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1. Abstract

Sehr unreife  Frihgeborene sind nicht selten von psychomotorischen
Entwicklungsdefiziten betroffen, deren Ausmafd und Schweregrad linear mit der
Unreife zunehmen. Kritisch sind dabei u.a. diffuse Schadigungen der weil3en
Substanz. Fur den dabei zu beobachtenden Untergang von Oligodendroglia-
Vorlauferzellen werden intrauterine Infektionen, die zu den haufigsten Ursachen von
Frihgeburt zahlen, und relative Hyperoxien als Pathomechanismen diskutiert, da es
nach der Geburt unvermeidlicherweise zu einem dramatischen Anstieg der
Sauerstoffspannung im Gewebe kommt. In der hier vorgelegten Arbeit wurde die
sensible Phase fir eine Hyperoxie-induzierte Schadigung der weif3en Substanz im
Rattenmodel definiert und die Abh&ngigkeit der Vulnerabilititt vom Reifestatus
primarer Ratten-Oligodendrozyten nachgewiesen. Darauf aufbauend wurden
entsprechende Zellkultur- und Tierversuche um einen zeitlich-definierten
inflammatorischen Trigger erweitert und mit der Hyperoxie wéhrend der zuvor
definierten sensiblen Phase kombiniert.

Sowohl in vivo als auch in vitro resultiert die Inflammation in einer partiellen
Protektion vor Hyperoxie-induziertem Zelluntergang. Die protektiven Eigenschaften
der Inflammation beruhen vermutlich auf einer verstarkten Expression von
Interleukin-10 und der Superoxid-Dismutase. Neben diesen vorteilhaften
Eigenschaften bewirkt die Inflammation jedoch eine verminderte Reifung der
Oligodendrozyten. Bemerkenswert dabei ist, dass sowohl Myelinisierungsprozesse
sowie die Mikrostruktur der weien Substanz nach der Inflammations-bedingten
Reifeverminderung ebenso nachhaltig gestort sind, wie durch den Hyperoxie-
induzierten Zelltod. Inflammation, Hyperoxie und die Kombination aus beiden Noxen
schadigen das unreife Gehirn in gleichem Mal3e, wobei sich die zugrundeliegenden

Mechanismen mal3geblich unterscheiden.



2. Einleitung

Weltweit werden jahrlich 12 - 13 Millionen Kinder zu frih geboren, fir
Industrienationen ergibt sich somit ein Anteil von 8 — 10 % [1,2]. Als kausale
Ursachen fur die hohe Inzidenz der Frihgeburtlichkeit wird der intrauterinen Infektion
eine mal3gebliche Rolle zu gesprochen [3,4]. Mit dem ersten Atemzug &ndert sich die
Sauerstoffversorgung des Neugeborenen und geht mit einem dramatischen Anstieg
des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks einher [5]. Die eventuell notwendige
Behandlung eines respiratorischen Distresssyndroms eines Frihgeborenen mit der
Gabe von nicht physiologischen Sauerstoffkonzentrationen kann den arteriellen
Sauerstoffpartialdruck weiter steigern [6]. Bei einem Frihgeborenen trifft diese
relative Hyperoxie, die auch ohne Sauerstofftherapie vorhanden ist, auf einen
unreifen Organismus. Das Gehirn ist zu diesem Zeitpunkt in der Phase des rapiden
Gehirnwachstums [7,8], was es besonders sensibel fir eine ganze Reihe von Noxen
macht [9]. Klinische und experimentelle Daten zeigen, dass sowohl inflammatorische
Prozesse [10-12] als auch eine erhohte Sauerstoffkonzentration [6,13—-15] eine
frihkindliche Hirnschadigung induzieren konnen. Die doppelte Schadigung des
Gehirns durch Inflammation gefolgt von einer Hyperoxie beschreibt die klinische
Situation von vielen Frihgeborenen sehr gut. Dennoch gab es bisher keine
publizierten Untersuchungen zu der Wechselwirkung beider Noxen im Hinblick auf
die Hirnentwicklung von Frihgeborenen.

In dieser Arbeit soll die Wirkung von Inflammation auf die Hyperoxie-induzierte
Schadigung des unreifen Gehirns untersucht werden. Aus anderen Arbeiten ist
bereits bekannt, dass der Hyperoxie-induzierte Zelltod altersabhangig ist [13] und die
Olidogendrozyten in der frihkindlichen Hirnschadigung eine prominente Rolle
einnehmen [16]. Daher sollte zunachst die Abhangigkeit der Sensibilitat gegentber
Sauerstoff vom Reifestaus der Oligodendrozyten in vitro demonstriert werden. Daran
anknupfend sollte in einem Oligodendrozyten-Mikroglia-Ko-Kultur-Modell die Wirkung
der Inflammation auf den Hyperoxie-induzierten Zelltod der Oligodendrozyten im
entsprechenden Reifestadium untersucht werden. Des Weiteren sollte die
Altersabhéngigkeit bzw. die sensible Phase der durch Hyperoxie gestorten
Entwicklung der Oligodendrozyten in vivo anhand der Expression des basischen
Myelin Proteins (MBP) ermittelt werden. Darauf aufbauend sollten im modifizierten

Tiermodell die Parameter Zelltod, Reifung der Oligodendrozyten, Myelinisierung und
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Mikrostruktur der weil3en Substanz nach Schadigung durch Inflammation, Hyperoxie

und der Kombination beider Noxen charakterisiert werden.

3. Methodik

Die herangezogenen Arbeitsmethoden sind in den jeweiligen Publikationen im Detail
beschrieben [17,18]. Hier folgt eine kurze Beschreibung der genutzten
Versuchsmodelle.

Fur alle Zellkulturexperimente wurden aus Gehirnen neugeborener Ratten gemischte
Glia-Kulturen hergestellt. Aus diesen lassen sich uber ein definiertes Schuttel-
Protokoll  Oligodendrozyten und  Mikroglia-Zellen  separieren. Uber die
Kultivierungsdauer sowie die Zugabe von Wachstumsfaktoren lasst sich der
Reifegrad der Oligodendrozyten (unreif: O4*, O1, MBP’; reif: 04", O1*, MBP")
kontrollieren. In Oligodendrozyten-Kulturen wurde die Reifeabhangigkeit der
Hyperoxie-induzierten Schadigung ermittelt und eine mdgliche Protektion durch den
pan-Caspase-Inhibitor zVAD-fmk, die Uberexpression des bcl2-Gens und die
Substitution mit den anti-oxidativen Enzymen Katalase, Superoxid-Dismutase und
Ebselen untersucht. In Ko-Kulturen aus Mikroglia-Zellen und Oligodendrozyten wurde
die Interaktion von einer durch Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten Inflammation und
Hyperoxie untersucht, wobei die LPS-Stimulation entweder zeitgleich mit dem Beginn
der Hyperoxie oder 24 h vor Beginn der Hyperoxie erfolgte.

Im Tiermodell wurden Ratten am 3., 6. oder 10. Lebenstag einer Hyperoxie
ausgesetzt, um die sensible Phase der Hyperoxie-induzierten Schadigung der
weilRen Substanz zu ermitteln. In einer zweiten Versuchsreihe wurde den Ratten am
3. Lebenstag 0,25 mg/kg LPS i.p. appliziert und am 6. Lebenstag wurden diese einer
Atmosphare mit 80 % Sauerstoff ausgesetzt. Analog zu den in vitro Experimenten
wurde auch hier die zeitgleiche Exposition von LPS und Hyperoxie am 6. Lebenstag
untersucht. An Hand der Parameter Zelltod, Reifung der Oligodendrozyten,
Myelinisierung und Mikrostruktur der weil3en Substanz wurde die Schadigung des
Gehirns durch Inflammation, Hyperoxie und der Kombination beider Noxen
charakterisiert.



4. Ergebnisse

4.1 Hyperoxie induziert apoptotischen Zelltod in unreifen, aber nicht in reifen
Oligodendrozyten-Kulturen (Gerstner et al., 2008).

Bereits nach einer Hyperoxie-Dauer von 6 h (80 % Sauerstoff) ist die Zytotoxizitat in
primaren unreifen (04*, 01, MBP") Oligodendrozyten-Kulturen signifikant erhoht bis
nach 24 h lediglich noch wenige lebende Zellen nachweisbar sind (Gerstner et al.,
2008, Abb.1). Im Vergleich dazu zeigen sich reife (04", 01", MBPY)
Oligodendrozyten resistent gegenuber hohen Sauerstoff-Konzentrationen (Gerstner
et al., 2008, Abb. 2). Sowohl die exergone Administration des pan-Caspase-Inhibitors
zVAD-fmk als auch die Uberexpression des bcl2-Gens erhohen die Uberlebensrate
unreifer Oligodendrozyten-Kulturen, was auf Apoptose als vorliegende Form des
Zelltodes deutet (Gerstner et al., 2008, Abb. 3 und 4). Des Weiteren bewirken anti-
oxidative Enzyme (Katalase, Superoxiddismutase und Ebselen) eine Protektion

gegenuber Hyperoxie-induziertem Zelltod (Gerstner et al., 2008, Abb. 6).

4.2 Inflammatorische Bedingungen erhéhen die Uberlebensrate von unreifen
Oligodendrozyten nach Hyperoxie-Exposition, verzogern jedoch deren
Differenzierung (Brehmer et al., 2012).

In einer Ko-Kultur aus unreifen Oligodendrozyten und Mikroglia-Zellen reduziert die
Stimulation mit LPS den Hyperoxie-induzierten Zelluntergang der Oligodendrozyten.
Dieser Effekt tritt sowohl bei gleichzeitiger Applikation von LPS und Hyperoxie als
auch bei einer 24 h pra-Inkubation mit LPS auf (Brehmer et al., 2012, Abb. 5A und
S2). Potentielle Schlisselmolekile fir diese partielle Protektion sind Interleukin-10
und die Superoxid-Dismutase, welche inflammations-vermittelt verstarkt exprimiert
werden (Brehmer et al., 2012, Abb. 6). Oligodendrozyten in einer mit LPS-
stimulierten Ko-Kultur zeigen eine defizitdre Entwicklung an Hand der reduzierten
Anzahl an Fortsatzen (Brehmer et al, Abb. 5B und C). Auf Genebene werden die
Entwicklungs- und Reife-Marker SOX9, SOX10, CNP und MBP nach LPS-
Stimulation vermindert detektiert (Brehmer et al., 2012, Abb. 7).

4.3 Die sensible Phase der Hyperoxie-induzierten Hypomyelinisierung ist bei

Ratten auf die erste Lebenswoche beschrankt (Gerstner et al., 2008).

Die Untersuchung der beginnenden Myelinisierung des Gehirns stellt ein

prominentes Charakteristikum bei der Determination einer Schéadigung der
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Oligodendrozyten in vivo dar. Daher wurde die Myelinisierung von jungen Ratten am
11. Lebenstag untersucht, die am 3., 6. oder 10. Lebenstag einer Hyperoxie
ausgesetzt wurden. Es zeigte sich, dass bei Ratten, die am 3. oder 6. Lebenstag fur
24 h einer Atmosphare mit 80 % Sauerstoff ausgesetzt wurden, ein deutlicher Verlust
an MBP nachzuweisen war, wohingegen diese Hypomyelinisierung bei Tieren, die
am 10. Tag mit einer Hyperoxie behandelt wurden, nicht detektiert wurde (Gerstner
et al., 2008, Abb. 9).

4.4 Die Hyperoxie fuhrt bei Oligodendrozyten zu Zelltod, wohingegen eine
Inflammation die Reifung der Oligodendrozyten verzdgert (Brehmer et al.,
2012).

Die Analyse des Zelltodes von Oligodendrozyten mittels einer Ko-Farbung von
Hirnschnitten mit Olig2 und terminal deoxy-nucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end-labeling (TUNEL) ergab, dass eine Hyperoxie am 6. Lebenstag zum
Absterben von Oligodendrozyten im Cortex, Thalamus und der weil3en Substanz
fuhrt. Bei Tieren, denen am 3. Lebenstag systemisch LPS appliziert wurde, konnte
hingegen kein signifikant erhdohtes Absterben der Oligodendrozyten festgestellt
werden. Analog der in vitro Daten war eine partielle Protektion vor Hyperoxie-
induziertem Zelltod nach LPS-Applikation in allen untersuchten Hirnregionen zu
verzeichnen (Brehmer et al., 2012, Abb. 4B). Aus der durchgefiihrten Reifeanalyse
geht hervor, dass die Anzahl an unreifen (04") Oligodendrozyten durch eine
systemische Inflammation nicht beeinflusst wird, jedoch die Zahl der reifen (APC-
CC1") Oligodendrozyten drastisch reduziert ist. In der Hyperoxie-Gruppe ist ein
Verlust an unreifen und reifen Oligodendrozyten zu verzeichnen (Brehmer et al.,
2012, Abb. 4C und D).

4.5 Inflammation, Hyperoxie und die Kombination aus beiden Noxen
schadigen das unreife Gehirn in gleichem MalRe (Brehmer et al., 2012).

Als Marker fur die Schadigung des Gehirns wurden in dieser Studie die
Myelinisierung (MBP-Expression) und die Mikrostruktur (fraktionelle Anisotropie in
der diffusionsgewichteten Magnetresonanztomografie) der weiRen Substanz am 11.
und 21. Lebenstag gewahlt. Die MBP-Expression ist am 11. Lebenstag nach LPS
Applikation, Hyperoxie und dem kombinierten Schadigungsmodell beider Noxen

deutlich reduziert, es sind aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den
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einzelnen Schadigungsmodellen vorhanden. Am 21. Lebenstag naherte sich die
MBP-Expression der behandelten Tiere wieder dem Niveau der Kontrolltiere an
(Brehmer et al., 2012, Abb. 2 und S1). Die Werte der fraktionellen Anisotropie sind zu
diesem Zeitpunkt unter allen Schadigungsparametern reduziert. Signifikante
Unterschiede zwischen den verschiedenen Schadigungsmodellen sind auch hier
nicht vorhanden (Brehmer et al., 2012, Abb. 3).

5. Diskussion

Mit einem Anteil von 8-10 % der Lebendgeburten, stellen Frihgeborene die grofdte
Patientenkohorte innerhalb der Padiatrie dar. Es ist bekannt, dass inflammatorische
Bedingungen eine Fruhgeburt induzieren kénnen und an der Hirnschadigung
betroffener Neonaten beteiligt sind [19]. Seitdem Klinische und experimentelle
Arbeiten darauf hinweisen, dass hohe Sauerstoffkonzentrationen ebenfalls zur
frihkindlichen Hirnschadigung beitragen [13,14,20,21], stellte sich die grundlegende
Frage in wie fern beide Noxen miteinander interagieren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Oligodendrozyten in vivo und in vitro in einer
definierten Phase ihrer Entwicklung, durch apoptotischen Zelltod sterben, wenn sie
hohen Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt werden. Eine LPS-induzierte
systemische Inflammation bewirkt hingegen keinen Zelltod, sondern blockiert
entscheidende Differenzierungsprozesse der Oligodendrozyten. In beiden Fallen ist
die Anzahl an reifen Oligodendrozyten reduziert, was zu einer defizitaren
Myelinisierung und damit einhergehend zu einer nachhaltig gestdrten Mikrostruktur
der weil3en Substanz fuhrt. Interessanterweise bieten Prozesse, die die Inflammation
begleiten, eine Protektion der Oligodendrozyten vor Hyperoxie-induziertem Zelltod,
ohne dabei die Myelinisierung positiv zu beeinflussen.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde in einem anderen Modell der
systemischen Inflammation, in dem gering dosiertes IL-13 appliziert wurde, kein
Zelltod nachgewiesen, sondern ein Ungleichgewicht der Transkriptionsfaktoren, die
die Reifung der Oligodendrozyten steuern, festgestellt. Auch hier kam es zu einer
anormalen Myelinisierung und einer veranderten Mikrostruktur der weil3en Substanz
[22]. Eine veranderte Mikrostruktur der weil3en Substanz, detektiert durch eine
reduzierte fraktionelle Anisotropie, ist ein Zeichen einer gestdrten Oligodendrozyten-
Axon-Interaktion, die fur eine adaquate Myelinisierung notwendig ist [23]. Die

langfristigen  Konsequenzen dieser unzureichenden  Myelinisierung  sind



Verdnderungen des psychomotorischen Verhaltens sowie der zeitlichen und
raumlichen Gedachtnisfunktion [22].

Im Gegensatz dazu ist nach einer Hyperoxie apoptotischer Zelltod die dominante
Form der Schadigung. Die Anzahl TUNEL-positiver Oligodendrozyten ist nach der
Hyperoxie stark erhoht, was zu einer dezimierten Anzahl an reifen und unreifen
Oligodendrozyten fuhrt. Reife Oligodendrozyten sind nicht sensibel gegeniiber hohen
Sauerstoffkonzentrationen. Es ist daher anzunehmen, dass die verminderte Anzahl
an reifen Oligodendrozyten aus der Schadigung ihrer unreifen Vorlauferzellen
resultiert. Kirzlich wurde bereits der apoptotische Zelluntergang von unreifen
Oligodendrozyten nach Hyperoxie-Exposition von Mausen beschrieben [14]. Dabei
waren Verénderungen der Mikrostruktur der weil3en Substanz bis zum 60. Lebenstag
nachweisbar. Die Folgen der Hyperoxie-Exposition auf das Verhalten der Tiere sind
Hyperaktivitat und eine verminderte motorische Koordination [24]. Ebenso wurde ein
Verlust an unreifen Oligodendrozyten und daraus resultierend eine dezimierte Anzahl
reifer Oligodendrozyten und eine gestorte Myelinisierung nach einer Hyperoxie mit
60 % Sauerstoff von E21 bis P7 beschrieben [25]. Obwohl Hinweise vorliegen, dass
eine Hyperoxie zu Imbalancen im ohnehin noch unreifen Redoxstatus fuhrt [26,21],
inflammatorische Komponenten involviert sind [20,21,27] und sowohl der intrinsische
als auch extrinische Apoptoseweg unter Hyperoxie signalisierend wirken [28,29], sind
die Mechanismen dieser Sauerstofftoxizitat noch nicht vollstéandig verstanden.

Der Grad der Schadigung der weiRen Substanz, bezogen auf Myelinisierung und
Mikrostruktur, ist in dem untersuchten Tiermodell bei Inflammation und Hyperoxie
identisch. Nach Kombination beider Noxen ist die Anzahl TUNEL-positiver
Oligodendrozyten verglichen mit der Hyperoxie-Gruppe reduziert. Diese partielle
Protektion bewirkt allerdings weder einen Vorteil hinsichtlich der Myelinisierung noch
der Mikrostruktur der weil3en Substanz. In Zellkultur-Experimenten konnten wir
ebenfalls einen protektiven Effekt der inflammatorischen Komponenten aufzeigen.
Da Mikroglia-Zellen, nicht aber Oligodendrozyten, den Toll-Like-Rezeptor 4
exprimieren [30], wurde eine Ko-Kultur aus Oligodendrozyten und Mikroglia-Zellen
etabliert. Der Toll-Like Rezeptor 4 ist essentiell flr die LPS-induzierte Hirnschadigung
[31]. Stimuliert man diese Ko-Kulturen mit LPS sind die Oligodendrozyten vor
Hyperoxie-induziertem  Zelltod geschitzt, zeigen aber eine deutliche
Reifeverminderung. Mikroskopisch ist die Reifeverminderung an einer reduzierten

Anzahl an Fortsatzen pro Zelle detektierbar wahrend sich auf Genebene verminderte



Transkripte der Entwicklungs- und Reife-Marker Sox9, Sox10, CNP und MBP
zeigten. In den ersten Stunden nach LPS-Stimulation sind die Zytokine TNFa und
IL-718 hochreguliert, die Expression nimmt aber im weiteren Verlauf der
inflammatorischen Reaktion ab. Von beiden Zytokinen ist bekannt, dass sie die
Reifung von Oligodendrozyten negativ beeinflussen [32,33]. Die Expression des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 und des reaktiven Sauerstoff Spezies Scavanger
SOD2 steigt stetig innerhalb der ersten 24 h an. IL-10 werden protektive
Eigenschaften bei der inflammatorischen Schadigung der weiRen Substanz
zugesprochen [34,35]. Aus eigenen Daten ist eine Protektion der Oligodendrozyten
gegenuber Hyperoxie durch exogene SOD-Administration bekannt [17]. Das
temporéare  Genexpressionsprofil  lasst auf eine Kompensation der pro-
inflammatorischen  Reaktion schlieBen, wahrend die anti-inflammtorischen
Mechanismen fir den in vivo und in vitro detektierten protektiven Effekt

verantwortlich sein kénnten.

[ Inflammation ] [ Hyperoxie ]

Sl Ll Apoptose unreifer
inflammatorische inflammatorische |——] pop

Reaktion Reaktion Oligodendrozyten

Reifung der Reduzierte Anzahl reifer ¢
Oligodendrozyten Oligodendrozyten

[Hypomyelinisierung]

Abb.1 Interaktion von Inflammation und Hyperoxie im unreifen Gehirn.
Inflammatorische Bedingungen verzégern die Reifung der Oligodendrozyten,
wohingegen eine Hyperoxie Apoptose induziert. Die anti-inflammatorische
Komponente bietet eine Protektion vor Hyperoxie-induziertem Zelltod. Inflammation,
Hyperoxie und die Kombination beider Noxen fiihren zur Hypomyelinisierung.
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Der Effekt einer inflammatorischen Reaktion vor einem zweiten Insult steht auch in
anderen Modellen der frihkindlichen Hirnschadigung im Fokus der Wissenschaft. Die
Applikation von LPS 4 — 72 h vor einem hypoxisch-ischamischen Insult reduziert
beispielsweise das Infarkt-Volumen [36—38]. Diese Pra-Konditionierung existiert auch
in adulten Modellen des Schlaganfalls [39,40] und Traumas [41]. Kontrar dazu sind
Sensibilisierungs-Effekte durch LPS im Hypoxie-lschamie-Model beschrieben worden
[42—-44]. Diese Studien legen nahe, dass die Art des Effektes von der LPS-Dosis und
dem temporaren Abstand zwischen LPS-Applikation und zweitem Insult abhangt
[45,46]. In unseren Experimenten fihrte die zeitgleiche und zeitlich versetzte
Anwendung von LPS und Hyperoxie zu nahezu identischen Ergebnissen, einer
verminderten Sensibilitdt gegentber hohen Sauerstoffkonzentrationen. Somit scheint
die LPS-Dosis eine entscheidendere Rolle als der zeitliche Ablauf der Noxen zu
haben.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass Inflammation und Hyperoxie zu
zellularen Veranderungen, explizit einer defizitdren Entwicklung und apoptotischen
Zelltod bei unreifen Oligodendrozyten, fihren. Beides hat eine gestorte
Myelinisierung und eine veranderte Mikrostruktur der weilen Substanz zur Folge.
Aus pharmakologischer Sicht bieten Strategien zur Forderung der Oligodendrozyten-
Reifung sowie anti-apoptotisch wirkende Medikamente einen mdglichen Schutz vor
schweren Schadigungen der weilen Substanz. Die Rolle anderer wahrscheinlich
beteiligter Zellarten, wie Astrozyten und infiltrierende Immunzellen, sollte weiter
untersucht werden. Auch eventuell auftretende Unterschiede hinsichtlich der
Remyelinisierung nach Inflammation und Hyperoxie, sowie Tierverhaltensstudien
sind notwendig, um die Interaktion von Inflammation und Hyperoxie weiter zu

charakterisieren.
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