso weisen GCP in Nagetieren zum
Zeitpunkt P5 sehr hohe Teilungsraten auf, um dann die Migration aus dem EGL zum IGL
einzuleiten (Corrales et al., 2006). Da Shh eine essentielle Rolle bei der Steuerung dieses
Prozesses einnimmt, scheint eine Verringerung der Shh-Expression mit einer
einhergehenden Hemmung der Proliferation folglich richtig. Durch die enge Korrelation
zwischen der Anzahl der Purkinjezellen und den GCP (Vogel et al., 1989) sind
Beeintrachtigungen beider Zellpopulationen durch externe Noxen, wie auch einer
veranderten Shh-Expression erklarbar, wobei die Zusammenhange noch nicht
vollstandig geklart sind (Haldipur et al., 2015).

Synaptophysin (Syp), ein wichtiger Bestandteil der prasynaptischen Vesikelmembran,
wird als Marker fur die Synaptogenese und Synapsendichte verwendet (Hami et al.,
2017). Als Calcium-bindendes Protein in synaptischen Vesikeln wird zudem eine
Beteiligung an der Calcium-abhangigen synaptischen Exozytose vermutet (Hami et al.,
2017). Wahrend der zerebellaren Neurogenese wird Syp schon frih exprimiert und
anschliel3end wahrend der Entstehung neuer Synapsen zwischen den Purkinjezellen mit
den Interneuronen und Parallelfasern in der ML hochreguliert (Hami et al., 2016). Spater,
mit zunehmender Reifung der GCP, kann Syp auch in der EGL und der IGL verstarkt
nachgewiesen werden (Hami et al., 2016). Daruber hinaus gibt es Hinweise, dass Syp
als Vesikelprotein auch fur die synaptische Plastizitat und damit fur Lernprozesse und
Gedachtnis eine wichtige Rolle spielt. Eine fehlerhafte Syp-Expression wird mit
neurodegenerativen und psychiatrischen Erkrankungen assoziiert (Hami et al., 2017). In
unserem in vivo-Experiment zeigte Syp unter akuten oxidativen Stress eine verminderte
Expression, die nicht durch Koffein abgefangen werden konnte. Nach zehntagiger
Erholung zeigten sich zur Kontrollgruppe vergleichbare Syp-Expressionslevel, d.h. die
reduzierte Syp-Expression hatte keinen Bestand. Lalert et al. beschrieben dennoch, dass
ein Zusammenhang zwischen erhdhtem oxidativem Stress und einer verminderten
Expression von synaptischen Proteinen und gestorten synaptischen Integritat
angenommen werden kann (Lalert et al., 2020). Jung et al. postulierten zudem einen
Zusammenhang zwischen der Proliferationskapazitat und der Syp-Expression im
Kleinhirn (Jung et al., 2009).

Da in unserer Studie der Fokus primar auf Markern fur Proliferation und Differenzierung
lag, bleibt die Frage derzeit offen, ob die durch Hyperoxie verminderten Zellpopulationen
eventuell auch durch vermehrten Zelluntergang zustande kommen konnten. Puls et al.

zeigten, dass oxidativer Stress zerebellare Apoptose und Inflammation induzierte und zu
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vermehrtem Zelluntergang wahrend der Neurogenese fuhrte, als auch die zerebellare
Neurogenese beeintrachtigen kann (Puls et al., 2023a, Puls et al., 2023b). Laut Scheuer
at al. fuhrte Hyperoxie jedoch nicht zu einer unmittelbaren, sondern einer verzogerten
pro-apoptotischen Wirkung auf die GCP (Scheuer et al., 2018). Kasala et al. zeigten in
ihren Untersuchungen einen neurotoxischen und pro-apoptotischen Effekt von Koffein im
sich entwickelnden Gehirn der Ratte (Kasala et al., 2020). Im Kleinhirn adulter Ratten
konnten Raoofi et al. jedoch eine neuroprotektive Wirkung von Koffein verzeichnen
(Raoofi et al., 2022). In einem ahnlichen durch Tramadol-induzierten oxidativem Stress-
Modell zeigte Koffein anti-apoptotische, anti-inflammatorische und antioxidative
Eigenschaften und konnte den neurotoxischen Effekt von Tramadol auf die
Genexpression relevanter Marker ausgleichen (Raoofi et al., 2022). Auch im sich
entwickelnden Gehirn der Ratte zeigten Endesfelder et al. bereits anti-apoptotische, anti-
inflammatorische und antioxidative Eigenschaften von Koffein (Endesfelder et al., 2017).
In der Studie von Heise et al. wurden die identischen Tiere dieses Versuches fur die
Analyse der Auswirkungen der postnatalen Hyperoxie und die Protektion mit Koffein in
der hippocampalen Neurogenese untersucht (Heise et al., 2023). Koffein konnte in
diesem neurogenen Prozess die verringerte Proliferationskapazitat im Gyrus dentatus
normalisieren und schuitzte gleichzeitig die Hyperoxie-geschadigten hippocampalen
intermediaren und reifen Neurone wahrend ihrer Differenzierung. Dabei profitierten auf
transkriptioneller Ebene eher die Transkriptionsfaktoren der reifen Neurone vom Koffein,
als die Neurogenese-assoziierten Mediatoren der neuronalen Vorlauferzellen (Heise et
al., 2023). Dies lie3e den Diskussionsansatz zu, dass ausdifferenzierte neuronale Zellen,
auf Basis der hier untersuchten Mediatoren, einen grolReren Benefit aus der
Koffeinapplikation ziehen, wobei die Effektvermittlung sehr vielseitig scheint.
Mechanistische Studien konnte zukunftig diese Diskussion voranbringen.

In unserer Studie untersuchten wir die postnatale zerebellare Neurogenese in neonatalen
Ratten als reprasentatives Modell fur die intrauterine Kleinhirnentwicklung beim
Menschen, die das Fruhgeborene dennoch erst postnatal und unter erhohten
Sauerstoffbedingungen erlebt. Meilensteine der Neurogenese finden bei Menschen im
Vergleich zu Nagetieren zwar zu unterschiedlichen Zeitpunkten statt, sind aber
gleichwohl bei Berlcksichtigung dessen gut zu vergleichen (Zeiss, 2021). Insgesamt
zeigen Nagetiere zum Zeitpunkt der Geburt ein noch unreiferes Nervensystem und der
Hohepunkt der Neurogenese wird erst postnatal in den ersten 14 Lebenstagen erreicht,
wahrend der grof3te Wachstumsschub bei einem Reifgeborenen zum Zeitpunkt der
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Geburt bereits stattgefunden hat (Zeiss, 2021, Dobbing and Sands, 1979, Semple et al.,
2013). Die neuronale Entwicklung eines zum Termin geborenen Kindes entspricht der
einer Ratte am siebten postnatalen Tag (P7) und die Schritte der menschlichen
Neurogenese im dritten Trimester finden adaquat ab dem Zeitpunkt der Geburt bis etwa
zum Ende der zweiten Lebenswoche in der neonatalen Ratte statt (Clancy et al., 2007,
Dobbing and Sands, 1979, Semple et al., 2013). Die von uns untersuchten Tiere
reprasentieren demnach die Neurogenese eines fruhen Fruhgeborenen in einer
nachgestellten hyperoxischen Umgebung. Interindividuelle Unterschiede zwischen
Spezies sind dennoch moglich und Ergebnisse tierexperimenteller Studien kdnnen nicht
zu 100% auf die menschliche Neurogenese Uubertragen werden, sind flir die
Charakterisierung in relevanten Schadigungsmodellen fur ein besseres Verstandnis der

zellularen und molekularen Prozesse aber unabdingbar.

4.2 Implikationen fiir den klinischen Alltag und zukiinftige Forschung

Transkriptionsfaktoren spielen eine fundamentale Rolle fur die Differenzierung, Migration
und Ausbildung neuronaler Schaltkreise in der zerebellaren Neurogenese und es ist nicht
verwunderlich, dass Storungen wahrend dieser vulnerablen Phase Kklinische
Auffalligkeiten und entwicklungsneurologische Folgen nach sich ziehen kénnen (Lv et al.,
2021). So werden beispielsweise Mutationen im Pax2-Gen mit entwicklungs-
neurologischen Storungen, wie einer verzogerten Sprachentwicklung oder mentaler
Retardierung assoziiert (Lv et al., 2021) und auch Veranderungen der BDNF-Expression
werden mit Autismus-Spektrum-Stérungen und ADHS in Verbindung gebracht (Camuso
et al., 2022).

Besonders Fruhgeborene und das noch unreife Gehirn sind durch die frihe
Sauerstoffexposition einem erhdhten Risiko ausgesetzt (Panfoli et al., 2018). Wahrend
das generelle Uberleben von Frilhgeborenen in den vergangenen Jahrzehnten stetig
zugenommen hat, sind immer noch viele Frihgeborene von chronischen
Lungenerkrankungen und entwicklungsneurologischen Folgen betroffen (Obst et al.,
2022, Glass et al., 2015). Es besteht eine hohe Evidenz (Obst et al., 2022, de Almeida et
al., 2022, Di Fiore and Vento, 2019, Alva et al., 2023), dass Hyperoxie und die vermehrte
Produktion von ROS eine gemeinsame Ursache und der daraus resultierende oxidative
und inflammatorische Stress die gemeinsame Endstrecke in der Entstehung dieser
Pathologien beschreiben. Dies lasst einer erfolgreichen antioxidativen Therapie immer
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mehr Bedeutung zukommen (Melinda and Gabriela, 2019), woflr Koffein eine
vielversprechende Option darstellt. Tierexperimentelle Studien legten bereits die
neuroprotektiven Eigenschaften von Koffein dar und zeigten, dass oxidativer Stress durch
Diminution der ROS und verminderter Lipidperoxidation erfolgreich reduziert werden
kann (Raoofi et al., 2022, Endesfelder et al., 2017). Dabei scheint Koffein systemisch in
relevanten Tiermodellen fur Frihgeburtlichkeit antioxidative Effekte zu vermitteln, wie fur
die unreife Lunge assoziiert zur BPD gezeigt wurde (Chen et al., 2020, Teng et al., 2017,
Endesfelder et al., 2020, Endesfelder et al., 2019). Klinische Studien konnten sehr
eindrucklich positive Effekte hinsichtlich der Entwicklung Frihgeborener nachweisen
(Schmidt et al., 2007, Schmidt et al., 2017, Szatkowski et al., 2023, Henderson-Smart
and De Paoli, 2010).

Obwohl Koffein seit vielen Jahren und mittlerweile als Standardtherapie in der
Neonatologie verwendet wird, bleiben jedoch die Auswirkungen auf weitere
Organsysteme, langfristige Folgen und anwendungsbezogene Fragen noch offen
(Pergolizzi et al., 2022). Es gibt Hinweise, dass Koffein auch durch Beeinflussung der
Expressionsmuster der Adenosinrezeptoren im Gehirn langfristig das Verhalten
ehemaliger Frihgeborener verandern kdnnte (Millar and Schmidt, 2004). Da samtliche
Gewebetypen und Organe Adenosinrezeptoren exprimieren, ist davon auszugehen, dass
sich Koffein auch auf diese auswirkt und somit auch weitere neonatale Morbiditaten wie
die NEC oder ROP beeinflusst (Millar and Schmidt, 2004). Neuere Studien weisen auf
einen positiven und prophylaktischen Effekt auf die Progression der ROP hin (Chen et
al., 2017), wahrend die Koffeintherapie gleichzeitig mit einer verlangerten
Magenentleerungszeit (Gounaris et al., 2020) und eventuell auch mit einem haufigeren
Auftreten der NEC assoziiert wird (Cox et al., 2015). Yuan et al. beschreiben zudem
diuretische Effekte von Koffein durch Antagonisierung der renalen A1-
Adenosinrezeptoren und eventuell auch eine Beeinflussung der intestinalen Flora (Yuan
et al., 2022). Unklar bleibt hingegen, wie sich Koffein auf das metabolische und
kardiovaskulare Profil der ehemaligen Friihgeborenen auswirkt (Kumar and Lipshultz,
2019). Eine erhohte in utero Exposition mit Koffein wird mit niedrigem Geburtsgewicht,
IUGR und einem erhohten Abortrisiko sowie im spateren Verlauf mit vermehrtem
Auftreten von Adipositas im Kindesalter assoziiert, sodass auch Auswirkungen bei
postnataler Exposition mdglich sind (Kumar and Lipshultz, 2019). Andererseits verringern
prophylaktische  Koffeingaben  beatmeter  Fruhgeborener die  Dauer der
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Sauerstofftherapie, als auch die invasive und nicht-invasive Beatmungszeit sowie die
Inzidenz von moderater bis mittelschwerer BPD (Elmowafi et al., 2022).

Daruber hinaus bleibt die Frage des optimalen Dosierungsschemas. Zumindest im
amerikanischen und europdischen Raum gilt die Therapieempfehlung: 20 mg/kg
Koffeincitrat (entspricht 10 mg/kg Koffein) als Einstiegsdosis und anschliefend 5 mg/kg
alle 24 Stunden als Erhaltungsdosis (Saroha and Patel, 2020). Bruschettini et al. zeigten
in ihrem aktuellen Review, dass hoherdosiertes Koffein zwar die BPD-Inzidenz zu
reduzieren vermag, jedoch keinen Effekt auf die Mortalitat oder die Hospitalisierungszeit
nimmt (Bruschettini et al., 2023). Es fehlen jedoch Daten, wie sich h6herdosiertes Koffein
langfristig auf das neurologische Outcome auswirkt, insbesondere fir die Gruppe der
ELBW-Frihgeborenen, die einem besonders hohen Risiko ausgesetzt sind (Bruschettini
et al., 2023). McPherson et al. flihrten eine randomisierte klinische Studie mit
Frihgeborenen <30 SSW Gestationsalter durch, die eine erhdhte Inzidenz fur zerebellare
Blutungen in der Gruppe, die mehr Koffein als die Standarddosis von 20 mg/kg erhielt,
zeigte (McPherson et al., 2015). Weiterhin gab es Hinweise auf ein vermehrtes Auftreten
von Krampfanfallen nach héherdosiertem Koffein (Vesoulis et al., 2016). Firman et al.
untersuchten langfristige entwicklungsneurologische Folgen nach hochdosierter
Koffeintherapie bei Frihgeborenen <28 SSW Gestationsalter und fanden ebenfalls eine
leichte Haufung von zerebellaren Blutungen, jedoch keine Unterschiede in der
neurologischen Entwicklung zwei Jahre spater (Firman et al., 2019). Saroha und Patel
untersuchten in ihrem Review ebenfalls die klinischen Auswirkungen von Koffein in
Abhangigkeit der Dosierung und zeigten mit zunehmender Dosis eine verbesserte
Wirkung auf Atempausen, Bradykardie und Desaturierungen und erwagen eine
Abweichung von der Standarddosierung durch gewichtsadaptierte Dosisanpassung, um
den therapeutischen Effekt beizubehalten (Saroha and Patel, 2020).

Ein weiterer Diskussionspunkt in der klinischen Anwendung ist der optimale Zeitpunkt
des Therapiebeginns. Dobson et al. verglichen das Outcome einer gro3en Kohorte
VLBW-Fruhgeborener, die entweder vor oder erst ab dem dritten Lebenstag Koffein
erhielten und zeigten eine verminderte BPD-Inzidenz, weniger behandlungsbedurftige
PDA sowie eine signifikant verkurzte Beatmungsdauer nach frUherem Start der
Koffeintherapie (Dobson et al., 2014). Lodha et al. beobachteten ebenfalls ein
vermindertes Auftreten von BPD und PDA, wenn die erste Koffeinhabe innerhalb der
ersten 48 Stunden stattfand (Lodha et al., 2015). Fir die Mortalitat, schwere
neurologische Schaden, das Auftreten einer NEC oder einer schweren ROP wurden
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jedoch keine Unterschiede bei friherem Therapiebeginn festgestellt (Lodha et al., 2015).
Park et al. unterstitzen mit ihrem Review diese Ergebnisse und zeigten ebenso einen
positiven Einfluss auf das neonatale Outcome durch einen friilhen Therapiestart (Park et
al., 2015). Dekker et al. untersuchten in ihrer randomisierten, klinischen Studie die
Auswirkungen auf Fruhgeborene mit einem Gestationsalter <30 SSW, wenn die erste
Koffeingabe bereits im Kreil3saal, noch vor Verlegung auf die neonatologische
Intensivstation, stattfand (Dekker et al., 2017). lhre Ergebnisse zeigten eine direkte
Auswirkung von unmittelbar postnatal appliziertem Koffein auf Parameter fur die
Atemanstrengung, wie das Atemminutenvolumen, das Tidalvolumen und die
Atemfrequenz (Dekker et al., 2017). Wahrend Atemminutenvolumen und Tidalvolumen
schon eine Minute nach Applikation zunahmen, wurden hingegen keine Auswirkungen
auf das Atemmuster, die Atemfrequenz, die Oxygenierung und den Sauerstoffbedarf
beobachtet (Dekker et al., 2017). Kraaijenga et al. zeigten ebenfalls eine Zunahme des
Tidalvolumens um ca. 30% nach Koffeinapplikation und eine damit korrelierende erhéhte
Aktivitat des Zwerchfells (Kraaijenga et al., 2015). Die Notwendigkeit zur Intubation
konnte in einer kleinen Kohorte friher Frihgeborener <29 SSW allerdings nicht durch
eine frihe erste Koffeingabe innerhalb der ersten 2 Stunden vermindert werden (Katheria
et al., 2015) und auch fur die Notwendigkeit einer Surfactant-Applikation und das
Auftreten intraventrikularer Blutungen zeigten sich keine Unterschiede (Dekker et al.,
2017).

Dies lasst schlussfolgern, dass sich die frihe Gabe von Koffein, wie sie auch die Tiere in
unserer Studie erhielten, insgesamt positiv auf den klinischen Verlauf der Frihgeborenen
auszuwirken scheint und diese in ausgewahlten Fallen auch schon von einer ersten Gabe
zur postnatalen Adaptation im Kreil3saal profitieren konnten. Die in einigen Studien vor
allem bezuglich der Dosierung beschriebenen unerwinschten Auswirkungen einer
Koffeintherapie, wie das erhdhte Blutungsrisiko (McPherson et al., 2015) und ein pro-
inflammatorisches Zytokinprofil (Chavez Valdez et al., 2011) fihren dennoch zu
Diskussionen zwischen Experten und Unterschieden in der Koffeinanwendung zwischen
Perinatalzentren (Chavez and Bancalari, 2022). Dartber hinaus lasst sich die Frage
stellen, ob alle Frihgeborenen derart gleichermal3en von der Koffeintherapie profitieren,
dass eine einheitliche Indikation fur Therapiebeginn und Dosierung gestellt werden kann
oder ob dies je nach individuellem Verlauf und Risikoprofil erfolgen sollte.

Ein Ansatz, um die Anwendung von Koffein noch sicherer zu machen und unerwunschte

Effekte durch zu hohe Plasmaspiegel zu vermindern, konnte ein therapeutisches
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Arzneimittel-Monitoring durch Spiegelkontrollen sein (Moschino et al., 2020). Eine
Besonderheit der Koffeintherapie ist die hohe Bioverfugbarkeit, unabhangig der
Darreichungsform und der schnelle Anstieg der Plasmakonzentration innerhalb der
ersten Stunde (Moschino et al., 2020). Die Halbwertszeit hingegen variiert stark und
betragt bei Frihgeborenen, die das Koffein noch fast ausschlieRlich renal ausscheiden,
je nach Gestationsalter und Komorbiditdten meist mehrere Tage (Moschino et al., 2020).
Dennoch hat eine Studie gezeigt, dass bei Frihgeborenen <32 SSW und sogar bei
veranderter Nieren- oder Leberfunktion der Koffein-Plasmaspiegel nur sehr selten
aullerhalb des therapeutischen Bereiches lag und deshalb prinzipiell von der
Notwendigkeit regelmafiger Spiegelbestimmungen abgewichen wird (Natarajan et al.,
2007). Besonders bei kritisch kranken Patienten, Patienten mit einer Nierenerkrankung
oder bei fehlendem klinischem Ansprechen konnte dennoch eine Spiegelbestimmung
sinnvoll sein, um sicherzustellen, dass der Koffeinspiegel im therapeutischen Bereich
liegt. Hierbei ist ein grofer Vorteil, dass dies nicht nur im Plasma, sondern eine
Spiegelbestimmung auch nicht-invasiv im Urin oder Speichel moglich ist (Moschino et al.,
2020).

Ein Aspekt, der hier nicht im Fokus der Untersuchungen stand, sollte dennoch kurz in die
Diskussion mit eingehen, und dies ist Sauerstoff als essentieller Faktor. Bei der
intrauterinen zur extrauterinen Transition sind die dafur notwendigen physiologischen
Prozesse sehr gut gesteuert, wobei Sauerstoff, als ein starker Vasodilatator, zur
Erweiterung der Lungenarteriengefalie beitragt und so den pulmonalen GefalRwiderstand
verringert. Ein wichtiger Prozess, da der erhohte Sauerstoffpartialdruck den Verschluss
des PDA bedingt, als auch die daraus resultierende erhohte Vorlast der Ventrikel
mechanisch zum Verschluss des Foramen ovale bedingt, assoziiert mit dem Wechsel
des Neugeborenen-Kreislaufes von seriell auf parallel (Gao and Raj, 2010).
Respiratorische Instabilitaten, wie die AOP oder die perinatale Asphyxie, werden bei
Frihgeborenen bedingt durch die generelle Unreife des Atemantriebs, fehlende
Surfactant-Produktion und die unreife Lungenzytoarchitektur. Fur eine gute postnatale
Stabilisierung bendtigen die zu frih geborenen Kinder haufig Atemunterstutzung, haufig
mit einer Sauerstoffsupplementierung (Vento and Lista, 2015). Dies, und in Kombination
mit einem unzureichend entwickelten antioxidativen Enzymsystems vor allem bei sehr
kleinen Fruhgeborenen, verdeutlicht die Unvermeidbarkeit von oxidativem Stress in
dieser postnatalen Phase. Das wichtige Thema der optimalen Sauerstoffsattigung wird
immer wieder diskutiert (Escrig-Fernandez et al., 2023) und in den Leitlinien nach
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aktueller Datenlage angepasst (Wyckoff et al., 2020, Madar et al., 2021). Das postnatale
murine Hyperoxie-Schadigungsmodell basiert auf einer Exposition von 80% Sauerstoff.
Diese inspiratorische Sauerstoffkonzentration wird fur Sauerstofftoxizitats-basierte
experimentelle Modelle zum Erreichen eines adaquaten Sauerstoffpartialdruckes im
Nagetier bendtigt (Schmitz et al., 2011) und bildet sehr gut die oxidative Stresssituation
frih- und neugeborener Kinder ab (Deulofeut et al., 2007, Castillo et al., 2008).

Betrachtet man abschliefend die Komplexitat der physiologischen Faktoren und der
Aspekte der postnatalen Intensivbetreuung Frihgeborener, die mit unvermeidlichem
oxidativem Stress als auch mit der Unerlasslichkeit notwendiger medikamentdser
Therapien einhergehen, sind Beeintrachtigungen auf die Kleinhirnentwicklung, wie
ubergeordnet entwicklungsneurologische Defizite, fast unvermeidlich. Hinsichtlich einer
veranderten zerebellaren Neurogenese kann dies kognitiv-motorische, sozial-emotionale
und sprachliche Defizite zur Folge haben. Ein abgestimmtes Zusammenspiel in der
Kommunikation zu Proliferation, Differenzierung und Reifung zwischen Neuronen und
Gliazellen ist fur das Funktionieren des Gehirns essentiell und vor allem wahrend der
frihen Neurogenese wesentlich. Der Beeintrachtigung der untersuchten zerebellaren
Zellpopulationen durch postnatalen oxidativen Stress konnte durch Koffein effektiv
entgegengewirkt werden, wobei die ineffizientere Koffeinwirkung auf die durch Hyperoxie
geschadigten GC-relevanten Transkripte weiter untersucht werden sollte, da Koffein
selbst keine Auswirkungen auf die Purkinjezellen und GPC hatte. Da Koffein bisher
sowohl im klinischen Umfeld von Fruhgeborenen als auch in vitro- und in vivo-Studien
gute therapeutische Wirkungen gezeigt hat, Gberwiegen die schiutzenden Eigenschaften,
obwohl weitere Studien uber Koffein im Hinblick auf mogliche pleiotrope Wirkungen
notwendig erscheinen. Um jedoch ein umfassendes pharmakologisches Profil zu
erstellen und die kurz- und langfristigen Auswirkungen der Koffeintherapie besser
einschatzen zu konnen, sind viele Daten noch ausstehend und es mussen weitere

tierexperimentelle wie auch klinische Arbeiten durchgefuhrt werden.
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5 Schlussfolgerung

Frahgeburtlichkeit fuhrt zu einer nachhaltigen Beeintrachtigung der Kleinhirnentwicklung.
Oxidativer Stress, dem alle Frihgeborenen postnatal ausgesetzt sind, wirkt sich negativ
auf die Entwicklung der Purkinjezellen sowie die Proliferation, Migration und
Differenzierung der granularen Vorlauferzellen aus. Zahlreiche Studien konnten bereits
die antioxidativen Eigenschaften von Koffein auf die noch unreifen Organsysteme bei
Frihgeborenen nachweisen. Erganzend dazu zeigte unsere tierexperimentelle Studie
protektive Effekte von Koffein auf die Neurogenese im sich entwickelnden Kleinhirn. Die
Hyperoxie-induzierte Beeintrachtigung der Purkinjezellen konnte durch Koffein
erfolgreich abgewendet werden. Die Expression relevanter Marker fur die Entwicklung
der granularen Vorlauferzellen wurde hingegen meistens erst nach Erholung in einer
normoxischen Umgebung durch eine gleichzeitige Koffeintherapie moduliert. Insgesamt
wirkt sich Koffein kurz- wie auch langfristig positiv auf die Entwicklung der Frihgeborenen
aus und sollte weiter Anwendung finden, wenn auch weitere Studien ausstehend sind,
um das Arzneimittelprofil und die Auswirkungen von Koffein auf klinischer wie auch

molekularer Ebene weiter zu untersuchen.
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Preterm birth disrupts cerebellar development, which may be mediated by systemic oxidative stress that damages neuronal
developmental stages. Impaired cerebellar neurogenesis affects several downstream targets important for cognition, emotion,
and speech. In this study, we demonstrate that oxidative stress induced with high oxygen (80%) for three or five postnatal days
(P3/P5) could significantly damage neurogenesis and proliferative capacity of granular cell precursor and Purkinje cells in rat
pups. Reversal of cellular neuronal damage after recovery to room air (P15) was augmented by treatment with caffeine.
However, downstream transcripts important for migration and differentiation of postmitotic granular cells were irreversibly
reduced by hyperoxia, without rescue by caffeine. Protective effects of caffeine in the cerebellum were limited to neuronal

survival but failed to restore important transcript signatures.

1. Introduction

Intensive care of extremely and very prematurely born pre-
term infants and consequently their survival have changed
significantly over the past decades [1]. Preterm birth is one
of the main risk factors for surviving with major and minor
neurodevelopmental morbidities [2]. This incremental risk
correlates with lower gestational age and birth weight [3].
In addition to the major neurodevelopmental morbidities,
such as cerebral palsy and motor/cognitive delay, it is above
all the supposedly minor neurodevelopmental abnormalities,
including intellectual disability, emotional behavioral and
neurobehavioral problems, and socioemotional difficulties
like attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) or
autism spectrum disorder (ASD), that can be responsible
for lifelong impairments [4-7].

Preterm birth per se as well as brain injuries such as fetal
growth restriction [8], intraventricular hemorrhages [9], oxy-
gen toxicity [10], neonatal stroke [11], or inflammatory events
[12] may well interrupt brain development and maturation as
independent risk factors or in combination and seem to be
causative for adverse neuronal developmental disorders. There

is a strong correlation between prematurity and a worse prog-
nosis for the development of neurological impairments [13],
but also for reduced regional brain volumes [14, 15].
Decreased cerebellar volumes and delayed growth are associ-
ated with noxious perinatal and postnatal factors [16, 17].
The cerebellar development of preterm infants and the crucial
function of the cerebellum in terms of complex neurological
abilities for cognitive and language development have gained
more attention in recent years [18-21]. Impairments of com-
plex functions have been associated with cerebellar injury,
which then leads to deficits in language and cognitive skills,
as well as altered social, emotional, and behavioral develop-
ment of preterm infants [19, 22-24].

The mature cerebellum consists anatomically of the ver-
mis (median) and the two hemispheres (lateral). In the last tri-
mester of pregnancy, the cerebellum undergoes fundamental
changes in growth and volume increase during the brain
growth spurt [25-27]. The most important first events in the
development of the cerebellum in humans begin at about 24
weeks’ gestation, with a growth peak at term birth and lasting
until about the first year of life [26, 28]. In rodents, comparable
cerebellar development occurs postnatally until the third week
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FIGURE 1: Schematic illustration of rodent postnatal granular cell neurogenesis. (a) The major cell type in the cerebellar cortex is the granule
cell (GC). GC precursors (GCPs), originating from the rhombic lip, migrate to the mitotically active external granular layer (EGL). GCPs
within the EGL are mitotically active from E15 until the third postnatal week. At the time of birth (P0), GCPs begin to differentiate into
mature GCs (around P5) and reach their destination (at P20) by radial migration along the Bergmann glia of the GC into the internal
granular layer (IGL) over the molecular layer (ML). In rats, the proliferation of cerebellar interneurons and granule cells that arise from
the EGL lasts for over 3 weeks after birth. Proliferative activity of GCPs is regulated by extrinsic Purkinje cell- (PC-) derived factor sonic
hedgehog (Shh). Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), expressed in GCs, regulates survival and migration of GCPs and stimulates
own migration of granule cells from EGL to IGL. (b) Cerebellar neurogenesis of granular cells is characterized by the expression of
neuronal and proliferative markers and is orchestrated by neuronal transcription factors: brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
calbindin 1 (Calbl), chromodomain helicase DNA-binding protein 7 (Chd7), cyclin dependent kinase 2 (CycD2), fibroblast growth
factor 8 (FGF8), hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase (HPRT), LIM homeobox transcription factor 1 alpha (LmxIa),
neuronal differentiation 1/2 (NeuroD 1/2), neuronal nuclei (NeuN), paired box 2/6 (Pax2/Pax6), proliferating cell nuclear antigen
(PCNA), prospero homeobox 1 (Prox1), semaphoring 6a (Sema6a), sonic hedgehog signaling molecule (Shh), sex-determining region Y-

box 2 (Sox2), and synaptophysin (Syp). (c) Cellular players in cerebellar granular cell neurogenesis.

oflife [29, 30]. Cerebellar development is characterized by for-
mation of the cerebellar white matter, maturation of the Pur-
kinje cell (PC) layer, maturation of mitotic granule cell (GC)
precursors (GCPs) to postmitotic GCs, and their radial migra-
tion from external granular cell layer (EGL) along Bergman
glial cell fibers to the formation of the internal granular cell
layer (IGL) [31]. The cerebellar neurogenesis of granular cells
is characterized by the expression of neuronal and prolifera-
tive markers and is orchestrated by neuronal transcription fac-
tors (see schematic illustration Figure 1).

Due to the long human cerebellar developmental period
from the embryonic stage to the second year of life, but espe-
cially during the phase of rapid growth during the last third of
pregnancy, children born too early may be exposed to a severe
impairment of cerebellar development. Necessary intensive
medical care and treatment of very preterm (28-32 weeks ges-
tation) and extremely preterm (<28 weeks gestation) infants
represent exogenous factors that can likewise sustainably
interrupt neuronal cerebellar development [17, 20].

Preterm infants have frequently unstable respiration after
birth. Arterial partial pressure of oxygen doubles during the
intrauterine to extrauterine transition; additional oxygen sup-
plementation enhanced arterial partial pressure of oxygen
four- to fivefold, causing systemic oxidative stress [32]. Oxida-

tive stress is a critical factor in proven injuries in the immature
brain of the preterm infant, which correlates with neurodeve-
lopmental abnormalities of prematurity [33, 34]. Normally,
the antioxidant enzyme system can counteract oxidative stress
well with a corresponding antioxidant response. However, the
antioxidant defense system undergoes significant developmen-
tal changes during the neonatal period, resulting in significantly
lower antioxidant cellular defense in preterm infants compared
to term infants [35]. The therapeutic strategy of reducing the
pathological effects of oxidative stress, such as oxidation of bio-
molecules, inflammation, or cell death [36], through antioxida-
tive therapies, such as melatonin, surfactant, vitamin A,
vitamin E, or caffeine, is not new [37].

One of the standard drugs most commonly used in neona-
tal care for the treatment of apnea in preterm infants is the
methylxanthine caffeine. As a nonspecific inhibitor of adeno-
sine receptor subtypes Al and A2a, caffeine has a broad spec-
trum of pharmacokinetic activity [38, 39]. In addition to
reducing the frequency of respiratory arrest, caffeine showed
well-described short- and long-term effects [40]. Demonstrated
neuroprotective effects in the developing brain reduced the rate
of bronchopulmonary dysplasia (BPD) and death and likewise
shortened the duration of mechanical ventilation, thus possibly
reducing persistent oxidative stress [40-43]. When used within
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the first few days of life, the effects appear to be the most effec-
tive [44, 45]. As a potential free radical scavenger [46], as
shown in experimental studies, caffeine could be an antioxidant
per se [47, 48] and also has anti-inflammatory as well as antia-
poptotic effects [49-51].

In the current study, we demonstrated that early expo-
sure to high oxygen impairs cerebellar granular cell neuro-
genesis by analyzing newborn rats with cell type-specific
markers. Based on previous experimental studies, we
hypothesized that the antioxidant caffeine might minimize
the effects of oxidative stress and found conflicting pleiot-
ropy caffeine effects that require further discussion.

2. Materials and Methods

2.1. Animal Welfare. Time-pregnant Wistar rat dams were
obtained from the Department of Experimental Medicine
(FEM, Charité-Universititsmedizin Berlin, Germany). The
adult rats were housed in individual cages under environment-
controlled conditions with a constant 12 h/12h light/dark cycle,
ambient temperature, and relative humidity of 60% with ad
libitum access to the same food and water. After birth, the
newborns were maintained with a mother for breast milk feed-
ing. All animal experimental procedures were evaluated and
approved by the local animal welfare authorities (LAGeSo,
approval number G-0088/16) and followed institutional guide-
lines as well as ARRIVE guidelines.

2.2. Oxygen Exposure and Drug Administration. As previously
described [47, 50], pups from different litters and both sexes
were pooled and randomized within 12 h of birth and returned
to the dams. Sample size calculation was performed in G
Power V3.1.2 [52]. The newborn rats were randomly assigned
to room air (normoxia, NO) or oxygen-enriched atmosphere
(hyperoxia, HY) treatment. The pups in hyperoxia subgroups
were reared with the dams in an atmosphere containing 80%
oxygen (OxyCycler BioSpherix, Lacona, NY) from postnatal
day (P)0 to P3 (n=6-8) or PO to P5 (n=6 -8); in parallel,
the pups in normoxia groups were reared with the dams under
room air conditions. To avoid oxygen toxicity in the nursing
mothers, they were rotated between the hyperoxic and normo-
xic litters every 24 h. The rats were divided into four groups,
each for same exposure times to (i) normoxia (NO, control
group): 21% oxygen application of vehicle (phosphate-buff-
ered saline, PBS), (ii) normoxia with caffeine (NOC): 21%
oxygen with caffeine (10 mg/kg, Sigma, Steinheim, Germany),
(iii) hyperoxia (HY): 80% oxygen with vehicle (PBS), and (iv)
hyperoxia with caffeine (HYC): 80% oxygen with caffeine
(10 mg/kg). 10 mg/kg of pure caffeine is equivalent to 20 mg/
kg caffeine citrate, which is used clinically [53]. Rat pups
received either caffeine or vehicle injection intraperitoneally
(i.p.) as a fixed proportion of their body weight (100 41/10g)
every 48 h beginning on the day of birth (P0). Caffeine or vehi-
cle was administered to the pups with a total of three postnatal
days of oxygen exposure (P0-P3) on the day of birth (P0) and
on P2; and for the rat pups with a total of five days of postnatal
oxygen exposure (P0-P5) on the day of birth (P0) and on P2
and P4. The rat pups were examined after the oxygen exposure
(P3, P5) either directly or after recovery in room air at P15

(P3_P15, P5_P15). No pups died during hyperoxia. Caffeine
plasma concentrations and weight profiles were determined
and presented in previous work [47].

2.3. Tissue Preparation. At the experimental endpoints (P3; P3_
P15; and P5; P5_P15), rat pups were anaesthetized with an ip.
injection of ketamine (100 mg/kg), xylazine (20 mg/kg), and
acepromazine (3mg/kg) and then transcardially perfused, as
previously described [47, 50]. In deep sedation and after perfu-
sion, the rats were decapitated in the cervical region. The whole
brain tissues were excised and processed for molecular analysis
or histology. For the gene expression studies, cerebellar tissues
were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. The
perfusion was carried out with PBS (pH7.4). For immunohis-
tochemical analysis, the PBS perfusion was followed by perfu-
sion with 4% paraformaldehyde (pH7.4); the cerebellums
were postfixed at 4°C for 1 day, embedded in paraffin, and
processed for histological staining.

2.4. RNA Extraction and Quantitative Real-Time PCR. Tissue
procurement has already been described [50]. Briefly, total
RNA was isolated from one snap-frozen cerebellar hemi-
sphere per animal by acidic phenol/chloroform extraction
(peqGOLD RNAPure™; PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
Germany) and 2 g of RNA was DNase treated and reverse-
transcribed. The PCR products of brain-derived neurotrophic
factor (BDNF), Calbindin 1 (Calbl), chromodomain helicase
DNA-binding protein 7 (Chd7), cyclin dependent kinase 2
(CycD2), fibroblast growth factor 8 (FGF8), hypoxanthine-gua-
nine phosphoribosyl-transferase (HPRT), LIM homeobox tran-
scription factor 1 alpha (Lmxlx), neuronal differentiation 1/2
(NeuroD 1/2), neuronal nuclei (NeuN), paired box 2/6 (Pax2/
Pax6), prospero homeobox 1 (Proxl), semaphoring 6a
(Semaé6a), sonic hedgehog signaling molecule (Shh), sex-deter-
mining region Y-box 2 (Sox2), and synaptophysin (Syp) were
quantified in real time with the sequences summarized in
Table 1. PCR and detection were performed with qPCRBIO
Mix Hi-ROX (NIPPON Genetics Europe, Diiren, Germany)
with HPRT used as an internal reference. The detection of
PCR products was performed in triplicate in 11yl reaction
mix, each containing 5ul of qPCR mastermix, 2.5ul of
1.25uM of each oligonucleotide primer, 0.5ul of 5uM of
probe, and 3 ul of cDNA template (17 ng). PCR amplification
was performed in 96-well reaction plates for 40 cycles, each
cycle at 94°C for 5s and 62°C for 25s. The expression of target
genes was analyzed with the StepOnePlus real-time PCR sys-
tem (Afplied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) according to
the 2"24“" method [54].

2.5. Immunohistochemistry. Paraffin-embedded cerebellar sec-
tions were serially cut into 6 gm sections and mounted onto
Superfrost Plus-coated slides (Menzel, Braunschweig, Ger-
many). The sections, as previously described [55], were depar-
affinized in Roti-Histol (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) twice
for 10min each. The PFA-fixed tissues were dehydrated
through incubation in aqueous solutions of decreasing ethanol
concentration. The slices were subsequently hydrated in etha-
nol (100%, 100%, 90%, 80%, and 70%) for 3 min each. To
demask intracellular epitopes, sections were fixed in citrate
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TasLE 1: Sequences of oligonucleotides. TasLE 1: Continued.
. . 1ot Accession . . ’oat Accession
Oligonucleotide sequence 5'-3 No Oligonucleotide sequence 5'-3 No
BDNF Reverse ~ CATATGGGTTCCCAGGCTTCT
Forward ~TCAGCAGICAAGTGCCITIGG NM_ Probe AGGTCAATAATGCCACGGE
0125134 Pax2
Reverse CGCCGAACCCTCATAGACATG 4 GTACT " TCA NM_
CCTCCTCTGCTCTTTCTGCTGGAG Forward GTACTACGAGACTGGCAGCATCAA - 11063611
Probe
GAATACAA Reverse TCGGGTTCTGTCGCTTGTATT
Calb1 Probe CCAAAGTGGTGGACAAGA
Forward ~ CGACGCTGATGGAAGTGGTT . 31\1]91\21 R Pax6
: NM_
Reverse TCCAATCCAGCCTTCTTICG Forward TCCCTATCAGCAGCAGTTTCAGT oo -
Probe AAGGAAAGGAGCTGCAGAA Reverse GTCTGTGCGGCCCAACAT
Chd7 Probe CTCCTCCTTTACATCGGGTT
Forward CAAGCTTCTGGAGGGACTGAA NM_ Prox1
001107906.2 NM
Reverse  AAGAGCTCCTCCACAGIGTTCIG Forward  TGCCTTTTCCAGGAGCAACTAT 0107501 1
Probe TGGAACACAAAGTGCTGC Reverse CCGCTGGCTTGGAAACTG
CycD2 Probe ACATGAACAAAAACGGTGGC
Forward CGTACATGCGCAGGATGGT ) 91‘912’57 . Semat6a
: NM_
Reverse  AATTCATGGCCAGAGGAAAGAC Forward ~ GCCATTGATGCGGTCATTTA 00110843022
Probe TGGATGCTAGAGGTCTGTGA Reverse GTACGGCTCTTTCAACCACTTTG
FGF8 Probe CTTGGAGACAGTCCTACC
Forward ~ CCTTCGCAAAGCTCATTGIG . gg’;g X Shh
: NM_
Reverse CCCTTCTTGTTCATGCAGATGTAC Forward ~ GCTGATGACTCAGAGGTGCAAA .-, 7
Probe TTTTGGAAGCAGAGTCCGAGT Reverse ~CCTCAGTCACTCGAAGCTTCACT
HPRT Probe CAAGTTAAATGCCTTGGCCA
Forward GGAAAGAACGTCTTGATTGTTGAA 011\2115\23 5 Sox2
: NM_
Reverse CCAACACTTCGAGAGGTCCTTTT Forward ACAGATGCAGCCGATGCA 0011091811
Probe  CTTTCCTTGGTCAAGCAGTACAGC Reverse GGTGCCCTGCTGCGAGTA
cce Probe CAGTACAACTCCATGACCAG
Lmxle Syp
NM_
Forward = ACCACTCAGCAGAGGAGAGCAT 11050675 Forward ~ TTCAGGCTGCACCAAGTGTA 001‘31;";5 ,
Reverse TGTCTCCGCAGCCAGAGTCT Reverse TTCAGCCGACGAGGAGTAGT ’
Probe AAGTATCCTCCAAGCCCT Probe AGGGGGCACTACCAAGATCT
NeuroDI
Forward  TCAGCATCAATGGCAACTTC NM_
0192182
Reverse AAGATTGATCCGTGGCTTTG buffer (HE.0) i . " . W, All
Probe TTACCATGCACTACCCTGCA . er (pH6.0) in a microwave oven for 10 min at 600 W.
slides were then cooled at room temperature for half an hour
NeuroD2 before being washed three times in PBS. For calbindin/DAPI
Forward  TCTGGTGTCCTACGTGCAGA NM_ staining blocking solution, 3% bovine serum albumin (BSA),
019326.1 0.05% TW-20, and 0.1% Triton X-100 in PBS were applied
Reverse CCTGCTCCGTGAGGAAGTTA to each section for 60 min at room temperature. For Pax6/
Probe TGCCTGCAGCTGAACTCTC PCNA/DAPI staining, blocking solution 3% BSA and 0.2%
NeuN Triton X-100 in PBS were used instead. Primary antibodies
) . . NM_ were applied after washing once with PBS; slides were incu-
Forward ~ GCTGAATGGGACGATCGTAGAG 0011344982 bated overnight at 4°C with either monoclonal mouse anti-

calbindin (1:500, Abcam, ab75524) or polyclonal rabbit
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anti-Pax6 (1:200, LifeSpan Bioscience, LS-C179903) with
monoclonal mouse anti-PCNA (1:500, Abcam, ab29) diluted
in antibody diluent (Zymed Laboratories, San Francisco, CA).
Slices were washed in PBS three times, and secondary Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG (Thermo Fisher
Scientific, Dreieich, Germany) or Alexa Fluor 594-conjugated
goat-anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific) was applied,
with consistent 1:200 dilution in antibody diluent (Zymed
Laboratories). Sections were incubated for 1 h at room temper-
ature, were consecutively washed once in PBS, and were incu-
bated for 10min at room temperature after applying 4'6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma) diluted 1:2000 in
PBS for counterstaining. We mounted all sections after three
final washes with PBS (Shandon Immu-Mount, Thermo Fisher
Scientific).

Midsagittal cerebellar sections were analyzed blind using a
Keyence compact fluorescent microscope BZ 9000 with BZ-II
Viewer software and BZ-II Analyzer software (Keyence,
Osaka, Japan) using 10x objective lenses and individual files
stitched automatically for each RGB color. Pictures were taken
with the same exposure time and contrast/brightness parame-
ters. For analysis, four nonoverlapping separate images of
posterior lobules IV/V, VI, and/or VII per animal were
obtained, including at least two external cortices and two inner
loops of the cerebellar cortex. For quantification of Purkinje
cells (calbindin+), granule neuron (Pax6), and proliferation
marker (PCNA), four 100 ym (P3 and P5) or 200 um (P3_
P15 and P5_P15) regions of lobules were quantified for each
section and were counted manually using Adobe Photoshop
software 22.0.0 (Adobe Systems Software Ireland Limited,
Dublin, Republic of Ireland) with minimal previous manipula-
tion of contrast. The molecular layer thickness was determined
on identical digital sections of calbindin count images, and the
dendrite length of Purkinje cells was used to evaluate the
molecular layer thickness by measuring the primary dendrite
from the soma up to the surface of the molecular layer. The
values determined in this way of cell counts and molecular
layer thickness ensured a more representative result across
the whole lobule. DAPI was used to visualize the cell nucleus
and to mark the granular layer. Mean values per sample were
calculated by averaging the values of all sections of the same
animal and were used to compare the cell counts and layer
thickness of treated animals versus control animals.

2.6. Statistical Analyses. Box and whisker plots represent the
interquartile range (box) with the line representing the
median, while whiskers show the data variability outside
the upper and lower quartiles. As previously described
[50], groups were compared using one-way analysis of vari-
ance (ANOVA), based on a partially non-Gaussian distribu-
tion with the Kruskal-Wallis test or based on the assumption
that groups do not have equal variances with the Brown-
Forsythe test. Depending on which ANOVA test was used,
multiple comparisons of means were carried out using Bon-
ferroni’s, Dunn’s, or Dunnett’s T3 post hoc test. A p value of
<0.05 was considered significant. All graphics and statistical
analyses were performed using the GraphPad Prism 8.0 soft-
ware (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

3. Results

3.1. Caffeine Reverses Hyperoxia-Induced Impairment of
Purkinje Cells. In this experiment, we investigated the changes
in the amount of calbindin-positive Purkinje cells and the
length of their dendrites in the molecular layer (ML) after expo-
sure to hyperoxia and application of caffeine (Figures 2 and 3).
Additionally, cerebellar expression of calbindin (Calbl) and
NeuN was quantified using qRT-PCR (Figure 3). Hyperoxia
significantly reduced counts of calbindin-positive Purkinje cells
and dendrite length at P3 and P5 compared to normoxic con-
trol litters (Figures 2(a), 2(c), 3(a) and 3(b)). After the hyper-
oxic insult, cell counts and dendrite length decreased at P3
and/or P5 (Figures 3(a) and 3(b)). At P3, caffeine was able to
attenuate this effect and maintain cell counts and dendrite
growth (Figures 3(a) and 3(b)). At P15 after recovery in nor-
moxic environment, no significant disparities between groups
were measurable, besides the calbindin cell counts after five-
day hyperoxia at P15 (P5_15 group), which did not recover
from the hyperoxic insult. The complete data are shown in full
in a supplementary table (see Table S-1).

Caffeine administered during early high oxygen exposure
counteracted the reduced number of Purkinje cells and, to a
lesser extent during three-day exposure, their shortened
dendrites.

3.2. Caffeine Rescues Pax6-Positive Granule Cells and
Proliferation Capacity Damaged by Short-Term Hyperoxia.
We investigated the changes of Pax6-positive GCP counts
migrating as postmitotic GCs in the ML and proliferation
capacity after exposure to hyperoxia with or without appli-
cation of caffeine (Figures 4-6(a) and 6(b)). As can be clearly
seen in optical density (Figure 4) and after quantification
(Figure 5), at P3 and P5, Pax6- as well as PCNA-positive
cells presented a significant quantitative decrease after expo-
sure to 80% hyperoxia. Pax6 cells as well as PCNA-positive
cells were reduced at P3 and P5 (Figures 5(a) and 5(b)) com-
pared to the control group in room air. At P3, caffeine signif-
icantly attenuated the negative effect of oxidative stress and
maintained cell counts similar to those of control animals
for PCNA. Caffeine had no protective effect on Pax6-
expressing cells or the number of proliferating cells after 5
days of oxygen exposure (Figures 5(a) and 5(b)). For those
groups at P15 following recovery at atmospheric air, at P5_
P15, no significant variations between groups were measur-
able (Figure 5), whereas at P3_P15, Pax6-positive cell counts
were significantly increased (Figure 5(a)) compared to con-
trol groups. PCNA-positive cell counts were also signifi-
cantly elevated (Figure 5(b)) compared to the hyperoxic
group without caffeine application. The complete data are
shown in full in a supplementary table (see Table S-2).

The three-day hyperoxia-induced decreased proliferative
capacity of mainly progenitors, which persisted after recovery
from oxygen toxicity, was reversed by caffeine at early exposure.

3.3. Caffeine Administration Fails to Rescue Granular Cell
Progenitor Impairment Mediated by Acute Hyperoxia. Gene
expression of FGF8 and CyclinD2 was significantly decreased
after acute exposure to hyperoxia at P3 and/or P5. Caffeine
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FIGURE 2: Representative cerebellar paraffin sections colabeled with calbindin and DAPI of rat pups exposed to normoxia (NO) or hyperoxia
(HY) compared to rat pups treated with caffeine (NOC, HYC). Examinations were performed at postnatal day 3 (P3 (a)) and P5 (c) or after
recovery after 3-day exposure at P15 (b) or after 5-day exposure at P15 (d). Immunofluorescent images indicated calbindin (green) and
nuclei (blue, DAPI). Three- (P3) and five-day (P5) lasting hyperoxia affects the density and length of dendrites of Purkinje cells in the
newborn rat cerebellum and persists mainly after 5 day hyperoxia exposure until P15 (P5_P15). Caffeine was found to partly counteract
these changes. EGL: external granular layer; ML: molecular layer; IGL: internal granular layer. Scale bar P3/P5 with 25 ym and P3_P15/
P5_P15 with 50 ym.
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FiGure 3: Quantification of (a) counts of colabeled calbindin and DAPI-positive Purkinje cells (PC) of the cerebellar molecular layer and (b)
molecular layer (ML) length was performed for 3 days’ postnatal oxygen exposure (P3) and recovery (P3_P15) and 5 days’ postnatal oxygen
exposure (P5) and recovery (P5_P15), respectively. Acute hyperoxia exposure (deep dark gray bars) decreased the number of Purkinje cells
and depressed the dendrite length. Caffeine administration (gray bars) was a protective effect for calbindin-positive cells, but not for dendrite
growth. Caffeine with normoxia (light gray bars) did not influence density and dendrite length of Purkinje cells, except at P5. Data are
normalized to the level of rat pups exposed to normoxia at each time point (control 100%, white bars), and the 100% values are 1.4 (P3),
2.8 (P3_P15), 1.4 (P5), and 2.5 (P5_P15) length of the molecular layer or 14 (P3), 7.4 (P3_P15), 8.9 (P5), and 7.2 (P5_P15) cells per
regions of lobules, respectively. n = 6-8/group. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and ****p < 0.0001 vs. control; *p < 0.05, “p < 0.01, and
**7p < 0.001 vs. hyperoxia (ANOVA, Bonferroni’s post hoc test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc test).

had no protective effect to mitigate hyperoxia-mediated  at P5 and CyclinD2 (Figure 6(b)) at P3 and P5, respectively.
injury (Figures 6(a) and 6(b)). A reduction of transcription Caffeine under hyperoxic exposure decreased expression of
under hyperoxic damage occurred for FGF8 (Figure 6(a)) CyclinD2 (Figure 6(b)) at P3 and for FGF8 (Figure 6(a))
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FIGURE 4: Representative cerebellar paraffin sections colabeled with Pax6, PCNA, and DAPI of rat pups exposed to normoxia (NO) or
hyperoxia (HY) compared to rat pups treated with caffeine (NOC, HYC). Examinations were performed at postnatal day 3 (P3 (a)) and
P5 (c) or after recovery after 3-day exposure at P15 (b) or after 5-day exposure at P15 (d). Immunofluorescent images indicated Pax6
(red), PCNA (green), and nuclei (blue, DAPI). Three -(P3) and five-day (P5) lasting hyperoxia affected the density of granule cells
(Pax6), proliferation capacity (PCNA), and thickness of EGL in the newborn rat cerebellum after acute hyperoxia exposure (P3, P5).
Caffeine at P3 was partly effective to inhibit the effects of hyperoxia. EGL: external granular layer; ML: molecular layer; IGL: internal
granular layer. Scale bar P3/P5 25 ym and P3_P15/P5_P15 50 yum.
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Figure 5: Quantification of (a) Pax6 and (b) PCNA counts of colabelled positive cells of the cerebellar molecular layer was performed for 3
days’ postnatal oxygen exposure (P3) and recovery (P3_P15) and 5 days’ postnatal oxygen exposure (P5) and recovery (P5_P15),
respectively. Acute hyperoxia exposure (P3 and P5; deep dark gray bars) decreased the number of granular cells (Pax6) and proliferating
cells (PCNA). Caffeine (gray bars) was protective for Pax6-positive cells at P3 and P5 and for proliferating capacity at P3 with recovery
until P15 (P3_P15). Caffeine with normoxia (light gray bars) did not influence density of granular cells and proliferation. Data are
normalized to the level of rat pups exposed to normoxia at each time point (control 100%, white bars), and the 100% values are 38 (P3),
54.4 (P3_P15), 46.6 (P5), and 41.3 (P5_P15) Pax6+ cells per regions of lobules or 33 (P3), 37.1 (P3_P15), 65.7 (P5), and 22.3 (P5_P15)
PCNA+ cells per region of lobules, respectively. n = 6-8/group. *p < 0.05, **p <0.01, and ***p < 0.001 vs. control; p < 0.05 and *p < 0.01
vs. hyperoxia (ANOVA, Bonferroni’s post hoc test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc test; Brown-Forsythe, Dunnett’s post hoc test).
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FIGURE 6: Quantification of cerebellar homogenates for granule cell precursor-associated mediators of (a) FGF8, (b) CycD2, (c) Sema6a, and
(d) Lmxla was performed with qPCR for 3 days’ postnatal oxygen exposure (P3) and recovery (P3_P15) and 5 days’ postnatal oxygen
exposure (P5) and recovery (P5_P15), respectively. Acute hyperoxia exposure (deep dark gray bars) decreased the mRNA expression at
P3 and/or P5. At P15, only the reduction of the proliferation marker CycD2 persisted. Caffeine failed to reverse the hyperoxia-induced
effects (gray bars), except for CycD2 at P3_P15. Caffeine with normoxia (light gray bars) modulated the expression levels in a more
differential manner. Data are normalized to the level of rat pups exposed to normoxia at each time point (control 100%, white bars). n=
6-8/group. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, and ****p<0.0001 vs. control; “p<0.01 and ****p<0.0001 vs. hyperoxia (ANOVA,
Bonferroni’s post hoc test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc test; Brown-Forsythe, Dunnett’s post hoc test).
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Figure 7: Quantification of cerebellar homogenates for granule cell precursor- and/or Purkinje cell-associated mediators of (a) BDNF, (b)
Calbl, and (c) Shh was performed with qPCR for 3 days’ postnatal oxygen exposure (P3) and recovery (P3_P15) and 5 days’ postnatal
oxygen exposure (P5) and recovery (P5_PI15), respectively. Acute hyperoxia exposure (deep dark gray bars) decreased the mRNA
expression at P3 and/or P5, except for BDNF with an increase at P5. At P15, the reduction of Calbl persisted after three-day oxygen
exposure (P3_P15), or the reduction of BDNF, Calbl, and Shh evolved after five-day oxygen exposure (P5_P15). Caffeine most
antagonized hyperoxia-induced effects (gray bars) after recovery for BDNF and Shh at P5_P15 but reduced the overexpressed levels of
BDNF at P5. Caffeine with normoxia (light gray bars) modulated the expression levels in a more differential manner. Data are
normalized to the level of rat pups exposed to normoxia at each time point (control 100%, white bars). n = 6-8/group. *p < 0.05, **p <
0.01, ##% p<0.001, and ****p<0.0001 vs. control;’*p <0.01 and **p<0.001 vs. hyperoxia (ANOVA, Bonferroni’s post hoc test;
Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc test; Brown-Forsythe, Dunnett’s post hoc test).
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and CyclinD2 (Figure 6(b)) at P5. Decreased expression after
hyperoxic injury persisted after recovery until postnatal day
15 (P15) only for Cyclin D2 at P3_P15 and at P5_P15
(Figure 6(b)), respectively. Caffeine was not able to immedi-
ately attenuate the oxidative stress, except for CyclinD2. Ani-
mals that experienced hyperoxia after application of caffeine
even showed higher expression levels (Figure 6(b)). FGF8
plays an important role in early developmental stages and
structural polarity prior to cerebellar specification [28], and
in conclusion, no expression was detected at P15 time
points. The complete data are shown in full in a supplemen-
tary table (see Table S-3).

GCP-associated cerebral developmental factors for pro-
liferation and migration were strongly affected by acute
hyperoxia, whereas caffeine only restored the proliferation
marker after recovery to room air.

3.4. Caffeine Does Not Alter Morphogen and Neurotrophin
Granular Cell Progenitor-Associated Downregulation Caused
by Acute Hyperoxia. Gene expression of BDNF (Figure 7(a))
and Shh (Figure 7(c)) was significantly decreased after acute
exposure to hyperoxia at P3, as well as gene expression of
Calbl at P3 and P5 (Figure 7(b)). Three-day hyperoxia did
not persist after recovery to room air, whereas five-day expo-
sure to oxygen (P5_P15) significantly decreased BDNF
(Figure 7(a)) and Shh (Figure 7(c)) expression after 10 days
of recovery and continued to suppress Calbl expression
(Figure 7(b)).

No protective caffeine effect to mitigate hyperoxia injury was
detected at P3 or P5, but after recovery at P15 and high oxygen
exposure for five postnatal days (P5_P15), increased caffeine
gene expression of BDNF and Shh (Figures 7(a) and 7(c)) was
found. Caffeine under normoxic exposure decreased significant
expression of BDNF (Figure 7(a)), Calbl (Figure 7(b)), and Shh
(Figure 7(c)) at P3 and for BDNF (Figure 7(a)) and Shh
(Figure 7(c)) at P5, respectively. The complete data are shown
in full in a supplementary table (see Table S-4).

Hyperoxic insult significantly reduced GPC-relevant
transcripts of the neurotrophin BDNF and the mitogen
Shh and could be protected by caffeine exclusively after
recovery in room air after five days of hyperoxia.

3.5. Caffeine Has Only Minimal Effects on Hyperoxia-Injured
Mediators of Cerebral Development of Mitotic and Postmitotic
Granular Cells. High oxygen exposures for the first three or five
days of life significantly reduced mRNA transcription of Pax6
(Figure 8(a)), of Chd7 (Figure 8(b)), and of NeuroDI
(Figure 8(c)), as well as NeuN (Figure 8(d)) at P3 and/or P5.
This decreased gene expression persisted after recovery to
room air for the three-day exposure period for Pax6
(Figure 8(a)), for NeuroDI (Figure 8(c)), and for NeuN
(Figure 8(d)) at P3_P15. After five days of oxygen exposure
at P5_P15, expression increased significantly for NeuroDI
(Figure 8(c)) and for NeuN (Figure 8(d)). Caffeine did change
the effects after acute exposures at P3 and P5 but induced
higher expression of Pax6 (Figure 8(a)), of NeuN
(Figure 8(d)), and of ProxI (Figure 8(e)) at P3_P15 and coun-
teracted with lower transcription levels at P5_P15 (Figures 8(c)
and 8(d)). Multiple administration of caffeine under control

Oxidative Medicine and Cellular Longevity

conditions also decreased expression at P3 for Pax6
(Figure 8(a)), for Chd7 (Figure 8(b)), for NeuroDI
(Figure 8(c)), and for Prox1 (Figure 8(e)) at P3, as well as for
NeuN (Figure 8(d)) and ProxI (Figure 8(e)) at P5. This
inhibition of transcription with caffeine persisted for Pax6
(Figure 8(a)), for NeuroD1 (Figure 8(c)), and for NeuN
(Figure 8(d)) at P3_P15. Interestingly, under normoxia, caf-
feine induced the expression of Pax6 (Figure 8(a)) and Chd7
(Figure 8(b)) at P5, as well as NeuroD1 (Figure 8(c)) and NeuN
(Figure 8(d)) at P5_P15. The complete data are shown in full
in a supplementary table (see Table S-5).

Neuronal factors for granular cell development and sur-
vival were markedly downregulated by oxygen toxicity, with
protective caffeine effects detectable, if at all, after recovery
to room air.

3.6. Caffeine Does Not Affect the Hyperoxia-Impaired
Expression of Developmental Mediators of Migrating and
Mature Granule Cells. Pax2 mRNA transcription is reduced
under hyperoxic conditions after acute hyperoxia at P3 and
P5 and persisted until P3_P15 (Figure 9(a)). NeuroD2 was
unaffected by three-day postnatal exposure, but five-day oxy-
gen treatment reduced NeuroD2 and resulted in aberrant
expression (Figure 9(b)) after recovery in room air (P5_P15).
High oxygen reduced Syp transcription only at P3
(Figure 9(c)), whereas Sox2 showed downregulation only at
P5_P15 (Figure 9(d)). Caffeine under hyperoxic impact did
not show counteracting effects but also showed inhibitory
effects similar to oxygen alone (Syp at P3 (Figure 9(c)), Pax2
(Figure 9(a)), and NeuroD2 (Figure 9(b)) at P5) or increased
gene expression for Sox2 at P3_P15 (Figure 9(d)) and P5_P15
(Figure 9(d)) or decreased for NeuroD2 (Figure 9(b)) at P5_
P15. Immediately after multiple applications of caffeine under
normoxic conditions, transcription of Syp reduced at P3
(Figure 9(c)) and of NeuroD2 (Figure 9(b)) and Syp
(Figure 9(c)) at P5, while enhanced Pax2 (Figure 9(a)) and
NeuroD2 was found at P5_P15 (Figure 9(b)). The complete
data are shown in full in a supplementary table (see Table S-6).

Hyperoxia, acute as well as after recovery under normo-
xia, reduced neuronal factors for further differentiation and
survival of mature granule cells, whereas no protective effect
of caffeine was detectable.

4. Discussion

In the present study, we demonstrated the hyperoxic impair-
ment of complex cerebellar neurogenesis of granular cells
and essential calbindin expressing Purkinje cells with the
neuronal and proliferative markers investigated here, as well
as highlighting the protective effects of caffeine (see sche-
matic illustration Figure 10). The number of PCs was greatly
reduced in the oxygen-stressed postnatal cerebellum, and the
GC precursors of the EGL were also drastically reduced at
acute exposure times of 80% oxygen, with the peak of GC
precursor proliferation at approximately P6 [29, 56]. This
is then accompanied by severely reduced Shh transcription
due to oxidative stress. Hyperoxia beginning at the time of
birth also impaired cerebral proliferative capacity. This was
reflected by reductions in factors important for cell cycle
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Figure 8: Quantification of cerebellar homogenates for granule cell precursor- and granule cell-associated mediators of (a) Pax6, (b) Chd7,
(c) NeuroD1, (d) NeuN, and (e) ProxI was performed with qPCR for 3 days’ postnatal oxygen exposure (P3) and recovery (P3_P15) and 5
days’ postnatal oxygen exposure (P5) and recovery (P5_P15), respectively. Acute hyperoxia exposure (deep dark gray bars) decreased the
mRNA expression at P3 and P5, except for ProxI. At P15, the reduction of Pax6, NeuroDI, and NeuN persisted after three-day oxygen
exposure (P3_P15), as did the increased expression NeuroDI and NeuN after five-day oxygen exposure (P5_P15). Caffeine rescued the
transcription in comparison to hyperoxia-exposed group (gray bars) for Pax6, NeuN, and ProxI at P3_15. Caffeine with normoxia (light
gray bars) modulated the expression levels in a more differential manner. Data are normalized to the level of rat pups exposed to
normoxia at each time point (control 100%, white bars). n=6-8/group. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, and ****p <0.0001 vs.
control; “p <0.05, **p <0.01, and ***p <0.001 vs. hyperoxia (ANOVA, Bonferroni’s post hoc test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc test;
Brown-Forsythe, Dunnett’s post hoc test).
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FiGure 9: Quantification of cerebellar homogenates for postmitotic and mature granule cell-associated mediators of (a) Pax2, (b) NeuroD2,
(c) Syp, and (d) Sox2 was performed with qPCR for 3 days’ postnatal oxygen exposure (P3) and recovery (P3_P15) and 5 days’ postnatal
oxygen exposure (P5) and recovery (P5_P15), respectively. Acute hyperoxia exposure (deep dark gray bars) decreased the mRNA
expression for Pax2 and Syp at P3 and for Pax2 and NeuroD2 at P5. At P15, the reduction of Pax2 persisted after three-day oxygen
exposure (P3_P15), evolved after five-day oxygen exposure for Sox2 (P5_P15) or the expression increased of NeuroD2 (P5_P15).
Caffeine reverted the altered transcription in comparison to hyperoxia-exposed group (gray bars) for NeuroD2 and Sox2 at P5_15.
Caffeine with normoxia (light gray bars) modulated the expression levels in a more differential manner. Data are normalized to the level
of rat pups exposed to normoxia at each time point (control 100%, white bars). n=6-8/group. *p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, and
#**5 <0.0001 vs. control; **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. hyperoxia (ANOVA, Bonferroni’s post hoc test; Kruskal-Wallis, Dunn’s post hoc
test; Brown-Forsythe, Dunnett’s post hoc test).
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FIGURE 10: Schematic illustration of hyperoxia-injured rodent postnatal granular cell neurogenesis with and without caffeine treatment. (a)
Hyperoxia reduced granule cell precursors (GPC) and Purkinje cells (PC) in the external granular layer (EGL) and Purkinje cell layer (PCL),
respectively (up to P5, dashed red left box). Due to the influence of the high oxygen concentration, the dendrites of the PC were reduced and
this resulted in a thinner molecular layer (ML), also after acute hyperoxia. The morphological changes persisted even after recovery in room
air until the end of the second week of life (up to P15) and were expressed in reduced PC counts (dashed red right box). Concomitantly, the
transcript levels of granular cell-type- and PC cell-specific markers were reduced (see result section). In addition, due to the reduced
proliferative capacity after hyperoxia, it seems very likely that essential processes of cerebellar neurogenesis such as migration,
proliferation, differentiation, maturation, dendritogenesis, and synaptogenesis are damaged by the early oxygen insult (red dashed lines,
inhibition). Caffeine (dashed green left and right boxes) was able to reduce the effects of oxidative stress with respect to PCs, GPCs, and
mitotic stages of GCs (green and blue lines, activation) but otherwise showed poor protective effects on granular cell neurogenesis (see

Results). (b) Cellular players in cerebellar granular cell neurogenesis.

control, displayed by PCNA and CycD2. Postnatal between
birth and P5, GPCs divide, increasing in number and thus
enlarging the forming cerebellar lobules. Whereas after ana-
tomical cerebellar development is complete, GPC divisions
were downregulated until P15 as they exit the cell cycle, differ-
entiate, and migrate [57]. The importance of Shh for cerebellar
proliferation was also demonstrated by the work of Haldipur
and colleagues [58]. Inhibition of Shh signaling resulted in a
thinner EGL and also significantly minimized PCNA-positive
cells and hindered further cell divisions [58]. Short-term expo-
sure to high oxygen of newborn rats at P6 for 24 hours was also
sufficient to sustainably reduce Shh and CycD2 through the
influence of oxygen toxicity [59]. Our data revealed that GCPs
are dramatically decreased in the oxidative stress response situ-
ation. The impaired proliferative capacity may affect subse-
quent processes, such as migration or further differentiation.
In this study, we examined several transcripts that are
essential for further GPC development, survival, and GC
migration from the EGL to the GCL. Hyperoxia for three days
reduced the neurotrophic BDNF transcripts, but normal levels
were established after recovery. Meanwhile, five-day hyperoxia
first induced BNDF but then led to long-term downregulation.
BDNF directly stimulates GPC migration [60] and BDNF
forms a concentration gradient from EGL to GCL [61]. It
would be possible that BDNF counterregulation at P5 under
hyperoxia represents transcripts for proBDNF that are opposite
in function to those of mature BDNF [62]. Thus, the absence of

BDNF, only one of regulating factor of GC attraction [63], may
affect the integration of GC into MCL. Coworkers of BDNF in
GC-migration regulation are factors such as stromal cell-
derived factor 1 (SDF1) [64, 65] or Ephrins [66]. NeuroD2 is
essential for the survival of mature GC, while NeuroD1
assumes a key role in terminating the proliferation of GCPs
to thereby initiate postmitotic GC migration [67, 68]. Depletion
of NeuroD2 during the vulnerable postnatal period impaired
GC survival and PC formation of synapses [68]. Alongside
the decreased BDNF expression under postnatal hyperoxic
conditions, we also demonstrated a dramatic reduction in Neu-
roD1 and NeuroD?2 transcripts. Salero and Hatten examined
the role of BDNF in embryonic stem cells, in which BDNF treat-
ment of mitotic GCP induced postmitotic NeuroD expression
[69]. Chd7 is highly expressed in GCs during cerebellar devel-
opment and persists in the mature cerebellum, whereas PCs do
not express Chd7 [70]. Mouse studies revealed the mechanism
of cerebellar abnormalities caused by loss of function of Chd7.
Similarly, heterozygous Chd7 mutation resulted in reduced
expression of the key signaling molecule FGF8, which is essen-
tial for cerebellar development [70, 71], and FGEF8 is able to
induce postnatal GCP proliferation in the absence of Shh
ligand [72]. In this study, both Chd7 and FGF8 were dramati-
cally downregulated by oxygen toxicity, with no detectable
changes after recovery to room air.

The initiation of cerebellar neurogenesis from tangential
to radial migration along the Bergman glia of postmitotic
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GCs is mediated by Sema6a [73]. Functional disruption results
in incomplete accumulation of mature GCs in the GCL [74].
The migration-regulating factor Lmx1e [31] is required for
cerebellar formation [75] and postnatal development [76]. Cell
type-specific markers were used to identify different cerebellar
populations: Pax2 (GABAergic molecular layer interneurons
[77,78]), NeuN and Sox2 (differentiating GCPs 79, 80]), Prox1
(GCs [81]), and finally Syp (synaptogenesis, synaptic density
[82, 83]). Essential to the underlying functions of the cerebellum
are the highly organized circuits through the synaptic systems
[84, 85]. All of these transcripts were detected to have decreased
expression immediately after oxygen exposure and/or after
recovery from exposure to high oxygen concentrations. In the
context of cerebellar neurogenesis under the influence of oxy-
gen toxicity, little is currently known about neuronal markers.
When Sox2 is expressed in neuronal progenitors, it is postulated
that it is downregulated during the start of differentiation and
thus during the transition to postmitotic stages [86, 87]. In
humans, cerebellar Sox2 expression is strong during pregnancy
from week 20 to week 24 and decreases continuously until birth
[88]. A rat injured model with cerebral ischemia undergoes the
cerebellum specific and dynamic changes at the cellular level
including cell proliferation and synaptogenesis. Jung et al. dem-
onstrated a correlation between cerebellar proliferation capacity
and expression of Syp [89].

A major factor that plays a predominant role in the molec-
ular architecture of the developing cerebellum, not only for
GG, is Pax6 [77]. Pax6 is expressed in granule progenitor cells
(GCPs) that can differentiate into cerebellar nuclear neurons
and postmitotic and mature granule cells as well as unipolar
brush cells [90]. Pax6 regulates the migration and differentia-
tion of GCs [90, 91]. Abnormalities of Pax6 are associated with
aberrant organization of EGL or impaired cell cycle regulation
[77, 90]. Nonetheless, these are all elementary players in cere-
bellar neurogenesis during a sensitive period of development.
Impairments due to exogenous factors or physiological envi-
ronmental changes suggest that changes may occur. We have
already demonstrated that oxygen toxicity damages these
types of processes in hippocampal neurogenesis in the 6-
day-old rat model. Oxidative stress thereby reduced the
expression of necessary transcription factors such as Pax6
and Prox1 and resulted in delayed neuronal maturation in
the dentate gyrus [48, 92].

But ultimately, the results generated for relevant cerebral
processes, such as migration or differentiation, or their
mediators during cerebellar development were not surpris-
ing for hyperoxic injury but were completely unexpected
for the hypothesized and expected caffeine effect.

Caffeine was able to reverse the hyperoxia-induced
reduction of PCs and GPCs as well as the inhibition of pro-
liferation at the cellular level, especially when oxygen had
not acted on the developing cerebellum for more than three
days. Caffeine already showed a short-term and transient
better outcome for neurodevelopmental disorders in clinical
studies of premature infants [42, 43, 93]. Considering the
possible underlying mechanisms and properties of caffeine,
antioxidant mechanisms of action and downstream probably
anti-inflammatory as well as antiapoptotic effects are in the
foreground [47-50, 92, 94]. Whether the mediation occurs
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directly via adenosine receptors [95] or indirectly through
oxidative stress and/or ER stress reduction has not yet been
conclusively clarified [48, 96, 97]. However, it has been
clearly shown that caffeine has demonstrated this protection
during vulnerable phases of brain development and it seems
that caffeine has neuromodulatory properties [49, 98].

The complex interplay of diverse mechanisms during brain
development and neuronal redox homeostasis determines neu-
ronal susceptibility to oxidative stress in a dynamic dependence
[99]. Oxidative stress is an inevitable factor in premature birth
due to the transition from intrauterine hypoxia to extrauterine
hyperoxia. Redox signaling is a critical aspect and is increasingly
discussed in relation to therapeutic approaches in prematurity.
Apart from caffeine-driven direct or indirect mechanisms,
primarily the Nrf2/NfkB pathway seems to be important for
intracellular transduction. Oxidative stress-associated genes,
oxidative stress per se but also neuronal signal transduction,
transcriptional regulation, and thus neuronal functions may
be affected by methylxanthines [100].

Summarizing the generated caffeine effects on the
hyperoxia-damaged postnatal cerebellum in this study, we
see exclusively counteracting oxygen-damaging effects for
the PCs at the cellular level and for the proliferating GCP.
All downstream transcripts were hardly affected at all by caf-
feine. Sometimes, we detected a positive effect after recovery
to room air, mainly when the oxygen insult was only three
days long. Vogel et al. postulated that there is a constant
ratio of GCs for each PC, suggesting that the number of
GCs is regulated by the number and duration of Shh secre-
tion by PCs [101]. Under hyperoxia, both PC number and,
in correlation with this, the amount of Shh are reduced, from
which the reduction of Pax6-positive and proliferating GCP
could be explained.

Pax6 itself has neurogenic functions and is closely asso-
ciated with the modulatory capabilities of the cell cycle; ini-
tiating the exit from the cell cycle to begin differentiation
and modulate downstream transcripts directly or indirectly
[102-104]. Downregulated Pax6 could be rescued by caffeine
after three days of hyperoxia, which was maintained until
P15. Five-day hyperoxia also reduced Pax6, and caffeine
brought it to normoxia levels. Downstream transcripts did
not benefit and remained decreased under hyperoxia with
caffeine, but this consistently affected factors also expressed
by GCP. Mature neuronal markers were more likely to be
affected after prolonged injury, possibly based on the Pax6
peak at P6 [104].

Aspects that need to be mentioned in the discussion are
the influence of caffeine on other receptors, such as interac-
tions with y-aminobutyric acid type A receptors; the influ-
ence of kinetic/dynamic expression profiles of adenosine
receptors and the adenosinergic system during postnatal
brain development [105]; varying oxygen environments in
neonatal brain areas, which may alter the caffeine pharma-
codynamics and even reverse the benefits of caffeine [106,
107]; and dedifferentiation of GCPs into astroglia cells
[108], as well as a systemic inflammation from oxidative
stress or even caffeine, which is known to have adverse
effects on the developing brain, and which, coupled with a
proinflammatory cytokine profile in preterm infants treated
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with higher doses of caffeine, may be responsible for the del-
eterious effects on the cerebellum [109, 110].

Similarly, caffeine exhibited inappropriate side effects in
clinical and preclinical studies, as well as impaired dendrite
length of PCs as well as transcripts mainly of postmitotic
and differentiated GCs detected in this study. Early high-
dose caffeine demonstrated a higher incidence of cerebellar
injury and early motor performance [109]. High caffeine cit-
rate increased total dendritic length and arborization of layer
1T pyramidal neurons of the prefrontal cortex at P35 and
P70 of newborn rat pups when administrated at P1 to P12
[111]. Decreased cerebellar weight and increased saturated
fatty acid concentration of the cerebellum were detected
after caffeine citrate administration to newborn rats for ten
postnatal days [112]. Moderate caffeine administrated to
rat pups from P2 until P6 decreased adenosine receptor sub-
type Al binding in the molecular layer of cerebellum [113].

PCs and GCs are closely related during cerebellar neuro-
genesis, and Pax6 plays a central role in regulating differen-
tiation processes. A reduced GCP proliferation capacity
would lead one to expect a reduced number of mature
GCs, as shown by Iskusnykh and colleagues in preterm pigs
compared to term pigs [114].

The survival of premature infants with good quality of life
is in focus, and an important aspect is the controlled therapy
with oxygen. Due to the imbalance of oxidative stress and
the underdeveloped antioxidant enzyme system, the effects
of oxygen toxicity as well as the use of drugs on cerebellar
development are almost inevitable [17, 59, 115, 116]. Impaired
GC neurogenesis is able to reshape and modulate downstream
targets, which can lead to cerebellar downstream circulatory
dysfunction [117]. Cognitive-motor, social-emotional, and
linguistic deficits can be attributed to disorders of the cerebel-
lum during this dynamic phase [26, 118, 119].

Neuron-glia communication is required for brain func-
tioning and essential during early neurodevelopment. PC
loss and GCP reduction were recovered with caffeine, but
the trailed worse effect of caffeine on hyperoxia-damaged
GC-relevant transcripts needs further investigation, as caf-
feine itself did not affect GCPs and PCs.

Since caffeine has so far demonstrated good therapeutic
effects in the clinical setting of preterm infants as well as in
in vitro and in vivo studies, the protective properties pre-
dominate, although further studies on caffeine with regard
to possible pleiotropic effects appear necessary.

Preterm birth disrupts cerebellar development. Systemic
oxidative stress caused by premature birth appears to be a
major contributor to damage to neuronal developmental
stages. Here, we were able to show that oxidative stress could
significantly damage the cerebellar neurogenesis in the postna-
tal rat brain with regard to GCPs and PCs. The supposed
cellular neuronal damage is reversible, whereby it subjectively
cancels itself again and can be rationally more effective
through the treatment with caffeine. Downstream transcripts
classified for migration and differentiation of postmitotic
GCs appear to be irreversibly reduced. The hypothesis that
caffeine had unlimited neuroprotective effects under oxidative
stress in the cerebellum could not be confirmed in comparison
to other brain regions. The protection of neurons that we
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observed in the postnatal hyperoxic-injured hippocampus
after early-life caffeine exposure was not seen in the cerebel-
lum [48, 49]. This difference might be attributable to different
oxygen environments, varying levels of vulnerability depen-
dent on the developmental stage, varying transcriptional regu-
lation of redox-sensitive response to oxygen toxicity, varying
of receptor density, and/or proinflammatory insult compared
to other brain regions.

With regard to the discussion about the preventive use of
caffeine in ventilated premature infants, the restrictions that
caffeine initiates under control conditions must be taken into
account. Differentiated clinical observations on the long-term
outcome seem essential to ensure the safe use of this standard
therapeutic agent.

5. Conclusions

We show that oxidative stress can damage the cerebellar neuro-
genesis in the postnatal rat brain with regard to GCPs and PCs.
The cellular neuronal damage is partly reversible and rescued by
caffeine. However, downstream transcripts important for
migration and differentiation of postmitotic GCs are irrevers-
ibly reduced by oxidative stress, and this effect is not rescued
by caffeine. The protection of neurons that we observed in the
postnatal hyperoxic-injured hippocampus after early-life caf-
feine exposure was not seen in the cerebellum. This difference
might be attributable to different oxygen environments, varying
levels of vulnerability dependent of developmental stage, vary-
ing transcriptional regulation of redox-sensitive response to
oxygen toxicity, and varying of receptor density and/or proin-
flammatory insult compared to other brain regions.
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