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Vorwort

Unvollstéandige Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden veréffentlicht in:

e Abstracts 2017 der GNPI und DGPI. Monatsschr. Kinderheilkd. 165, 1-111 (2017) *)
e Abstracts des Kongresses fir Kinder- und Jugendmedizin 2017. Monatsschr. Kinder-
heilkd. 165, 181-300 (2017) *)

Die Daten wurden erweitert und in Folgeversuchen verandert und stimmen nicht mehr mit den

hier veroffentlichten Ergebnissen tberein.

*) Bei der 43. Jahrestagung der Gesellschatft fiir Neonatologie und pédiatrische Intensivmedizin
2017 in Dresden wurden Teile der zugrundeliegenden Daten der immunhistochemischen Farbun-
gen von Oligodendroglia (Proliferation und Zelltod, siehe Abb. 9, 11), Myelinisierung (siehe
Abb. 12) sowie Mikroglia (Anzahl und Proliferation, siehe Abb. 14, 15) prasentiert. Das Konfe-
renzabstract wurde in Form eines Abstractbandes aller Konferenzbeitrage als Supplement der

Monatsschrift Kinderheitkunde im Mai 2017 veroffentlicht.

*) Bei dem Kongress fiir Kinder- und Jugendmedizin 2017 in KéIln wurden Teile der zugrundelie-
genden Daten der immunhistochemischen Farbungen von Oligodendroglia (Proliferation, siehe
Abb. 9), Myelinisierung (siehe Abb. 12) und Mikroglia (Anzahl, siehe Abb. 14) prasentiert. Dariiber
hinaus wurden die Daten der Expressionsanalyse von Genen, die mit Mikrogliaaktivierung zu-
sammenhangen, gezeigt (siehe Abb. 18). Es wurde weiterhin der Western-Blot des Myelinbe-
standteiles Myelin-assoziiertes Glykoprotein (siehe Abb. 12) prasentiert. Das Konferenzabstract
wurde auch hier in Form eines Abstractbandes in der Monatsschrift Kinderheilkunde im Septem-

ber 20172 veroffentlicht.

Des Weiteren wurden Teilergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von Mikroglia (An-
zahl und Proliferation, siehe Abb. 14, 15), Bergmann-Glia (Farbeintensitaten, siehe Abb. 19) und
Oligodendroglia (Proliferation und Reifung, siehe Abb. 9, 10) beim X/V European Meeting on Glial
Cells in Health and Disease 2019 in Porto, Portugal vorgestellt. Die Abstracts der Posterprasen-

tationen wurden hier nicht veroffentlicht.
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Abstract

Nach aktuellem Forschungsstand zeigen ehemals frihgeborene Kinder haufig subtile pa-
thologische Veranderungen des Kleinhirnes, die sowohl mit motorischen Entwicklungs-
stérungen als auch geringerem Intelligenzquotienten (1Q) und reduzierten sprachlichen
Fahigkeiten im Schulalter einhergehen. Es ist bekannt, dass das unreife Kleinhirn beson-
ders vulnerabel auf externe Storfaktoren reagiert, die genauen Ursachen und Mechanis-
men der Schadigung bei Frihgeborenen gilt es noch herauszufinden. Inflammatorische
Stimuli spielen eine Schlusselrolle bei Hirnschadigungen bei frihgeborenen Kindern.
FiUr diese Arbeit wurde ein Mausmodell perinataler Neuroinflammation genutzt, in dem
mittels Verabreichung des pro-inflammatorischen Zytokines Interleukin-13 (IL-18) in den
ersten funf Lebenstagen eine subklinische Entziindung simuliert wird. Hiermit lassen sich
akute als auch langfristige Folgen auf die Hirnentwicklung, die Proliferation und Differen-
zierung von Zellen und die Genexpression im unreifen Kleinhirn nachvollziehen.

Mittels immunhistochemischer Farbungen konnten Reduktionen der proliferierenden und
reifenden Oligodendroglia sowohl wahrend der inflammatorischen Phase als auch nach
Erholung festgestellt werden. Western-Blots und Immunhistochemie zeigten dement-
sprechende Defizite der Myelinsynthese. Die Dichte und proliferative Aktivitat von ioni-
siertes-Calcium-bindendes-Adaptermolekdl-1-positiven (Iba1+) Mikroglia war in der Ver-
suchsgruppe signifikant erhoht und persistierte bis zum 45. Lebenstag. Die Aktivierung
von Bergmann-Glia zeigte sich anhand einer erhdhten Farbeintensitat von gliarem fib-
rilldarem saurem Protein (g/lial fibrillary acid protein, GFAP) und Glutaminsynthase (GS) in
der Purkinjezellschicht.

Diese Ergebnisse zeigen erstmalig, dass perinatale systemische Inflammation im Maus-
modell akute und langfristige zerebellare Veranderungen der weilden Substanz verur-
sacht, die potenziell relevant flr neurologische Konsequenzen zu friher Geburt sind. Pro-
tektive Strategien in der Versorgung Frihgeborener sollten kiinftig chronische zerebellare

Inflammation als wichtiges Therapieziel beinhalten.
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English Abstract

According to current research, children born prematurely often show subtle pathological
changes in the cerebellum, which are associated with motor development disorders as
well as lower intelligence quotients (IQ) and reduced linguistic abilities at school age. It is
well known that the immature cerebellum is particularly vulnerable to external disruptive
factors, but the exact causes and mechanisms of damage in premature infants remain to
be elucidated. Inflammatory stimuli play a key role in brain damage in premature infants.
For this study, a mouse model of perinatal neuroinflammation was used, in which a sub-
clinical inflammation is simulated by administering the pro-inflammatory cytokine interleu-
kin-1B (IL-1B) in the first five days of life. This allows to examine acute as well as long-
term consequences on brain development, proliferation and differentiation of cells and
gene expression in the immature cerebellum.

Immunohistochemical stainings revealed reductions in proliferating and maturing oli-
godendroglia both during the inflammatory phase and after recovery. Western blots and
immunohistochemistry showed corresponding deficits in myelin synthesis. The density
and proliferative activity of ionized calcium-binding adapter molecule 1 positive (Iba1+)
microglia were significantly increased in the treatment group and persisted until day 45 of
life. Activation of Bergmann glia was demonstrated by increased staining intensity of glial
fibrillary acid protein (GFAP) and glutamine synthase (GS) in the Purkinje cell layer.
These results show for the first time that perinatal systemic inflammation causes acute
and long-term cerebellar white matter changes in a mouse model, which are potentially
relevant for neurological consequences of preterm birth. Protective strategies in the care
of preterm infants should include chronic cerebellar inflammation as an important thera-

peutic target in the future.
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1 Einleitung

1.1 Friihgeburt und neurologische Entwicklungsstérungen

Etwa 11% der Neugeborenen kommen zu friih auf die Welt, definiert als Geburt vor der
vollendeten 37. Schwangerschaftswoche34, dies entspricht jahrlich circa 15 Millionen Kin-
dern weltweit®. Frihgeburt kann durch diverse sowohl maternale wie fetale Risikofaktoren
ausgelost werden, in den meisten Fallen bleibt die Ursache aber unbekannt. Mutterlicher-
seits spielen Stress, Traumata, Lebensalter (sowohl sehr hohes als auch sehr niedriges
Alter) und Infektionen mit Chorioamnionitis eine grof3e Rolle. Kindliche Ursachen sind vor
allem Mehrlingsschwangerschaften und Infektionen®.

Unter den typischen Komplikationen von Frahgeburtlichkeit finden sich Erkrankungen des
Darmes — wie die nekrotisierende Enterokolitis —, der Lunge — wie die bronchopulmonale
Dysplasie — oder des Nervensystems wie zum Beispiel intraventrikulare Hirnblutungen,
periventrikulare Leukomalazien oder die Fruhgeborenenretinopathie’. Bedingt durch
diese Komplikationen und das hohe Risiko flur Neugeboreneninfektionen ist Frihgeburt-
lichkeit die zweithaufigste Todesursache von Kindern vor dem funften Lebensjahr und die
haufigste direkte Todesursache von Kindern bis zum 28. Lebenstag. Insgesamt sterben
somit etwa eine Million Kinder jahrlich weltweit an den Folgen von zu friiher Geburt3.

Mit den dennoch insgesamt steigenden Uberlebensraten treten die langfristigen Ein-
schrankungen der Kinder in den Vordergrund — meist bedingt durch Hirnschadigungen?.
Alle Schritte der neurologischen Entwicklung kdnnen durch Frihgeburt gestort werden,
und neurologische Schaden sind eine typische Ursache fir langfristige Behinderungen?,
insbesondere Schaden der weillen Hirnsubstanz. Selbst sonst gesunde Frihgeborene
ohne extreme Unreife (Gestationsalter > 28 Wochen) zeigen im Schulalter signifikant ver-
minderte Volumina von Kleinhirn, Corpus Callosum und Hippocampus in Verbindung mit
niedrigeren 1Q-Scores, Aufmerksamkeitsdefiziten und weniger ausgebildeten kognitiven

Exekutivfunktionen im Vergleich zu gleichaltrigen ehemals reifgeborenen Kindern?0.
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Diese sogenannte ,Enzephalopathie des Frihgeborenen®, ein von Joseph Volpe geprag-
ter Begriff!!, scheint das Ergebnis von sowohl destruktiven Ereignissen durch Komplika-
tionen der Frihgeburt als auch von Entwicklungsstérungen bedingt durch die Unreife des
Gehirns von Kindern, die 16-20 Wochen zu frih zur Welt kommen, zu sein.

Als wichtigste Pradiktoren fur die neurologische Entwicklung frihgeborener Kinder gelten
geringes Gestationsalter und geringes Geburtsgewicht'2. Typische direkte Ursachen von
perinataler Hirnschadigung sind Hypoxie, Hyperoxie und Inflammation. Besonders syste-
mische Inflammation scheint ein Hauptrisikofaktor flr Stérungen der Hirnentwicklung so-
wohl in Tiermodellen als auch klinischen Studien darzustellen'3-15, AuRerdem spielen
komplexere Faktoren wie beispielsweise mannliches Geschlecht und nachteiliger sozio-
Okonomischer Status eine Rolle'2. Bis heute sind die Schadigungen nur geringflgig auf
zellularer und molekularer Ebene pathophysiologisch untersucht. Das fuhrt dazu, dass
betroffene Kinder mitunter nicht rechtzeitig diagnostiziert werden, beziehungsweise keine
PraventionsmalRnahmen erhalten, und die Forschung an effektiveren neuroprotektiven
Strategien nur langsam voranschreitet's. Aktuell werden zur Neuroprotektion Koffein und
Magnesiumsulfate mit begrenzter Wirksamkeit eingesetzt, wobei die Applikationssche-

mata variieren und der Einsatz nicht flachendeckend geschieht'”.
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1.2 Perinatale, subklinische Entziindungsmechanismen

Nachdem lange davon ausgegangen wurde, dass neurologische Entwicklungsstérungen
bei Frihgeborenen vor allem auf perinatale hypoxische und ischamische Ereignisse zu-
ruckzuflhren sind, wird inzwischen eine multifaktorielle Genese angenommen, in der Ent-
zliindungsprozesse eine wichtige Rolle einnehmen'8-20, Mdglicherweise sorgt systemi-
sche Entziindung fur eine Pradisposition bzw. eine Sensibilisierung gegenuber hypoxi-
schen, ischamischen und exzitotoxischen Einflissen2'22, Die Auswirkungen von Sepsis
auf die Hirnentwicklung wurde in vielfaltiger Art und Weise in Tierversuchen untersucht,
wie beispielsweise das Entstehen von Myelinisierungsdefiziten beim Nachwuchs von
Ratten, denen wahrend der Schwangerschaft bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) inji-
ziert wurden23 oder beim Nachwuchs von Mausen, denen wahrend der Schwangerschaft
das Bakterium Ureaplasmum parvum injiziert wurde?4. Chorioamnionitis und damit oft
einhergehende Neugeborenensepsis, wie oben beschrieben eine typische Ursache von
Frihgeburtlichkeit, ist zudem ein unabhangiger Risikofaktor flir verminderte kognitive
Entwicklung?s, infantile Zerebralparese?627 und Autismusspektrumstérungen bis ins
Schulalter?.

Im Kontrast dazu kann subklinische systemische Inflammation durch verschiedene Fak-
toren ausgeldst werden. Als Reaktion auf maschinelle Beatmung2®-3' und schmerzhafte
medizinische Interventionen32:33 werden bei Friihgeborenen bereits Entziindungsmedia-
toren freigesetzt, die einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Entwicklung der unreifen
Organe nehmen kénnen. Hier kommt es explizit zu keiner klinisch deutlichen Reaktion im
Sinne von Fieber, Infektion oder Organdysfunktion. Es ist jedoch bereits bekannt, dass
auch leicht erhdhte Werte fur inflammatorische Marker ausreichen, um im Grof3hirn Ver-
anderungen hervorzurufen3!. Im Gehirn kommt insbesondere den Mikroglia durch Zell-

Zell-Interaktionen eine Schlusselrolle bei inflammatorischen Geschehen zu. In praklini-
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schen Modellen wurde dargelegt, dass sie verschiedene Facetten der Frihgeborenenen-
zephalopathie hervorrufen kbnnen34:35, Zudem wurde in Postmortem-Studien an Frihge-

borenen eine Aktivierung von Mikroglia belegt36.37,

1.3 Das Kleinhirn und dessen Schadigung bei ehemals friihgeborenen Kindern

Das Kleinhirn als Teil des Mesencephalons funktioniert in erster Linie als Abstimmungs-
zentrum der Feinmotorik3839, es wird aber inzwischen auch als Steuer- und Koordina-
tionsorgan kognitiver Prozesse beschrieben. Mit der Theorie der ,Dysmetria of
thought“* (dt: Dysmetrie der Denkprozesse) wird erklart, wie das Kleinhirn auch Kogni-
tion und Affekt unbewusst reguliert, in Analogie zu Bewegungen und Gleichgewicht. Wie
vielfach zuvor beschrieben4?, treten bei motorischen Funktionsdefiziten mit Dysmetrie
klassischerweise haufig sogenannte Uberschielende (overshoot, Hypermetrie) und zu
kurz dimensionierte (undershoot, Hypometrie) Willkiirbewegungen auf, die zum Beispiel
den Versuch, einen Gegenstand zu greifen, unmaoglich machen kénnen. In ahnlicher Art
und Weise kdnnen bei Kleinhirnlasionen auch ,ubertriebene“ oder ,untertriebene® kogni-
tive Reaktionen entstehen, wie beispielsweise das Zeichnen einer detailgetreuen Abbil-
dung zweier verschiedener Uhren mit Umgebung im klassischen Uhrentest4344, Das ze-
rebellare kognitive Affektionssyndrom (CCAS) kann allerdings auch Schwierigkeiten in
der raumlichen Wahrnehmung#® und linguistische*é Auffalligkeiten sowie Schwierigkeiten
in der Emotions- und Impulskontrolle umfassen47:48, Das Kleinhirn ist hierbei ein Fein-
steuerungsorgan aus neuronalen Netzwerken flr héhere Zentren im Gro3hirn und besitzt
gleichartige Schleifenstrukturen fur alle kortiko-zerebello-kortikalen Verbindungen durch
gleichartige Zellstrukturen im gesamten zerebellaren Kortex (universal cerebellar trans-

form4?). Abbildung 1 veranschaulicht diese zerebellaren Schleifenstrukturen.
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Abbildung 1: Zerebelldre Schleifenstrukturen

A: Kortiko-zerebello-kortikale Schleife. Die Zahlen stellen grobe Schatzungen der Anzahl der Projektionsfasern bzw.
Zellen in Millionen (M) dar. Informationen aus dem Neocortex des GroRhirns gelangen Uber kortiko-pontine Fasern in
Kerne des Pons und anschlielend tber Moosfasern ins Kleinhirn. Nach Durchlaufen der Kleinhirnschleife bestehen
synaptische Verbindungen von den tiefen Kleinhirnkernen (DCN) zum Thalamus und wieder zum Neokortex.

B: Lokale zerebelldre Kortexschleife. Jede Kdérnerzelle erhalt Input aus 4-5 Moosfasern aus dem Pons oder dem RU-
ckenmark und gibt Output durch eine Parallelfaser aus. Jede Purkinjezelle erhalt Input aus ca. 175.000 Parallelfasern
sowie einer glutamatergen Kletterfaser aus der inferioren Olive. Purkinjezellen senden GABAerge inhibitorische Pro-
jektionen zu den Kleinhirnkernen. Aufderdem finden sich inhibitorische Neurone (Golgizellen, Sternzellen, Korbzellen)
in den Kleinhirnschleifen. | Adaptiert mit Erlaubnis von Elsevier aus Neuron; ,Universal Transform or Multiple Func-
tionality? Understanding the Contribution of the Human Cerebellum across Task Domains* von Jérn Diedrichsen,
Maedbh King, Carlos Hernandez-Castillo, Marty Sereno und Richard B. Ivry; 2019; DOI: 10.1016/j.neu-
ron.2019.04.02159 mit der Lizenznummer: 5025370016306. Copyright © 2001 Elsevier.

Funktionelles Neuroimaging konnte schon im 20. Jahrhundert zeigen, dass es bei Denk-
aufgaben, visuellen und auditiven Inputs zu fokalen Aktivierungen im Kleinhirn kommt41.
Aktuell geht man von einer topographischen Aufteilung des Kleinhirns in einen sensomo-
torischen Teil (anteriore Lobuli, Lobulus VIII), der in die motorischen kortikalen Areale
projiziert, und einen kognitiv-affektiven Teil (posteriore Lobuli, Vermis), der in die hdheren

kortikalen und limbischen Assoziationszentren projiziert, aus>®?.
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Abbildung 2: Unterabschnitte des Kleinhirns

Links: Sagittaler Schnitt durch das Kleinhirn mit Hirnstamm. Rechts: Entfaltetes Kleinhirn (vgl. den schwarzen Pfeil).
Der linke Teil zeigt die anatomische Einteilung des Kleinhirns in den Lobus anterior, Lobus posterior und Lobus floc-
culonodularis. Zusatzlich ist die Einteilung nach den efferenten Verbindungen der Kleinhirnrinde zu den zugehdorigen
Kleinhirnkernen zu sehen. Der rechte Teil zeigt die Einteilung nach den afferenten Verbindungen des Kleinhirns (Ves-
tibulocerebellum; Spinocerebellum; Cerebro- oder Pontocerebellum). Gleichzeitig ist die Benennung einzelner Lobuli
in den Hemispharen angegeben. | Adaptiert mit Erlaubnis von Springer Nature aus Springer eBook ,Kleinhirn und
exekutive Funktionen“ von Hans-Otto Karnath und Peter Thier, 201252 mit der Lizenznummer: 5025370762860. Co-
pyright © 2012 Springer Nature.
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Abbildung 3: Funktionelle Kompartimentierung des menschlichen Kleinhirns

Gezeigt ist zum einen die bekannte zweifache Korperreprasentation im Kleinhirn des Menschen und zum anderen die
angenommene Lokalisation von nicht motorischen Funktionen. Blau: Lobus anterior; grau: Lobus posterior; violett:
Lobus flocculonodularis. | Adaptiert mit Erlaubnis von Springer Nature aus Springer eBook ,Kleinhirn und exekutive
Funktionen® von Hans-Otto Karnath und Peter Thier, 201252 mit der Lizenznummer: 5025370762860. Copyright © 2012

Springer Nature.
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Das Kleinhirn ist von baumartiger Struktur mit multiplen Folia cerebelli, die fur eine ver-
haltnismaRig groRe Oberflache im Vergleich zum Volumen sorgen. In der Zeit von der
26. Schwangerschaftswoche bis zur Reifgeburt verfluinffacht das Kleinhirn sein Volumen53

und verdreiBigfacht seine Oberflache durch die Faltung zuletzt genannter Folia%4.
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Abbildung 4: Zerebelldres Volumen- und Oberflachenwachstum im zweiten Teil der Schwangerschaft

Links ist das Kleinhirnvolumen in Prozent des durchschnittlichen Volumens bei Reifgeburt auf das Gestationsalter in
Wochen aufgetragen. Die Grauschattierungen zeigen eine Wachstumsperzentilleneinordnung. Rechts ist eine Darstel-
lung der Faltung der zerebellaren Folia Uber die zweite Schwangerschaftshalfte zu sehen. Veréndert nach Volpe,

2009%4 | Die Nutzung von bis zu drei Grafiken flr eine Dissertation erfordert keine Erlaubnis des SAGE Verlags. Copy-
right © 2009 SAGE Publishing.

Diese rapiden Hirnentwicklungsschritte finden normalerweise in der geschitzten Umge-
bung des Mutterleibs statt, frihgeborene Kinder sind in dieser Zeit multifaktoriellen Stor-
faktoren wie Hirnblutungen, Medikamentengaben, Ernahrungsumstellungen und kardio-
respiratorischen Komplikationen®® ausgesetzt. Typische zerebelldre Pathologien sind
Atrophie, Hypoplasie®6, Blutungen, Infektionen und Infarkte5”. Da das Kleinhirn sich noch

lange postnatal weiterentwickelt und nach einer Schadigung die Fortentwicklung auf die-
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sem Insult aufgebaut werden muss, kdnnen L&sionen oder Reifungsstorungen weitrei-
chende Folgen haben, sowohl fur die weille Substanz als auch fir neuronale Netz-
werkstrukturen.

Nach zu friher Geburt zeigen die Kinder ein signifikant vermindertes Kleinhirnvolumens8-
62 teilweise mit noch postnatal progressiver Volumenreduktion®. Magnetresonanztomo-
grafie(MRT)-gestitzte Diffusionsmessungen im Kleinhirn zeigen eine geringere neuro-
nale Integritat und Aktivitat bei erhdhter fraktioneller Anisotropie als Marker der Myelini-
sierungsunreife®3.64, Diese Entwicklungsstérungen korrelieren mit einem niedrigen Ge-
stationsalter bei Geburt, einem niedrigen initialen Apgar-Score, kardiorespiratorischen
Problemen und Infektionen®4.

In jungerer Zeit rickt das geschadigte Kleinhirn als Ursache neurologischer Schaden
ehemalig Fruhgeborener in den Vordergrund, mit assoziierten Auffalligkeiten wie kogniti-
ven Problemen566 verminderten Exekutivfunktionen?, Aufmerksamkeitsdefiziten®7.68
und Autismusspektrumstérungen®®. Das verminderte Volumen- und Oberflachenwachs-
tum des Kleinhirns bei zu frih geborenen Kindern sowie die assoziierten Stérungen der
neurologischen Entwicklung scheinen bis ins Schulkindalter zu persistierené!.70. Die
Sprachflissigkeit ist noch im jugendlichen Alter von 14 bis 15 Lebensjahren signifikant
schlechter. Es ist davon auszugehen, dass Stérungen der Kleinhirnentwicklung lebens-
lange Folgen mit sich bringen.

Obwohl die erhdhte zerebellare Vulnerabilitdt bekannt ist?3.54, werden Kleinhirnpatholo-

gien im klinischen Alltag erheblich unterdiagnostiziert™.
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1.4 Gliazellen im Kleinhirn und deren Funktion in der Entwicklung

Neben den oben beschriebenen neuronalen Zellen im Kleinhirn gibt es verschiedene Gli-
azellen, deren Funktionen und Entwicklungsschritte fur den fachlichen Hintergrund der
vorliegenden Arbeit von grol3er Bedeutung sind. Die Regulation der Kleinhirnentwicklung
wird durch Neuron-Neuron-, Glia-Neuron- und Glia-Glia-Interaktionen mittels Wachs-
tumsfaktoren, Zytokinen und Transmittern gesteuert’2.

Oligodendroglia synthetisieren im Kleinhirn Myelin und bilden Myelinscheiden von Neu-
ronen. |hre Entwicklung vom Oligodendrozyten-Vorlaufer zur reifen Zelle, die typischer-

weise perinatal geschieht, ist abhangig von Interaktionen mit Mikroglia und Astroglia’s.

Proliferative Stadien Nicht-proliferative Stadien

Unreifer
Oligodendrozyt

(CC1), CNP, DM-20, Olig1/2, 04

Pra-
Oligodendrozyt

DM-20, NG2, Olig1/2, 04, PDGFRa

Reifer, nicht-
myelinisierender
Oligodendrozyt
CC1, CNP, MAG, MBP, Olig1/2, 04

Oligodendrozyten-
progenitorzelle

DM-20,GD3, NG2, Oligl/2, PDGFRa

Reifer, N ———
myelinisierender

Oligodendrozyt
CC1, CNP, MAG, MBP, MOG, Olig1/2

Oligodendrozyten-
vorlauferzelle

DM-20, Olig1/2, PDGFRa

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Entwicklungsstadien der oligodendroglialen Zelllinie

Die stadienspezifischen Oberflachenmarker sind unter den Bezeichnungen der Zellen zu entnehmen. Alle Schritte der
Entwicklung werden durch axonale und astrozytische Signale beeinflusst.

CC1 = Klon des adenomatdsen Polyposis Coli Protein 1; CNP = 2‘,3'-zyklische Nukleotid-3‘-Phosphodiesterase; DM-
20 = Proteolipidprotein vom Typ DM-20; GD3 = Disialogangliosid 3; MAG = Myelin-assoziiertes Glykoprotein; MBP =
basisches Myelinprotein; MOG = Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; NG2 = Neuron-Glia-Antigen 2; Olig1 = Oli-
godendrozyten-Transkriptionsfaktor 1, Olig2 = Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor 2; O4 = Oligodendrozytenmarker
4; PDGFRa = Wachstumsfaktor aus Thrombozyten
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Nachdem die DM-20+-Oligodendrozytenvorlauferzelle aus der Bodenplatte des Dience-
phalons ins Kleinhirn migriert ist™4, wird ihre Proliferation induziert, und es entstehen
GD3+-Progenitorzellen’®. Aus diesem bipotenten Vorlauferstadium kénnen sich noch
Astrozyten entwickeln. Im Folgenden entwickelt sich die Progenitorzelle zu einem O4+-
Pra-Oligodendrozyten®, der nicht mehr migrationsfahig ist. Differenzierte, noch unreife,
Oligodendrozyten sind postmitotisch (also nicht mehr proliferationsfahig), bilden Forts-
atze aus und synthetisieren zyklische 2°,3‘-zyklische Nukleotid-3‘-Phosphodiesterase
(CNP). Reife Oligodendrozyten exprimieren klassische Myelinproteine wie basisches
Myelinprotein (MBP), Proteolipidprotein (PLP) oder Myelin-assoziiertes Glykoprotein
(MAG). Abbildung 5 zeigt eine Ubersicht der Oligodendrozytenvorlauferzellen mit ihren
stadienspezifischen Oberflachenmarkern, die die Grundlage der Ergebnisinterpretation
dieser Arbeit liefern.

Mikroglia sind die Immunzellen des Gehirns und verteilen sich im Kleinhirn in allen Kor-
texschichten sowie in der weillen Substanz. Sie kolonisieren das Gehirn in der Embryo-
nalphase und bilden wahrend ihrer Reifung (sowohl pra- als auch postnatal) zahlreiche
Fortsatze aus’’. Die Relevanz mikrogliarer Aktivierung wird bei Betrachtung ihrer uner-
setzlichen Funktion in der Entwicklung des zentralen Nervensystems verdeutlicht.
Mikroglia produzieren Wachstumsfaktoren und Chemokine, wie zum Beispiel insulindhn-
licher Wachstumsfaktor (IGF) und brain-derived neurotrophic factor (BDNF), die die
Proliferation und Reifung von unreifen Neuronen und Oligodendroglia verstarken und re-
gulieren’879, Eine gute mikrogliale Funktion ist essenziell fir das Differenzieren oli-
godendroglialer Vorlauferzellen und die darauffolgende Myelinisierung35.80, AuRerdem
sind Mikroglia beteiligt an der Elimination ungenutzter Synapsen und regulieren die Ba-
lance zwischen Synaptogenese und neuronalem Zelltod wahrend der pra- und postnata-
len Hirnentwicklung8!. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Ausdifferenzierung
neuronaler Netzwerke im Kleinhirn mal3geblich von der mikroglialen Synthese des kolo-

niestimulierende Faktor 1-Rezeptor (CD115) abhangt82. Diese regulativen Mechanismen
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scheinen im Kleinhirn eine noch gréere Rolle zu spielen als im Grof3hirn. Mikroglia kom-
men, grob eingeteilt, in zwei Formen vor: in ihrer ruhenden, regulativen Form und in ihrer
aktivierten, pro-inflammatorischen Form. Letztere kdnnen unreife Oligodendroglia toéten,
fordern aber das Uberleben von reifen Oligodendrozytenss,

Astroglia, deren Herkunft noch nicht ganzlich verstanden ist®4, nehmen eine zentrale
Rolle in der Versorgung von Oligodendroglia und Neuronen ein und sind verantwortlich
fur die Homoostase im extrazellularen Milieu. Aul3erdem schitten sie trophische Faktoren
aus, sind in der Lage, ihre Funktion je nach Umweltbedingungen zu verandern und kon-
nen unter Umstanden an Reparaturprozessen beteiligt sein, indem sie die Remyelinisie-
rung férdern8s. Im Kleinhirn finden sich vier verschiedene Subtypen von Astroglia, die in
erster Linie anhand ihrer Morphologie unterschieden werden: Bergmann-Glia (Uber der
Purkinje-Zell-Schicht), faserférmige Astrozyten, sternférmige Astrozyten und protoplas-
matische Astrozyten. Wahrend der Entwicklung des Kleinhirns helfen sie aullerdem bei

der Migration von Neuronen, Synaptogenese, Proliferation und Zelldifferenzierung?®.

1.5 Mausmodell perinataler Inflammation durch systemische Administration von Interleu-
kin-1p8

In der vorliegenden Arbeit kommt ein etabliertes Mausmodell perinataler Inflammation
zur Anwendung3487.:88, Die neugeborene Maus ermdglicht die Untersuchung von ahnli-
chen Hirnentwicklungsstadien wie bei frihgeborenen Kindern ohne eine induzierte Fruh-
geburt. Hierbei sind die ersten funf Lebenstage der Maus in etwa vergleichbar mit einem
frihgeborenen Kind (PO entspricht ca. 22 post-konzeptionellen Schwangerschaftswo-
chen), ab Tag 7 entspricht die Maus von ihrer Hirnentwicklung her einem reifgeborenen
Kind. Ab ca. 20 postnatalen Tagen (P20) ist von einem Kleinkind-ahnlichen Stadium aus-
zugehen, ab ca. 35 postnatalen Tagen (P35) von einem jugendlichen Alter und ab dem

50. Lebenstag (P50) entspricht das Hirnentwicklungsstadium der Maus in etwa einem
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erwachsenen Menschen??. Diese zeitlichen Einschatzungen stiitzen sich auf eine Daten-
bank der University of Central Arkansas und der Cornell University, die einen Algorithmus
zum Vergleich der Hirnentwicklung von zehn verschiedenen Saugetierspezies zur Verfu-
gung stellt (www.translatingtime.org).

Als pro-inflammatorischer Stimulus wurde Interleukin 189 (IL-18) gewahlt, welches intra-
peritoneal appliziert wurde, um einen systemischen Effekt zu erreichen. IL-1[3 ist ein zent-
raler und potenter Mediator und Initiator von Entziindungskaskaden infektidser und auto-
immuner Natur®'-92. Die Dosis wurde auf der Basis dessen bestimmt, was sich als sensi-
bilisierend gegentber Folgeschadigungen (Exzitotoxizitat) als Minimaldosis erwiesen
hat?2. Die GroBBhirne der Versuchstiere dieser Arbeit wurden bereits untersucht®’. Darin
zeigten sich mikroskopisch erkennbare Gewebelasionen und keine Schadigungen der
grauen Substanz. In der weilden Substanz hingegen waren Stérungen der Oligodendro-
zytenreifung und der Myelinisierung sowie Axonopathien zu beschreiben. In Verhaltens-

testungen wurden Gedachtnisstérungen der Tiere beobachtet?’.

1.6 Fragestellung

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit lautet somit: Verursacht perinatale, subklini-
sche Inflammation durch IL-18 im Mausmodell Schadigungen des Kleinhirns auf zellula-
rer oder molekularer Ebene; und wenn ja — welche?

Diese Fragestellung wird versucht, durch histologische und molekularbiologische Analy-
sen, unter anderem durch Untersuchungen von Proliferations- und Differenzierungsakti-

vitaten der einzelnen Zelllinien, zu beantworten.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Folgendes Verbrauchsmaterial wurde fur die Durchfuhrung der Experimente bendtigt:

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien der Experimente

Art Hersteller

Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit Pierce/Thermo Scientific, Rockford, USA
Deckglaschen R. Langenbrick, Emmendingen
MicroAmp® Optical Adhesive Covers Applied Biosystems, Darmstadt
MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems, Darmstadt
Mini-PROTEAN TGX™ Precast Midi Protein Gel | Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Nitrozellulosemembranen 0.2 ym PorengrélRe Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Pipettenspitzen Sarstedt, Eppendorf, Biozym

Super Frost plus™ beschichtete Objekttrager R. Langenbrick, Emmendingen

Super PAP-Pen Liquid Blocker Science Services, Mlinchen

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf; Eppendorf, Hamburg; Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

2.1.2 Chemikalien und Losungen

Zur Durchfuhrung der Experimente wurden verschiedene Chemikalien und Lésungen be-
notigt, darunter sowohl gebrauchsfertig erworbene als auch selbst hergestellte. Tabellen

2 und 3 geben eine Ubersicht.

Tabelle 2: Gebrauchsfertige Chemikalien und Lésungen

Art Hersteller

BSA Serva, Heidelberg
Borsaure Merck, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
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Citronensaure-Monohydrat
DAKO Antibody Diluent
DNase

Dulbecco PBS

EDTA

Ethanol

Fluoreshield mit DAPI
Laemmli Sample Buffer
Mini, EDTA-freie, Protease-Inhibitor-Tabletten
Natriumchlorid
Nuklease-freies Wasser
NGS

Paraffin

Paraformaldehyd

peqGold RNA-Pure
Ponceau S Ldsung
Rekombinantes Maus IL-13
RIPA Puffer
Roti®-Histol-Lésung

HCI, rauchend

TAE Elektrophorese Puffer
TRIS

Triton-X-100

Tween-20

Vectashield HardSet Mounting Media

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Dako, Glostrup, Danemark

Qiagen, Hilden

Biochrom, Berlin

Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Roche Diagnostics, Mannheim

Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Henningsdorf
Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen
Medite GmbH, Burgdorf

Merck, Darmstadt

PeqLab Biotechnologie, Erlangen

Fluka, Buchs, Schweiz

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fementas, St. Leon-Rot

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen

Vector Laboratories, Burlingame, USA

BSA = Rinderserumalbumin, DNase = Desoxyribonuklease, PBS = Phosphat-gepufferte Salzldsung, EDTA =
Ethylendiamintetraacetat, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, HCI = Salzsaure, NaCl = Natriumchlorid, NGS =

normales Ziegenserum, RNA = Ribonukleinsaure, IL-1 = Interleukin-183, RIPA = Radioimmunoprazipitationsas-
say, TAE-Puffer = TRIS-Acetat-EDTA-Puffer, TRIS = Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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Tabelle 3: Selbst hergestellte L6sungen und Puffer

Bezeichnung Rezeptur

Blockierungslésung | fur IHC 1 % BSA, 10 % NGS, 0.05 % Tween-20 in PBS Puffer
Blockierungslésung Il fur IHC 3 % BSA, 1 % NGS, 0.05 % Tween-20 in PBS Puffer
Blockierungslésung fur WB 5 % BSA, 0.1 % Tween-20 in TRIS-gepufferter Salzlésung
Boratpuffer (pH 8.5) 1 M Borsaure, 1 M TRIS und 20 mM EDTA in bidest. H.O
10-facher Citratpuffer (pH 6.0) 100 mM Citronensaure-Monohydrat in bidest. H.O
Permeabilisierungslésung IHC 0.1 % Triton-X-100 und 0.1 % Tween-20 in PBS Puffer
Tris-gepufferte Salzlésung (pH 9.0) | 1.21 g TRIS und 0.37 g EDTA ad 1L bidest. H.O

IHC = Immunhistochemie, BSA = Rinderserumalbumin, EDTA = Ethylendiamintetraacetat, NGS = normales Ziegenserum,

PBS = Phosphat-gepufferte Salzlésung, TRIS = Tris(hydroxymethyl)aminomethan, WB = Western-Blot

2.1.3 Antikorper und Farbstoffe

Fur die Durchfihrung von Western-Blots zur Proteinanalyse und flr die immunhistoche-
mischen Farbungen wurden jeweils Primar- und Sekundarantikdrper fur die Markierung
von extra- und intrazelluldren Zellbestandteilen benétigt. Eine Ubersicht (iber die verwen-

deten Antikdrper geben die Tabellen 4-7.

Tabelle 4: Primarantikorper fur Western-Blotting

Antigen  Spezifikation kDA Firma Nummer Verdinnung IZ

B-actinin | mouse anti B-actinin 42 Sigma Aldrich A5316 1:5000 24h
CNP rabbit anti CNP 49 Thermo Fisher PA-27972 1:1000 24h
MAG mouse anti MAG 63,69 Abcam ab89780 1:500 24h
MBP mouse anti MBP 18-24 Covance SMI-99P 1:1000 24h
MOG rabbit anti MOG 27 Abcam ab32760 1:1000 24h
PLP rabbit anti PLP 26,30 Abcam ab28486 1:1000 24h

CNP = 2,3'-zyklische Nukleotid-3'-Phosphodiesterase; kDA = Kilodalton, MAG = Myelin-assoziiertes Glykoprotein;
MBP = basisches Myelinprotein; MOG = Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; PLP = Proteolipidprotein; 1Z = Inku-
bationszeit | Abcam, Cambridge, UK; Covance, Priceton, New Jersey, USA; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mas-

sachusetts, USA; Sigma-Aldrich, Taufkirchen bei Miinchen
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Tabelle 5: Sekundarantikorper flir Western-Blotting

Antigen  Spezifikation Firma Nummer Verdinnung I|Z
mouse polyclonal rabbit anti-mouse DAKO P0260 1:5000 1h
rabbit horseradish peroxidase-linked polyclonal DAKO P0448 1:5000 1h
goat anti-rabbit
I1Z = Inkubationszeit; DAKO, Glostrup, Danemark
Tabelle 6: Primarantikérper fir Immunhistochemie
Antigen  Spezifikation Firma Nummer Verdinnung 1Z
BrdU chicken anti BrdU Abcam ab92837 1:300 48h
BrdU rabbit anti BrdU Bioss bs-0489R 1:50 24h
Casp3 | rabbit anti Casp3 Cell Signaling 9664 1:200 24h
CC1 mouse anti CC1 Calbiochem OP86 1:250 24h
CD3 anti-mouse CD3, Alexa BioLegend AB_2553427 1:100 24h
Fluor® 594
Dapi Sigma Aldrich 32670 1:2000 10°
Iba1 rabbit anti Iba1 Wako Chemicals 019-19741 1:750 48h
MAG mouse anti MAG Abcam ab89780 1:1000 24h
MOG rabbit anti MOG Abcam ab32760 1:1500 24h
Olig1 rabbit anti Olig1 Millipore AB15620 1:750 24h
Olig2 mouse anti Olig2 Abcam ab56643 1:500 24h
PCNA | mouse anti PCNA Abcam ab29 1:1000 24h
PCNA | rabbit anti PCNA Abcam ab15497 1:500 24h

BrdU = Bromo-Desoxyuridin; Casp3 = gespaltene Caspase 3; CC1 = Klon des adenomatdsen Polyposis Coli Protein
1; CD3 = cluster of differentiation 3; Dapi = 4',6-Diamidin-2-phenylindol; Iba1 = lonisiertes Calcium-bindendes Adap-
termoleukul 1; MAG = Myelin-assoziiertes Glykoprotein; MOG = Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein; Olig1 = Oli-
godendrozyten-Transkriptionsfaktor 1; Olig2 = Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktor 2; PCNA = Proliferating-Cell-
Nuclear-Antiger, |Z = Inkubationszeit

Abcam, Cambridge, UK; BioLegend, San Diego, Kalifornien, USA; Bioss, Boston, Massachusetts, USA; Calbiochem,
Darmstadt; Cell Signaling Technology Europe, Frankfurt am Main; Milipore, Darmstadt; Sigma-Aldrich, Taufkirchen
bei Miinchen; WAKO Chemicals, Neuss
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Tabelle 7: Sekundarantikérper fir Immunhistochemie

Antigen  Spezifikation Firma Nummer Verdinnung [Z
chicken | goat anti chicken, Alexa Fluor®, 594nm MP A11042 1:200 1h
mouse | goat anti mouse, Alexa Fluor®, 488nm MP A11029  1:200 1h
mouse | goat anti mouse, Alexa Fluor®, 594nm MP A11032  1:200 1h
rabbit goat anti rabbit, Alexa Fluor®, 488nm Invitrogen A11034  1:200 1h
rabbit goat anti rabbit, Alexa Fluor®, 594nm MP A11037 1:200 1h
rabbit donkey anti rabbit, Alexa Fluor®, 546nm MP A10040 1:200 1h

I1Z = Inkubationszeit; Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA; MP = Molecular Probes, Waltham, Massachusetts, USA

2.1.4 Reagenzien der Genexpressionsanalyse

Fur die Genexpressionsanalysen mittels Polymerasekettenreaktion wurden verschie-
dene Reagenzien und Enzyme bendtigt (Tabelle 8). Zudem wurden passende Oligonuk-
leotid-Primer fur die zu vervielfaltigenden Gensequenzen synthetisch hergestellt, die in

Tabelle 9 mit ihrer Genbanksequenznummer dargestellt werden.

Tabelle 8: Enzyme und Reagenzien der Genexpressionsanalyse

Art Hersteller

DNase (2 U/uL) Qiagen, Hilden

dNTPs (10 mM, fiir Reverse Transkription) Promega, Mannheim

dNTP-Mix (2 mM, fir Kontroll-PCR) Fermentas, St. Leon-Rot

DreamTaq DNA-Polymerase (5 U/uL) Fermentas, St. Leon-Rot

M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/uL) Promega, Mannheim

M-MLV Reverse Transkriptase Puffer Promega, Mannheim

gPCRBIO Probe Mix Hi-ROX NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Dueren
gPCRBIO SYgreen Mix Hi-ROX NIPPON Genetics EUROPE GmbH, Dueren
RNasin® RNase Inhibitor (40 U/uL) Promega, Mannheim

Zufallsprimer (500 pg/mL) BioTEZ GmbH, Berlin

DNase = Desoxyribonuklease, dNTP = Desoxynukleosidtriphosphat, M-MLV = modifizierte Variante der reversen
Transkriptase aus murinen Leukamieviren, PCR = Polymerasekettenreaktion, gPCR = quantitative Echtzeit-PCR,

RNase = Ribonuklease
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Tabelle 9: Sequenzen der synthetisch hergestellten Oligonukleotide

Gen Oligonukleotidsequenz 5’-3’ Genbanksequenz

Cnp vorwarts AGCAGGAGGTGGTGAAGAGA NM_001146318.1
rickwarts GATGGCTTGTCCAGATCA
Sonde TTTGTGACACCCAAGACAGC

Gcle vorwarts GTGGAGGCCAATATGAGGAA NM_010295.2
rickwarts CTGGGTTGGGTCTGTGTTCT
Sonde AGGCTCTCTGCACCATCACT

Hprt vorwarts TGCTGACCTGCTGGATTACATT NM_013556.2
rickwarts TCCCCCGTTGACTGATCATT
Sonde TCAGACTGAAGAGCTACTG

lgf1 vorwarts GCTGGTGGATGCTCTTCAGTT NM_010512.5
rickwarts AGGTGCCCTCCGAATGCT
Sonde detektiert mit SYBR™ Green

Inos vorwarts CATCGACCCGTCCACAGTATG NM_001313922.1
rickwarts GAAATCCGATGTGGCCTTGT
Sonde CAGTGGAGAGATTTTGCATG

Mhc-11 vorwarts CATCAAGGCCGACCACATG NM_008206.2
rickwarts TCCCCGTCAAATTCGTGTGT
Sonde CTTCTACCAATCTTACGACGCT

Olig2 vorwarts ATCTTCCTCCAGCACCTCCT NM_016967.2
rickwarts GGGCTCAGTCATCTGCTTCT
Sonde CCACGTCTTCCACCAAGAAA

Sod? vorwarts CCGAGGAGAAGTACCACGAG NM_013671.3
rickwarts ATATGTCCCCCACCATTGAA
Sonde ACAACTCAGGTCGCTCTTCAG

Cnp = 2’,3-zyklische Nukleotid 3’ Phosphodiesterase; Gclc = Glutamat-Cystein-Ligase katalytische Untereinheit;
Hprt = Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase; /gf7 = Insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1; /nos = In-
duzierbare Stickoxidsynthase; Mhc-// = Haupthistokompatibilitdtskomplex 1l; O/jg2 = Oligodendrozyten-Tran-
skriptionsfaktor 2; Sod2= Superoxid-Dismutase 2

Alle Primer wurden von der BioTez Berlin GmbH, Berlin, synthetisiert.
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2.1.5 Gerate und Softwareprogramme

Fur die Datenerhebung und -auswertung wurden verschiedene Gerate und Softwarepro-

gramme eingesetzt, die in Tabelle 10 aufgelistet sind.

Tabelle 10: Gerate und Softwareprogramme

Art / Zweck Spezifikation Hersteller
Agarosegel-Detektor | UVsolo Biometra, Géttingen
Bildbearbeitungssoft- | ImagedJ bundled with 64-bit National Institutes of Health, Be-
ware Java 1.8.0_172 thesda, Maryland, USA
Adobe® Photoshop CS6 Ex- Adobe® Systems Incorporated,
tended Version 13.0 San José, USA
Bildverarbeitungs- BZll-Analyzer Software Keyence Deutschland GmbH,
software Neu-Isenburg
Fluoreszenzmikro- Keyence Biorevo BZ-9000 Keyence Deutschland GmbH,
skop Generation |l Neu-Isenburg
Grafikdesign Adobe?® lllustrator CC Adobe® Systems Incorporated,
San José, USA
Magnetrihrer MR3003 Heidolph Instruments, Schwal-
bach
Mikrowelle Bosch
Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer  Kisker Biotech, Steinfurt
Office-Anwendungen | Microsoft Office 2016, 2019 Microsoft, Redmond, WA, USA
Paraffinstreckbad MEDAX GmbH & Co.KG, Neumii-
nster
PCR Gerat StepOnePlus™ real-time Applied Biosystems, Life Technol-
PCR System ogies, Carlsbad, USA
PCR Software StepOne™/StepOnePlus™ Applied Biosystems, Life Technol-
Software v2.1 ogies, Carlsbad, USA
Pipetten Mechanische und elektrische Eppendorf, Hamburg
Luftpolsterpipetten
Schneidegeréat Mikrotom Leica® SM2000 R Leica® Microsystems GmbH,
Wetzlar
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Statistiksoftware GraphPad PRISM™ Version GraphPad Software, La Jolla,
5.0 USA

Thermocycler Mastercycler Eppendorf, Hamburg

Western-Blot Analyse | Image Lab Software Bio-Rad Laboratories GmbH,

Feldkirchen

Western-Blot ChemiDoc Imaging System Bio-Rad Laboratories GmbH,

Auslesung Feldkirchen

Western-Blot el- PS2A200 High Current Power Hoefer, Holliston, USA

ektrisches Feld Supply

Western-Blot Laufkammer Bio-Rad Laboratories GmbH,

Laufkammer Feldkirchen

Western-Blot Transfer | Transblot-Turbo-Transfer- Bio-Rad Laboratories GmbH,
System Feldkirchen

Vortex Vortex Genie 2 VWR, Darmstadt

Zentrifugen Megafuge 1.0 R Heraeus Sepatech, Hanau
Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg

PCR = Polymerasekettenreaktion

2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuchsmodell

Fur die experimentelle Arbeit wurden mannliche, neugeborene Mause der Mauslinie OF 1
von Charles River (Charles River, Frankreich) genutzt. Die Tiere wurden nach den Richt-
linien der Home Office Animals (Scientific procedures) Act (UK, 1986), den Institutions-
guidelines des /nstitut national de la santé et de la recherche médicale (INSERM) und
den Richtlinien der Europaischen Union 2010/63/EU (#9286-2016090617132750) be-
handelt. Alle Tierversuche wurden in den Partnerinstitutionen in Paris und London durch-
gefuhrt, dementsprechend wurden die Ethikantrage zu den Tierversuchen von der Ethik-
kommission des INSERM des Hdpital Debré in Paris, Frankreich genehmigt (Genehmi-

gungsnummern: 2012-15/676-0079 und 2012-15/676-0083).
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In friheren Publikationen zu diesem bereits etablierten Tierversuchsmodell des INSERM
in Paris konnte gezeigt werden, dass vor allem die mannlichen Tiere nach Behandlung
mit IL-1B im Grofhirn unter oligodendrozytaren Proliferationsdefiziten sowie Myelinisie-
rungsstérungen litten8?, dies entspricht der klinischen Beobachtung, dass mannliche
Frihgeborene ein tendenziell schlechteres neurologisches Outcome haben®. Dement-
sprechend wurden flr diese Studie ebenfalls nur mannliche Tiere untersucht.

In diesem experimentellen Setup wurden zwei Versuchsgruppen gebildet, in die die neu-
geborenen Mause randomisiert wurden. Eine Kontrollgruppe erhielt 5 ul Phosphat-gepuf-
ferte physiologische Kochsalzlésung (PBS) zweimal taglich fir die ersten vier Lebenstage
(P1-4) und einmal am flnften Lebenstag (P5) intraperitoneal injiziert. Die beiden Ver-
suchsgruppen erhielten rekombinantes Maus-IL-13 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
in einer Dosis von 10 pg/kg/Injektion geldst in 5 ul PBS nach demselben Schema wie die
Kontrollgruppe. Eine der beiden Versuchsgruppen erhielt zusatzlich Bromo-Desoxyuridin
(BrdU, BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) in einer Dosis von 10 mg/kg pro Tag
an Lebenstag 1 bis 4 sowie 5-Ethynyl-2‘-Deoxyuridin (EdU, BD Biosciences, San Jose,
Kalifornien, USA) in einer Dosis von 50 mg/kg pro Tag an Lebenstag 5 flr genauere
Proliferationsanalysen der untersuchten Zelllinien.

Die ersten flUnf Lebenstage der neugeborenen Maus entsprechen vom neurologischen
Entwicklungszustand her, wie bereits in der Einleitung beschrieben, am ehesten einem
menschlichen Frihgeborenen von 23-32 Schwangerschaftswochen. Dementsprechend
wurde der Injektionszeitraum gewahlt.

Wahrend des Tierversuchszeitraums wurden die Vitalparameter der Tiere regelmafdig
Uberprift. Dies beinhaltete tagliches Wiegen, Messen der Kérpertemperatur (interska-
pular), Messen der Hirntemperatur, Aufzeichnung der Atemparameter mittels Plethysmo-

graphie, Elektrokardiographie sowie Blutgasanalysen.
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Abbildung 6 gibt einen Uberblick {iber den Versuchsablauf. Mit Pfeilen sind die Injekti-
onstage der verwendeten Substanzen gekennzeichnet. Die Kreuze markieren die Zeit-
punkte der Toétungen fur immunhistochemische Farbungen, Western-Blots und Genex-

pressions-Analysen.

Interleukin-13 / PBS

P1 P2 P3 P4 P5 P10 P45 P60 P150
IHC X X X
WB X X
PCR X X

Interleukin-13 / PBS

BrdU EdU

P1 P2 P3 P4 P5 P10 P45 P60 P150

IHC X X X

Abbildung 6: Tierversuchsmodell

A: Mausen wurde IL-18 zweimal taglich fiir 4 Tage und einmal téglich an Tag 5 intraperitoneal verabreicht. Die Kon-
troligruppe erhielt zu denselben Zeitpunkten PBS. Analysen fanden zu verschiedenen Zeitpunkten statt. B: Mausen
wurde wie in A IL-1 bzw. PBS verabreicht. Zusatzlich wurde BrdU bzw. EdU intraperitoneal injiziert.

BrdU = Bromo-Desoxyuridin, EdU = 5-Ethynyl-2‘-Deoxyuridin, IHC = Immunhistochemie, WB = Western-Blot,

PCR = Polymerasekettenreaktion, PBS = phosphat-gepufferte Salzlésung, P = Lebenstag

2.2.2 Gewebeaufbereitung

Totungen der Tiere sowie Enthahmen der Gehirne fanden zu den Zeitpunkten P3, P5,
P10, P45, P60 und P150 (siehe Abb. 6) statt. Hierdurch wurden alle Zeitpunkte vom Neu-
geborenenalter bis zum spaten Erwachsenenalter der Maus abgebildet. Fir die moleku-
larbiologischen Analysen (Western-Blotting, Polymerasekettenreaktion) wurden die
Kleinhirne abgetrennt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur Ana-
lyse verwahrt. Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden die Tiere nach der To-
tung mit 0.1 M PBS und anschlieRend 4 % Paraformaldehyd transkardial perfundiert, es
schloss sich die Organentnahme an. Der Transport nach Berlin erfolgte je nach Folgeana-

lyse tiefgefroren beziehungsweise in PBS.
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2.2.3 Western-Blotting

Schockgefrorene ganze Kleinhirne wurden in Radioimmunprazipitationsassaypuffer
(RIPA Puffer) mit Ethylendiamintetraeacetat(EDTA)-freien Protease-Inhibitor-Tabletten
homogenisiert. Diese Mischung wurde bei 13.000 G und 4 °C fur 20 min zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand abgenommen. Die Proteinkonzentration wurde mittels 5/-
cinchoninic Acid Protein Assay Kit bestimmt. Proteinextraktaliquots (20 ug pro Tasche)
wurden in Laemmli-Puffer (Laemmli Sample Puffer, Bio-Rad) denaturiert (jede Probe fir
5 min bei 95 °C) und anschliellend auf Eis geklhlt. Nach einer elektrophoretischen Pro-
teinauftrennung (Spannung von 120 V, Laufzeit 90 min) nach ihrer Gré3e auf 12 % Mini-
PROTEAN TGX precast Gels wurden die Proteine direkt auf Nitrozellulosemembranen
(0.2 um PorengrofRe) mittels einer halbtrockenen Elektrotransfereinheit (Trans-Blot Turbo
Transfer System, Bio-Rad) bei 15 V innerhalb von 5 min transferiert. Eine gleichmafige
Proteinbeladung wurde mit einer Farbung mittels Ponceau S Lésung Uberprift.

Die Membranen wurden mit der beschriebenen Blockierungslésung fur Western-Blotting
(siehe Tab. 3) fur eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, bevor sie iber Nacht bei
4 °C mit den entsprechenden Antikorpern nach Tabelle 4 inkubiert wurden.

Nach dreimaligem Waschen fur je 5 min in PBS wurden als entsprechende Sekundaran-
tikdrper horseradish peroxidase-linked polyclonal goat anti-rabbit und polyclonal rabbit
anti-mouse (siehe Tab. 5) verwendet. Die positiven Signale wurden mittels verstarkter
Chemolumineszenz detektiert und mittels ChemiDoc XRS+ System sowie der Image Lab
Software quantifiziert. Alle Expressionswerte wurden auf die Signalstarke des Referenz-
proteins R-Actin normalisiert, um eine etwaige Ungleichheit der Proteinkonzentrationen
zwischen den einzelnen Proben auszugleichen.

Die Western-Blots erfolgten in Zusammenarbeit mit Frau Ruth Herrmann (TA).
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2.2.4 Histologische Farbungen und Fluoreszenzmikroskopie

Nach Ankunft im Forschungshaus der Charité Virchow Klinikum wurden die Kleinhirne in
einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert, in Paraffin eingebettet, mittels Mikrotom in
sagittale Schnitte von 10 um Dicke geschnitten und auf Super Frost plus™-beschichtete
Objekttrager transferiert. Die Paraffineinbettung und das Schneiden der Kleinhirne erfolg-
ten durch Frau Evelyn Strauf (TA).

Anschlieend erfolgten die immunhistochemischen Farbungen zur Detektion zellspezifi-
scher Antigene mittels Primar- und Sekundarantikorper. Die Sekundarantikdrper sind mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die sich unter einem Fluoreszenzmikroskop analysieren
lassen.

Die Deparaffinierung vor den immunhistochemischen Farbungen erfolgte mittels Rof®-
Histol-L6sung zweimal hintereinander fur 10 Minuten, anschlieRend erfolgte die Rehy-
dratation der Schnitte mittels absteigender Ethanolreihe (100 %, 90 %, 80 %, 70 %, 3 min
pro Alkoholbad) und zum Schluss destilliertem Wasser (3 min im Wasserbad).

Nach der Deparaffinierung wurden die Schnitte flir 10 min bei 600 W in Citratpuffer (pH
6.0) in der Mikrowelle zur Antigendemaskierung erhitzt. Farbungen mit BrdU erforderten
eine zusatzliche Denaturierung mittels Salzsaure (2N HCI, 200 uL pro Objekttrager) fur
20 min und die anschlieRende Neutralisierung mittels eines Boratpuffers. Nach dem Ab-
kihlen der Schnitte erfolgte die Waschung mittels PBS (dreimal fir je 5 min) und die
Blockierung mittels Blockierldsung | (siehe Tab. 3; fur die Farbungen OIlig2/PCNA,
Olig2/Casp3, Olig2/BrdU, Iba1/BrdU, Olig1/CC1 und CD3) oder Blockierlésung Il (siehe
Tab. 3, fir die Farbungen Iba1/0Olig2, Iba1/PCNA, MAG und MOG). Primarantikérper
(siehe Tab. 6) wurden in DAKO Antibody Diluentgeldst und mit je 150 uL pro Objekttrager
fur 24-48 h bei 4 °C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS wurde ein
Sekundarantikdrper nach Tabelle 7 1:200 verdinnt und fur eine Stunde bei Raumtempe-

ratur inkubiert. Im Falle der Farbung mit dem CD3-Antikorper war kein Sekundarantikor-
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per notwendig, da der Primarantikérper bereits mit einem fluoreszierenden Farbstoff mar-
kiert war. Eine Zellkernfarbung mittels DAPI wurde abschlielend angeschlossen. Zuletzt
wurden die Objekttrager mit Einschlussmittel (Vectashield HardSet Mounting Media) ein-
gedeckelt.

Die fluoreszenzgefarbten Schnitte wurden mit dem Keyence BZ-900 Mikroskop bei 20-
40-facher VergrofRerung, je nach Alter und dementsprechend Kleinhirngréf3e der Ver-
suchstiere, angesehen. Von den einzelnen Ausschnitten wurden konfokale Z-Stacks er-
stellt und mittels BZ//-Analyzer Software fusioniert. Pro Versuchstier und untersuchtem
Bereich wurden drei Fotos erstellt. Nach minimaler Manipulation von Kontrasten zur Er-
leichterung der Zellzéhlung mittels Adobe® Photoshop CS6 Extended Version 13.0 wur-
den die angefarbten Zellen im in Abbildung 7 markierten Areal verblindet gezahlt. Es
wurde standardméRig der Ubergang zwischen Lobuli und Kernbereich des Kleinhirns
ausgewahlt, nur bei Bergmann-Glia wurde der Kortexrand analysiert (siehe Abb. 7). In
der Analyse der CD3-Farbungen wurde das gesamte Praparat beurteilt. Fur die statisti-
sche Auswertung wurden die Zahlenmittelwerte der drei Fotos pro Versuchstier genutzt.
Pixelintensitdtsmessungen wurden verblindet an fest groRendefinierten Kortexausschnit-
ten ohne Manipulation von Kontrast oder Intensitat mit der Software /mageJ vorgenom-

men.

Abbildung 7: Untersuchte Areale in den immunhistochemischen Farbungen

Ubersichtsaufnahmen von Kleinhirnen zu den Zeitpunkten P3 (links) und P5 (rechts). Links: Standardareal des Lobuli-

Kortexiiberganges. Rechts: Kortexausschnitt der Bergmann-Glia-Farbungen.
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2.2.5 RNA-Isolation und Reverse Transkription

Aus schockgefrorenen ganzen Kleinhirnen wurde mittels saurer Phenol/Chloroform-Ex-
traktion Ribonukleinsdure (RNA) isoliert. Nach Zugabe von 800 pL peqGOLD RNApure
(PEQLAB, Erlangen, Germany), Homogenisierung und Zugabe von 160 pyL Chloroform
inkubierten die Kleinhirne fur 5 min auf Eis, bevor sie fur 7 min bei 12000 G und 4 °C
zentrifugiert wurden. Die ausgefallene RNA wurde abpipettiert und gefallt, nachdem
Ispopropranolol im Volumenverhaltnis von 1:1 (4 °C, fir 10 min) zugegeben wurde, und
fur 30 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach Waschen in eiskaltem 75 %
Ethanol wurden die RNA-Pellets mit Nuklease-freiem Wasser resuspendiert. Mithilfe des
Nanodrop (ND 1000 Spectrophotometer, Kisker Biotech) wurde anschlieRend die RNA-
Konzentration bestimmt und die RNA bis zur Reversen Transkription bei -80 °C gelagert.
2 pg der RNA wurden revers transkribiert. Hierzu wurde zu der RNA 1 yL Zufallsprimer
(bestehend aus je sechs Nukleotiden, Konzentration von 500 ug/mL) gegeben und mit
Nuklease-freiem Wasser auf insgesamt 23.5 pL aufgefullt. Anschlie3end erfolgte die De-
naturierung der RNA bei 70 °C fur 10 min im 7hermocycler (Mastercycler, Eppendorf).
Nach der Denaturierung lagern sich die hinzugefuigten Zufallsprimer an die RNA-Strange
wahrend dem HerunterkUhlen auf 4 °C fur 3 min an. Anschlie3end wurde 11.5 yL Mas-
termix hinzugefugt. Dieser Mastermix enthielt folgende Bestandteile:
¢ DNase (Konzentration von 2 U/pL, hiervon 2 uL entsprechend 4 U): verdaut etwa-
ige noch Ubrige genomische Desoxyibonukleinsdure (DNA) zur Dekontamination
der RNA
¢ RNasin RNase-Inhibitor (Konzentration von 40 U/uL, hiervon 0.5 uL entsprechend
20 U): zum Schutz vor etwaigen vorhandenen RNasen
e M-MLV Reverse Transkriptase Reaktionspuffer (7 pL): Reaktionspuffer der Rever-

sen Transkriptase
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e M-MLV Reverse Transkriptase (Konzentration von 200 U/uL, hiervon 1 pL entspre-
chend 200 U): modifizierte Variante der Reversen Transkriptase aus murinen Leu-
kamieviren, die an den zugegebenen Primen bindet und den zur RNA komplemen-
taren DNA-Strang synthetisiert

e dNTPs (Konzentration von 10 mM, hiervon 1 yL entsprechend 0.3 mM): Des-
oxynukleotidtriphosphate, die zur DNA-Synthese nétig sind

Nach der oben beschriebenen Denaturierung und Abkuhlung erfolgte die DNase-Be-
handlung im Thermocycler bei 37 °C fur 30 min, diese wurde anschliefend bei 75 °C fur
5 min deaktiviert. Die Umschreibung der RNA in DNA erfolgte weiterhin im Thermocycler
bei 42 °C flr eine Stunde. Zuletzt wurden alle Enzyme bei 95 °C fur 5 min deaktiviert.
Die komplementare DNA (cDNA) wurde portionsweise bei -20 °C eingefroren und bis zur
eigentlichen Polymerasekettenreaktion gelagert.

Die RNA-Isolation und Reverse Transkription erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Ruth

Herrmann (TA).

2.2.6 Polymerasekettenreaktion

Zum Ausschluss einer DNA-Kontamination wurde zunachst eine Polymerasekettenreak-
tion (PCR) mit anschlieRender Gelelektrophorese des Kontrollgens B-Actin durchgefiihrt.
Die hierfur gewahlten Primer binden in zwei unterschiedlichen Exons. Die mittels Gel-
elektrophorese aufgetrennten PCR-Produkte zeigen ein spezifisches Bandenmuster im
1% Agarosegel. Eine Kontamination mit genomischer DNA konnte so ausgeschlossen
werden.

Die Echtzeit-Quantifizierung der PCR Produkte von Olig2, Cnp, Inos, Mhc-Il, Sod2, Gclc
und Ccnd2 wurde mit fluoreszenzfarbgelabelten Oligonukleotidsonden oder SYBR™
Green durchgefuhrt. Die entsprechenden Gensequenzen kdnnen Tabelle 9 enthommen
werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe der Sonden (5'-Ende mit 6-Carboxyfluorescein und 3'-

Ende mit 6-Carboxytetramethylrhodamin) sind ab einem bestimmten Schwellenwert in
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Echtzeit quantifizierbar. SYBR™ Green funktioniert nach einem &ahnlichen Prinzip, ist
aber keine Sonde, sondern ein DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der ab einer
bestimmten Einbaumenge ein registrierbares Fluoreszenzsignal abgibt. Zu dem Zeit-
punkt, zu dem das Fluoreszenzsignal detektiert wurde, wurde die Anzahl der bis dahin
durchgefuhrten Amplifikationszyklen abgelesen und daraus die Ausgangsmenge des un-
tersuchten Gens abgeleitet. Um sicherzustellen, dass die Reverse Transkription oder
PCR nicht unterschiedlich effizient durchgefuhrt wurde oder die RNA-Menge abweichend
war, wurden alle Ergebnisse in Referenz zu einem internen Haushaltsgen, in diesem Fall
Hprt, gesetzt. Alle PCR-Proben wurden dreifach angesetzt und fur die Expressionsana-
lyse der Mittelwert bestimmt.

Der Reaktionsansatz bestand fur die sondengesteuerte QPCR aus 5 yL gPCRB/O Probe
Mix High ROX (Thermo Fisher Scientific), 2.5 yL (1.25 yM) Oligonukleotid Primer-Mix,
0.5 uL (0.2 yM) Sonde (BioTeZ, Berlin), und 3 yL cDNA (1:10 verdunnt) pro Ansatz. Fir
die SYBR™ Green PCR bestand der Ansatz aus 5 uyL gPCRBIO SYGreen Mix High ROX
(Thermo Fisher Scientific), 2.5 pl (1.25 pM) Oligonukleotid Primermix und 3 pL cDNA
(1:10 verdunnt). Insgesamt wurden somit je 8 yL Mastermix und 3 pL cDNA in Triplikaten
in die Reaktionsplatten pipettiert. 96-well Reaktionsplatten wurden zunachst bei maxima-
ler Umdrehungszahl flr 2 min zentrifugiert und anschlieRend 2 min bei 50 °C erhitzt, in
dieser Zeit arbeitet die Uracil-N-Glycosidase und beseitigt Verunreinigungen. Danach
wurden die Platten fur 3 min bei 95 °C zur initialen Denaturierung und Aktivierung der
DNA-Polymerase erhitzt. SchlieRlich wurden die Proben zur Amplifikation fur 40 Zyklen
jeweils fur 15 Sekunden bei 95 °C erhitzt und dann jeweils flr 1 min bei 60 °C erhitzt. Die
Analyse der Expressionsprofile erfolgte mittels des StepOnePlus™ real-time PCR Syste-

mes unter der Verwendung der 2-2ACT-Methode nach Livak und Schmittgen94.
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2.2.7 Statistik

Alle quantitativen Daten sind in den Abbildungen dargestellt als Boxplots mit Median,
Minimum, Maximum, oberem und unterem Quartil flr jede Interventionsgruppe. Im Text
sind die Daten auf zwei Nachkommastellen gerundet als Median + Standardfehler (SEM)
dargestellt. Die statistischen Daten wurden mittels GraphPad PRISM™ erhoben. Zu-
nachst wurde fur jede Subgruppe ein Ausreil’ertest nach Grubb’s durchgefihrt und etwa-
ige Ausreiller aus den weiteren Analysen entfernt. Anschlie3end wurde mittels Ko/mo-
gorov-Smirnov-Tests Uberpruft, ob die erhobenen Daten normalverteilt sind und dement-
sprechend entweder ein 7-7est (fir normalverteilte Stichproben) oder ein nonparametri-
scher Mann-Whitney-U Test (fur nicht-normalverteilte Stichproben) angeschlossen. Ein

p-Wert von <0.05 wurde als signifikant betrachtet (* = <0.05; ** = <0.01; *** = <0.001).

Alle Daten

l

Ausreillertest
(Grubb’s Test)

Ausschluss der
AusreilRer

Test auf Normalverteilung
(Kolmogorov-Smirnov-Test)

T

p<0.05 oder n<5 p=0.05

| |

Mann-Whitney-U-Test Student‘scher T-Test

Abbildung 8: Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse
Alle Datenséatze wurden auf AusreiRer gepriift. AnschlieRend wurde auf Normalverteilung getestet. Bei normalverteilten
Stichproben wurde ein 7-Tesf angewendet, bei nicht-normalverteilen Stichproben ein nonparametrischer Mann-Whit-

ney U Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Oligodendrogliale Proliferation und Reifung durch Inflammation inhibiert

Im unreifen Kleinhirn ist das schnelle Volumenwachstum zu grof3en Teilen durch die hohe
Proliferationsaktivitat von oligodendroglialen Progenitorzellen (OPC) bedingt, erst im spa-
teren Verlauf reifen diese Vorlauferzellen, wie in der Einleitung beschrieben, zu Oli-

godendroglia aus?5:95.96,

3.1.1 Proliferationsdefizite von Oligodendrozyten

Um die Anzahl und Proliferationsrate der oligodendroglialen Zelllinie zu bestimmen, wur-
den immunhistochemische Farbungen mit dem Oligodendrozyten Transkriptionsfaktor 2
(Olig2) durchgeflhrt. Olig2 ist ein Transkriptionsfaktor, der zu beinahe allen Stadien der
oligodendroglialen Zelllinie exprimiert wird®”. Zur Messung der Proliferationsaktivitat
wurde diese Farbung um Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) in der Tierkohorte,
die nur IL-1B erhalten hat, beziehungsweise BrdU in der Tierkohorte, die postnatal BrdU
erhalten hat, erganzt. Als Zellkernmarker wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zur
Bestimmung der Gesamtzellzahlen genutzt.

Zunachst wurde die Reduktion der proliferierenden Olig2+ PCNA+ Oligodendrozytenvor-
l&uferzellen zu den frihen Zeitpunkten Lebenstag 3 und 5 betrachtet. Bereits am dritten
Lebenstag zeigte sich eine sichtbare Reduktion der absoluten Zahlen proliferierender
OPCs in der Versuchsgruppe, die bedingt durch die hohe Variabilitat in der Kontroll-
gruppe knapp nicht signifikant war (PBS: 42.70 +6.53 Zellen / Areal vs. IL-1[:
31.70 £ 1.76 Zellen / Areal; p=0.0995; n=5; Abb. 9B). Am 5. Lebenstag zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Anzahl proliferierender Zellen (PBS: 49.00 + 2.64 Zellen /
Areal vs. IL-1B: 24.50 + 2.33 Zellen / Areal; p<0.0001; n=8; Abb. 9B).

Der Anteil der proliferierenden OPCs an allen OPCs war am dritten (PBS: 68.25 + 2.49 %
vs. IL-1B: 56.13 £ 3.92 %; p=0.0442; n=5; Abb. 9C) sowie finften (PBS: 49.50 + 3.07 %
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vs. IL-1B: 31.90 + 2.98 %; p=0.0009; n=8; Abb. 9C) Lebenstag statistisch signifikant re-
duziert im Vergleich zur Kontrollgruppe, in der sich tiber 50% der Oligodendrozytenvor-
l&ufer teilten. Die Reduktion der proliferierenden Zellen verstarkte sich von Lebenstag 3
zu Lebenstag 5, mdglicherweise als Ausdruck einer Dynamik des antiproliferativen Effek-
tes der IL-1B-Injektionen.

Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurden weiterhin die Tiere untersucht, die an ihren
ersten Lebenstagen BrdU als ,falsches Nukleotid“ per intraperitonealer systemischer In-
jektion erhielten und dieses in proliferierende Zellen eingebaut haben. Diese Tiere wur-
den an Lebenstag 5 und Lebenstag 10 (nach funf Tagen Erholungsphase) getétet und
immunhistochemisch untersucht mittels Antikrpern gegen Olig2 und gegen BrdU. In ab-
soluten Zellzahlen wurde hier eine geringere, nicht signifikante Reduktion von proliferie-
renden Oligodendroglia sowohl am fiinften (PBS: 51.00 £ 7.63 Zellen / Areal vs. IL-1[3:
33.50 + 7.89 Zellen / Areal; p=0.4127; n=4-5; Abb. 9A, 9D) als auch am zehnten (PBS:
65.00 £ 8.50 Zellen / Areal vs. IL-13: 50.50 + 7.85 Zellen / Areal; p=0.5556; n=4-5; Abb.
9A, 9D) Lebenstag im Vergleich zur PCNA-Untersuchung gesehen, was auf die Akkumu-
lation von proliferierenden Zellen vom ersten Lebenstag an zurtckzufihren ist, wahrend
PCNA nur eine Momentaufnahme am Tag der Toétung bietet. In Relation zu allen Olig2
positiven Zellen bestatigte sich in der BrdU-Untersuchung ein reduzierter Anteil prolife-
rierender Zellen nach perinataler systemischer Inflammation sowohl am Ende der in-
flammatorischen Phase (P5 PBS: 45.94 £ 1.18 % vs. IL-1B: 41.35 £ 1.78 %; p=0.0286;
n=4; Abb. 9A, 9E) als auch prolongiert nach finf Tagen Erholungszeit (P10 PBS:
55.15 £ 2.39 % vs. IL-1B: 43.98 £ 2.12 %; p=0.0317; n=4-5; Abb. 9A, 9E).
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Abbildung 9: Proliferation von Oligodendroglia

A-E: Immunhistochemische Farbungen von Olig2 und BrdU (A, D, E) und Olig2 und PCNA (B, C) den Zeitpunkten P3,
P5 und P10. A: reprasentative Farbung des Kleinhirns zu den Zeitpunkten P5 und P10. Olig2 in griin, BrdU in rot. B,
C: Zellzahlen von Olig2 und PCNA ko-gefarbten Zellen mit hochsignifikanter Reduktion der Zellzahl zum Zeitpunkt P5
(p<0.001). Anteil ko-gefarbter Zellen an allen Olig2+ Zellen war zu den Zeitpunkten P3 (p=0.0442) und P5 (p=0.0009)
signifikant reduziert. (P3 n=5; P5 n=8). D, E: Zellzahlen von Olig2 und BrdU ko-geférbten Zellen mit signifikanter Re-
duktion der proliferierenden Olig2 positiven Oligodendroglia zu den Zeitpunkten P5 (p= 0.0286) und P10 (p=0.0317)
(P5 n=5, P10 n=4-5; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)
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3.1.2 Reifung der Oligodendroglia des Kleinhirns verzogert

Mittels einer Ko-Farbung des Oligodendrozyten-Transkriptionsfaktors 1 (Olig1) und dem
Marker fur myelinbildende und pra-myelinbildende Oligodendrozyten, CC1, wurde der
Anteil gereifter Oligodendrozyten an allen oligodendrozytaren Zellen bestimmt. Wahrend
in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt P10 die grol3e Mehrheit der Olig1 positiven Zellen
den Reifemarker CC1 exprimierte, war dies in der Gruppe der Mause, die IL-13 ausge-
setzt waren nur etwa die Halfte (PBS: 82.46 £+ 2.14 % vs. IL-1B: 56.67 + 3.86 %;
p=0.0007; n=5; Abb. 10A, 10B). Diese Beobachtung war statistisch hoch signifikant. In
absoluten Zahlen ausgedrickt, exprimierten nur halb so viele Zellen den Reifemarker
CC1 in inflammationsgeschadigten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS:
41.00 £ 3.91 Zellen / Areal vs. IL-1B3: 25.50 + 3.26 Zellen / Areal; p=0.0033; n=5; Abb.
10A, 10B). Es wurde ein Verlust oligodendroglialer Reifung und Differenzierung als Re-

aktion auf perinatale Inflammation geschlussfolgert.
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Abbildung 10: Reifung von Oligodendroglia

A: Immunhistochemische Farbungen von Olig1 (rot) und CC1 (griin). Einige kortikale Zellen exprimieren CC1, fir die
Auswertung wurden nur ko-gefarbte Zellen berlicksichtigt. B: Signifikant (p=0.0033) verminderte Expression von Zellen,
die sowohl CC1 als auch Olig1 exprimieren in der Versuchsgruppe. C: Hochsignifikant (p=0.007) verminderter Anteil
von Olig1+ Zellen, die den Reifungsmarker CC1 exprimieren. (P10 n=4-5; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001)
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3.1.3 Kein vermehrter Zelltod von Oligodendroglia nach Inflammation

Auf der Suche nach apoptotischen Oligodendroglia durch vermehrte Entziindung wurden
nur sehr geringe Anzahlen in Kontrolltieren als auch behandelten Mausen (mittels dem
Apoptosemarker Caspase 3, ko-gefarbt mit Olig2; siehe Abbildung 11) detektiert. Zum
Zeitpunkt P5 zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Da
es sich insgesamt aber um sehr wenige Zellen handelt (P3 PBS: 0.30 + 0.20 Zellen /
Areal vs. IL-1B3: 0.00 £ 0.07 Zellen / Areal; p=0.4444; n=5 | P5 PBS: 0.70 £ 0.21 Zellen /
Areal vs. IL-1B: 0.00 £ 0.00 Zellen / Areal; p=0.0286; n=4 | P10 PBS: 0.00 + 0.06 Zellen
/ Areal vs. IL-13: 0.00 £ 0.10 Zellen / Areal; p=0.9999; n=5 | Abb. 11A, 11B) und sie nur
einen Bruchteil der Olig2+ Oligodendroglia ausmachen (P3 PBS: 0.28 £ 0.27 % vs. IL-
18: 0.00 £ 0.11 %; p=0.3651; n=5 | P5 PBS: 0.70 £ 0.19 % vs. IL-1B: 0.00 £ 0.05 %;
p=0.0286; n=4 | P10 PBS: 0.00 * 0.03 % vs. IL-1B: 0.00 + 0.06 %; p=0.9999; n=5 | Abb.
11A, 11C) ist von keiner biologischen Relevanz auszugehen. Es bleibt die zentrale Aus-
sage festzuhalten, dass die Behandlung mit IL-18 zu keinem relevanten apoptotischen

Zelltod fahrt.
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Abbildung 11: Zelltod von Oligodendroglia
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A: Immunhistochemische Farbung von Olig2 (griin) und Casp3 (rot) zum exemplarischen Zeitpunkt P5. B: Nur we-
nige ko-gefarbte Zellen konnten insgesamt detektiert werden. C: Eine Reduktion der Casp3 und Olig2 ko-gefarbten
Zellen konnte bei P5 in der Versuchsgruppe festgestellt werden. (*P<0.05, P3 n=5, P5 n=4, P10 n=5)
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3.2 Myelinisierungsdefizite nach systemischer perinataler Inflammation

Die Hauptfunktion reifer Oligodendrozyten besteht in der Myelinisierung von Axonen
durch die Bildung von mehrlagigen konzentrischen Myelinscheiden?s. Hierdurch wird eine
schnelle, saltatorische Weiterleitung von Aktionspotenzialen entlang der Axone gewahr-
leistet.

Um herauszufinden, ob auch die Funktion der weniger proliferierenden und verzdgert
reifenden Oligodendrozyten gestort ist, wurden die Mengen der produzierten Myelinpro-
teine mittels Western-Blotting untersucht und die Struktur mittels immunhistochemischer

Farbungen beurteilt.

3.2.1 Proteine der weillen Substanz transient reduziert mit sichtbaren Strukturdefiziten

Mittels immunhistochemischer Farbungen und Western-Blotting wurden Myelinproteine
zu den Zeitpunkten P10 und P60 untersucht. Zum Zeitpunkt P10 wurde eine signifikant
reduzierte Menge des Proteins MAG in den IL-13 exponierten Tieren im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtet. Zum Zeitpunkt P60 schien sich die Proteinsynthese dieses
Myelinbestandteils erholt zu haben und entsprach dem Niveau von Kontrolltieren (P10
PBS: 1.00 £ 0.10 vs. IL-13: 0.47 £ 0.08; p=0.0065; n=5 | P60 PBS: 0.88 + 0.12 vs. IL-18:
1.05 £ 0.03; p=0.6635; n=5 | Abb. 12B, 12C). Dennoch wurde in den immunhistochemi-
schen Farbungen eine Veranderung der Gewebsintegritat gesehen, moglicherweise be-
dingt durch den insgesamt veranderten zeitlichen Ablauf der MAG-Synthese nach dem
inflammatorischen Stimulus, die nicht der gleichen Qualitat entspricht wie nach physiolo-
gischem Ablauf (Abb. 12A).

Die Myelinkomponenten MOG und PLP zeigten sich im Western-Blotting nicht beein-
trachtigt (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 12: Myelinisierung nach systemischer Inflammation

A: Reprasentatives Bild der immunhistochemischen Farbung des Myelin-assoziierten Glykoproteines (MAG). Sichtbare
Strukturverdnderungen, das Gewebe scheint fragiler nach perinataler Inflammation. B, C: Western-Blot von MAG.
B: MAG/B-Actin normalisiert auf Kontrolllevel, signifikante (p=0.0065) Reduktion von MAG um etwa 50 % in IL-1pB-
behandelten Mausen bei P10 mit Erholung zum Zeitpunkt P60 (n=6). C: Reprasentative Western-Blot Proteinbanden

der Kontroll- sowie Interventionsgruppe. (**p<0.01)
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3.2.2 Genexpression der Myelinisierungsmarker unverandert

Mittels Polymerasekettenreaktion wurde die Genexpression von O/jg2und Cnp als Mar-
ker der myelinisierenden Zellen und spezifischen Myelinbestandteil zu den Zeitpunkten
P5 und P10 untersucht. Es lieRen sich keine Unterschiede zwischen den Versuchsgrup-
pen feststellen. Sowohl bei O/ig2 zu den Zeitpunkten P5 (PBS: 94.67 + 13.45 % vs. IL-
1B: 100.90 £ 5.92 %; p=0.9222; n=5-6; Abb. 13A) und P10 (PBS: 86.52 + 16.75 % vs. IL-
1B: 91.92 £ 9.17 %; p=0.9164 n=4-5; Abb. 13A) als auch bei Cnp zu den Zeitpunkten P5
(PBS: 100.00 + 12.53 % vs. IL-1B: 81.79 + 21.51 %; p=0.9895; n=6; Abb. 13B) und P10
(PBS: 107.10 £ 11.29 % vs. IL-1: 132.90 £ 18.62 %; p=0.3871; n=4-5; Abb. 13B) waren
jeweils ahnliche Mengen der RNA vorhanden. Abbildung 13 veranschaulicht die Ver-

suchsergebnisse.
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Abbildung 13: Genexpression von Myelinisierungsmarkern
Darstellung in Prozent des Haushaltsgens Hprt (siehe Kapitel 2.2.6). A: PCR Quantifizierung des Genproduktes von
Olig2. Keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen (P5 p=0.9222; P10 p=0-9164). B: PCR Quantifizierung des
Genproduktes von Cnp, hier ebenfalls kein Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (P5 p=0.9895, P10 p=0.3871).
(P5 n=5-6; P10 n=4-5)
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3.3 Mikroglidre Veranderungen

3.3.1 Persistierende mikrogliare Antwort im unreifen Kleinhirn

Auf der Suche nach mdglichen Ursachen flr die Veranderungen in Proliferation und Rei-
fung von Oligodendroglia wurden Mikroglia untersucht. Mikroglia produzieren Faktoren,
die essenziell sind fiir das Uberleben, Ausdifferenzieren und die Proliferation von Oli-
godendroglia®. Verschiedene inflammatorische Antworten und Subtypen von Mikroglia
beeinflussen diese Zellen weiterhin.

Es wurden Iba1+ Mikroglia wahrend der Applikation des inflammatorischen Stimulus (P3,
P5) als auch danach zum Zeitpunkt P10, im jugendlichen Alter von P45 und Erwachse-
nenalter von P150 untersucht. In den Kontrolltieren nahm die Dichte von Mikroglia bis
zum 10. Lebenstag langsam zu und anschlie3end stetig ab bis zum Erwachsenenalter.
In IL-1B exponierten Mausen waren die absoluten Zellzahlen von Mikroglia zu den Zeit-
punkten P3, P5 und P45 signifikant hoher (P3 PBS: 13.67 £ 3.19 Zellen / Areal vs. IL-1:
20.00 £ 2.46 Zellen / Areal; p=0.1667; n=5 | P5 PBS: 18.00 + 1.61 Zellen / Areal vs. IL-
1B: 27.50 + 1.88 Zellen / Areal; p=0.0159; n=4-5 | P10 PBS: 34.00 £ 3.41 Zellen / Areal
vs. IL-1B: 37.50 + 2.37 Zellen / Areal; p=0.0952; n=4-5 | P45 PBS: 14.00 = 0.95 Zellen /
Areal vs. IL-1B: 24.00 £ 2.35 Zellen / Areal; p=0.0048; n=5 | Abb. 14A, 14B). Erst im spa-
ten Erwachsenenalter von 150 Lebenstagen normalisierten sich die Zellzahlen wieder auf
ein niedriges Niveau in beiden Versuchsgruppen (PBS: 7.00 £ 1.02 Zellen / Areal vs. IL-
1B: 9.10 £ 1.31 Zellen / Areal; p=0.4566; n=6 | Abb. 14A, 14B).
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Abbildung 14: Anzahl von Mikroglia
Immunhistochemische Farbung des Mikroglia-Markers Iba1 in rot. A: reprasentative Fotos der Farbungen von Iba1 zu
den Zeitpunkten P3, P5, P10, P45 und P150 in Kontroll- und Versuchstieren mit persistierender Mikrogliose zu allen
Zeitpunkten. B: Zellzdhlungen der Iba1+ Zellen. Signifikante Reduktionen der Mikrogliazahlen zu den Zeitpunkten P5
(p=0.0159) und P45 (p=0.0048). (*p<0.05, **p<0.01; P3 n=5, P5 n=4-5, P10 n=4-5, P45 n=5, P150 n=6)

Da inflammatorische Reaktionen von Mikroglia charakteristischerweise mit erhéhter
Zellteilungsrate einhergehen, wurde die Anzahl proliferierender Mikroglia mittels immun-
histochemischer Farbungen von Iba1 gemeinsam mit BrdU in entsprechend vorbehan-
delten Mausen bestimmt. In den mit IL-1( stimulierten Tieren wurde eine signifikante
Zunahme der absoluten Zahlen proliferierender Mikroglia zu den Zeitpunkten P5, am
Ende der Behandlungsphase (PBS: 7.70 £ 1.01 Zellen / Areal vs. IL-183: 13.25 £ 2.21
Zellen / Areal; p=0.0317; n=4-5 | Abb. 15A, 15B), und P10, nach funf Tagen Erholungs-
zeit (PBS: 16.00 = 1.89 Zellen / Areal vs. IL-18: 23.35 + 2.06 Zellen / Areal; p=0.0159;
n=4-5 | Abb. 15A, 15B) mit Normalisierung zum Zeitpunkt P150 beobachtet (PBS:
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1.85 £ 0.90 Zellen / Areal vs. IL-1B: 1.85 £ 0.52 Zellen / Areal; p=0.9125; n=6 | Abb.
15A, 15B). Als Prozentsatz aller gezahlten Mikroglia war in der Interventionsgruppe
ebenso ein hdherer Anteil proliferierender Mikroglia zu den Zeitpunkten P5 und P10 zu
sehen, allerdings ohne statistische Signifikanz (P5 PBS: 39.19 + 2.77 % vs. IL-18:
47.97 + 5.18 %; p=0.2857; n=4-5 | P10 PBS: 47.82 + 0.30 % vs. IL-1B3: 59.75 £ 0.44 %;

p=0.0571; n=3-4 | P150 PBS: 26.00 + 10.87 % vs. IL-1B: 24.33 + 4.53 %; p=0.7726;
n=6 | Abb. 15A, 15C).
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Abbildung 15: Proliferation von Mikroglia
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Immunhistochemische Farbung von Iba1 und BrdU fir Proliferationsanalysen von Mikroglia. A: reprasentative Fotos
der Farbungen zu den Zeitpunkten P5 und P10. Iba1 in rot, BrdU in griin. B: Zellzahlen Iba1+ und BrdU+ Zellen,
signifikant mehr proliferierende Mikroglia zu den Zeitpunkten P5 (p=0.0317) und P10 (p= 0.0159). Normalisierung bei
P150. C: Anteil der proliferierenden Mikroglia an der Mikrogliagesamtzahl. (*p<0.05; P5 n=4-5, P10 n=4-5, p150 n=6)
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3.3.2 Keine Einwanderung von Immunzellen uber die Blut-Hirn-Schranke

Periphere, im Thymus gebildete Immunzellen, wie T-Lymphozyten und naturliche Killer-
zellen, tragen auf inrer Oberflache den Marker CD3. Dies unterscheidet sie von im Ge-
hirn gebildeten Mikroglia. Wenn also untersucht werden soll, ob periphere Immunzellen
im Rahmen einer systemischen Entzindungsreaktion uber eine potenziell gestorte Blut-
Hirn-Schranke ihren Weg ins Gehirn finden und dort falschlicherweise fur Mikroglia ge-
halten werden, lohnt sich eine Farbung des Oberflachenmarkers CD3. Zu den Zeitpunk-
ten P3, P5 und P10 fanden sich im gesamten Zerebellum nur eine bis zwei CD3+ Zellen
(siehe Abb. 16), unabhangig von der Versuchsgruppe. Es scheint also weder zu einer
relevanten Beeintrachtigung der Blut-Hirn-Schranke noch einer vermehrten Einwande-
rung peripherer Lymphozyten im Rahmen der systemischen Inflammation gekommen

ZuU sein.

A Kontrolle Interleukin-18

Abbildung 16: CD3+ Immunzellen im Kleinhirn

P3

P5

Immunhistochemische Farbung von CD3 in rot, zur besseren Veranschaulichung mit DAPI als Zellkernfarbung in

blau, zu den exemplarischen Zeitpunkten P3 und P5. Es ist nur eine bis zwei CD3+ Zellen pro Kleinhirn zu sehen.
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3.3.3 Morphologie: mehr aktivierte Mikroglia nach Inflammation

Mikroglia werden grob in drei verschiedene morphologische Subtypen eingeteilt mit ent-
sprechenden Funktionen: améboid, verzweigt und einen Ubergangstyp. Eine amdboide
Form tritt zu zwei vOllig verschiedenen Zeitpunkten in Erscheinung — im Fruhstadium der
Kleinhirndifferenzierung bei hoher Proliferationsrate den Hirnaufbau unterstitzend, und
wahrend pro-inflammatorischen Immunantworten (auch hier typischerweise stark prolife-
rierend)'00.101 " Sje sind charakterisiert durch einen runden Zellkérper mit nur kleinen
Pseudopodien (Abb. 17C). |hre Hauptfunktionen im sich entwickelnden Hirn sind Ge-
websdifferenzierung, Steuerung der Migration anderer Zellen und Axonwachstum?102-104,
Zu den Zeitpunkten P3 und P5 waren in der Kontrollgruppe 74.55 % beziehungsweise
95.40 % der Iba1+ Zellen von amdboider Form. In der Gruppe der IL-13 exponierten
Mause waren jedoch schon zum Zeitpunkt P3 95.97 % der Iba1+ Mikroglia vom amdéboi-
den Typ (P3 PBS: 71.32 + 5.33 % vs. IL-183: 95.97 £ 1.90 %; p=0.0058; n=5 | P5 PBS:
95.40 £ 1.50 % vs. IL-1B: 93.33 £ 1.91 %; p=0.7143; n=3-4 | Abb. 17A).

Die verzweigte Form von Mikroglia — ruhende Immunzellen des Gehirns — ist typischer-
weise im unverletzten Hirn des Erwachsenen zu finden und ist charakterisiert durch ein
kleines, rundes Soma mit vielzahligen, verzweigten Fortsatzen (Abb. 17D). Diese Zellen
eliminieren Metabolite und toxische Substanzen’05, Einzelne Studien gehen von einer
stammzellartigen Funktion aus, mit der Fahigkeit, sich in Neuronen, Astrozyten und Oli-
godendrozyten zu differenzieren'06, In der Kontrollgruppe war ein Funftel (21.14 %) der
Mikroglia zum Zeitpunkt P3 verzweigt, wahrend dies in den IL-13 exponierten Tieren nur
etwa ein Funfundzwanzigstel (4.03 %) der Zellen waren (P3 PBS: 21.14 + 5.28 % vs. IL-
1B: 4.03 + 1.08 %; p=0.0058; n=4-5 | P5 PBS: 4.60 £ 1.50 % vs. IL-1B: 6.68 + 1.91 %;
p=0.7143; n=3-4 | Abb. 17B).
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Abbildung 17: Morphologie von Mikroglia

A, B: Anteil amdboider und verzweigter Mikroglia in Prozent aller Iba1+ Mikroglia. Hochsignifikant (p=0.0058) mehr

amdboide und hochsignifikant (p= 0.0058) weniger verzweigte Mikroglia nach Stimulation mit IL-18 zum Zeitpunkt P3.

Amoboide Formen (C) sind assoziiert mit einem unreifen oder reaktiven Typ, wahrend verzweigte Formen (D) mit reifen
und ruhenden Mikroglia assoziiert sind. (**p<0.01; P3 n=4-5, P5 n=3-4).
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3.3.4 Genexpressionsunterschiede inflammatorischer Marker

Die Reaktivitat von Mikroglia kann aulRerdem anhand ihrer Expression von zelluldren und
inflammatorischen Markern wie z.B. Mhc-//197.108 Cd40, B7, /Inos und /cam-71%° charak-
terisiert werden. Zum Zeitpunkt P5 konnten wir eine hohere Expression der Genprodukte
von Mhc-Il (PBS: 94.10 + 24.46 % vs. IL-1B: 164.90 + 20.70 %; p=0.1255; n=6), /nos
(PBS: 88.05 +£21.06 % vs. IL-1B: 160.20 £ 32.77 %; p=0.1769; n=6) und /gf7 (PBS:
92.79 £ 19.53 % vs. IL-1B: 99.47 + 19.70 %; p=0.9148; n=6) in der inflammations-expo-
nierten Gruppe feststellen. Nach funf Tagen Erholung — zum Zeitpunkt P10 — zeigte sich
deren Expression im Vergleich zur Kontroligruppe reduziert (Mhc-/l PBS:
97.59 £ 27.50 % vs. IL-1B: 52.14 + 11.46 %; p=0.1468; n=5 | /nos PBS: 91.35 + 28.79 %
vs. IL-1B: 55.62 + 4.50 %; p=0.1508; n=5 | /gf7 PBS: 96.12 +22.93 % vs. IL-1f:
61.97 £ 7.12 %; p=0.2681; n=5 | Abb. 18A, 18B). Zu diesem Zeitpunkt war auch die Ex-
pression der Gene fur anti-oxidative Enzymsysteme wie Sod2und Gclc reduziert im Ver-
gleich zu den Kontrolltieren (Sod2P5 PBS: 97.16 + 16.68 % vs. IL-1B: 98.42 + 24.07 %;
p=0.8873; n=6 | Sod2 P10 PBS: 98.48 + 20.59 % vs. IL-1B: 55.88 + 6.00 %; p=0.0690;
n=5| Gclc P5 PBS: 86.35 £ 18.52 % vs. IL-1B: 110.00 * 25.31 %; p=0.4890; n=6 | Gclc
P10 PBS: 98.06 + 20.74 % vs. IL-1B3: 45.67 + 3.94 %; p=0.0303; n=5 | Abb. 18D, 18E).
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Abbildung 18: Genexpression von Mikroglia
A-C: gPCR-Quantifizierung der mikroglialen Aktivierungsmarker Mhc-//, Inos und /gf7. Sichtbare Zunahme der Expres-
sion in den Versuchstieren wahrend des inflammatorischen Stimulus (P5) mit Abnahme nach Stimulation (P10).
D, E: gqPCR-Quantifizierung der anti-oxidativen Enzymsysteme. Sichtbare Abnahme der Expression von Sod2bei P10
in der Versuchsgruppe und signifikante (p=0.0303) Reduktion von Gclc bei P10 in der Versuchsgruppe nach dem
inflammatorischen Stimulus (*p<0.05; P5 n=6, P10 n=5).
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3.4 Astrozytare Reaktivitat nach Applikation inflammatorischer Stimuli

3.4.1 Inflammation bedingt langfristige Reaktivitdt der Bergmann-Glia

Astroglia-Mikroglia-Interaktion ist essenziell fur die Hirnentwicklung und ihre Pathologien.
Im Kleinhirn sind Bergmann-Glia der vorherrschende Astrogliatyp, typischerweise direkt
an der Purkinjezellschicht lokalisiert. Dort sind sie wichtig fur die fetale und postnatale
Kleinhirnentwicklung, flr das Dendritenwachstum und die Transmitterhomdostase in Pur-
kinjezellen110, Reaktivitdt von Bergmann-Glia kann — unter anderem — tber die Hochre-
gulation von Markern wie dem gliaren fibrillaren sauren Protein (GFAP) und Glutamin-
synthase (GS) beurteilt werden.

In diesem experimentellen Setting wurden nur geringe Effekte der systemischen Inflam-
mation auf die Bergmann-Glia-Reaktivitat zu den frihen Zeitpunkten P3, P5 und P10 be-
obachtet. Nur zum Zeitpunkt P5 konnte eine Zunahme der Farbeintensitat von GS fest-
gestellt werden (GS P3 PBS: 16.56 + 0.41 vs. IL-1B: 17.25 + 1.62; p=0.5808; n=4-5 | P5
PBS: 18.58 + 1.73 vs. IL-1B: 25.98 + 2.11; p=0.0405; n=5 | P10 PBS: 24.01 £ 4.46 vs. IL-
1B: 27.33 £ 0.79; p=0.3950; n=5 | P45 PBS: 14.35+2.19 vs. IL-1B: 31.60 + 1.43;
p=0.0002; n=5 | P150 PBS: 25.07 + 1.62 vs. IL-1B: 26.30 + 1.34; p=0.9704; n=5 | Abbil-
dung 19A, 19B). Im juvenilen Alter von P45 konnte allerdings eine signifikant erhdhte
Farbeintensitat von GS und GFAP (GFAP P3 PBS: 9.71 + 1.00 vs. IL-1B: 9.55 £ 0.79;
p=0.8358; n=5 | P5 PBS: 19.69 £+ 2.37 vs. IL-1B: 19.36 £ 0.94; p=0.5237; n=4-5 | P10
PBS: 14.82 + 2.24 vs. IL-1B: 19.81 + 1.12; p=0.0884; n=5 | P45 PBS: 10.33 £ 2.49 vs. IL-
1B: 32.64 + 3.62; p=0.0024; n=5 | P150 PBS: 13.57 + 1.03 vs. IL-1B3: 12.08 + 0.91;
p=0.2465; n=5 | Abbildung 19C, 19D) in den IL-1B-exponierten Mausen gesehen werden.
Es ist also davon auszugehen, dass die verstarkte Bergmann-Glia-Aktivitat erst zu einem
spateren Zeitpunkt im Leben auftritt. Zum spaten Erwachsenenalter von P150 konnten

keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen mehr festgestellt werden.
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Abbildung 19: Reaktivitat der Bergmann-Glia

A-D: Immunhistochemische Farbung der Glutaminsynthase (GS) in griin sowie des glidren fibrillaren sauren Proteines
(GFAP) in rot. A: Kortexausschnitte der GS-Farbung zu verschiedenen Zeitpunkten aus beiden Gruppen. B: Signifikant
verstarkte Pixelintensitat von GS zu den Zeitpunkten P5 (p=0.0405) und P45 (p=0.0002) in der Interventionsgruppe.
C: Kortexausschnitte der GFAP-Farbung zu verschiedenen Zeitpunkten aus beiden Gruppen. D: Hochsignifikant
(p=0.0024) verstarkte Pixelintensitdt von GFAP in der Versuchsgruppe zu P45. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; P3
n=4-5, P5 n=5, P10 n=5, P45 n=5, P150 n=5)
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4 Diskussion

4.1 Kleinhirnschédigung nach perinataler subklinischer Inflammation

Frihgeburt und damit einhergehende Hirnschadigungen sind ein relevantes und weltwei-
tes Problem in der Kinder- und Jugendmedizin. Das Kleinhirn als sich perinatal rapide
entwickelndes Organ ist besonders vulnerabel fur aulere Storfaktoren.

In der vorliegenden Studie zeigen sich als Folge einer frihen Exposition gegenuber IL-
1B, als perinataler pro-inflammatorischer Stimulus, eine verminderte Proliferation und
Reifung von Oligodendroglia, Myelinisierungsstérungen sowie langfristige mikrogliare In-

flammation im Kleinhirn.

4.2 Die neugeborene Maus als Modell fiir Friihgeburt

In dieser Arbeit wurde die neugeborene Maus als Tiermodell zur Simulation menschlicher
Frihgeburt verwendet. Die Maus als kleines Versuchstier mit verhaltnismalig einfachen
Haltungsbedingungen und schnellen Reproduktionszyklen wird zu Forschungszwecken
sehr haufig eingesetzt. Mause gebaren nach circa dreiwochiger Schwangerschaft in der
Regel 4-15 Nachkommen, die ihrerseits nach etwa 6 Wochen reproduktionsfahig werden.
Murine Modelle eignen sich auch fur weiterflhrende Forschungsstrategien sehr gut, da
es vielfaltige Knock-out-Modelle, beispielsweise zur Untersuchung spezieller Pathways,
gibt. AuRerdem ist eine Haltung unter sterilen Bedingungen, zur Untersuchung von Mik-
robiom oder Infektionen'11.112. méglich. Als Alternative kommen andere Kleintiermodelle
wie Ratten'13-115 oder Kaninchen zur Anwendung.

Um die Umgebung eines Frihgeborenen inklusive maschineller Beatmung, medizini-
scher Interventionen und Medikamentengaben maoglichst vollstandig nachzubilden, kon-
nen Groftiermodelle wie zum Beispiel Lammer'16.117 oder Primaten18.119 eingesetzt wer-
den. Neben den hohen Kosten, den aufwandigen Haltungsbedingungen und langen Ver-

suchszeitraumen sind hier auch weitere ethische Fragen zu bedenken.
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Da in dieser Studie zunachst ein Eindruck gewonnen werden sollte, welche moglichen
Kleinhirnschadigungen die systemische Applikation von pro-inflammatorischen Zytokinen
bedingen kann, war ein einfaches Tiermodell ausreichend. Aul3erdem sollte aus Tier-
schutzgrinden bereits vorhandenes Material verwendet werden, da die Grof3hirne der
untersuchten Mause bereits von Favrais et al®” untersucht wurden und die Kleinhirne
bisher aus einem bestehenden Projekt der Arbeitsgruppe um Pierre Gressens, INSERM
Paris, zur VerflUgung gestellt werden konnten, ohne dass erneute Tiertétungen dazu er-
forderlich waren.

Prinzipiell kbnnen inflammatorische Kaskaden oder die Wirkung einzelner pro-inflamma-
torischer Stimuli auch /n vifro an Zellverbanden in Zellkulturen ohne die Nutzung von
Tiermodellen untersucht werden. In diesem Experiment wurden aber eine systemische
Zirkulation von inflammatorischen Mediatoren /n vivo bendtigt, um korpereigene Schutz-
mechanismen, wie beispielsweise die Blut-Hirn-Schranke, mit zu berutcksichtigen.
Dennoch weist die Maus in ihrer Abwehr von inflammatorischen Stimuli einige nicht zu
vernachlassigende Unterschiede zum Menschen auf. Beispielsweise kbnnen Mause als
Reaktion auf oxidativen, inflammatorischen Stress selbst anti-oxidative Ascorbinsaure
aus Glucose synthetisieren, wahrend Menschen auf eine diatetische Zufuhr angewiesen
sind'20, Bei Menschen funktioniert der antioxidative Zellschutz vor allem tUber Purinmeta-

bolismusderivate, wie Urat.

4.3 Oligodendroglidre Proliferations- und Reifungsstérungen

In den zukinftig myelinbildenden Olig2 positiven Oligodendroglia des Kleinhirns scheint
die Applikation pro-inflammatorischer Stimuli mit einer Reduktion PCNA+ beziehungs-
weise BrdU+, proliferierender Oligodendroglia einherzugehen. Dieses Proliferationsdefi-
zit zeigte sich sehr frih, schon am dritten Lebenstag der neugeborenen Mause, verstarkte
sich nochmals zum funften Lebenstag hin und blieb auch am zehnten Lebenstag, nach

funf Tagen Erholungszeit vom inflammatorischen Stimulus, bestehen. Interessanterweise
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zeigte sich im Grof3hirn der untersuchten Tiere ein erhohter Anteil unreifer NG2+ Zellen,
leider wurden hier keine Proliferationsdaten erhoben®’. Olig2 kann prinzipiell auch bereits
gereifte Oligodendrozyten anfarben, da diese aber typischerweise nicht mehr proliferie-
ren, kann davon ausgegangen werden, dass nur unreife proliferierende Zellen angefarbt
wurden. Olig2 kann daruber hinaus auch von aktivierten Astroglia exprimiert werden?7.121,
es ist also nicht auszuschlie3en, dass einzelne proliferierende Astroglia die Zellzahlun-
gen leicht verfalschen. Eine Ko-Farbung von Olig2 mit NG2 hatte diese Verwechslung
unwahrscheinlicher machen'22, wenn auch nicht ganzlich ausschlieRen kénnen'23-125,
Eine weitere Option, dies auszuschlieen, ware eine Ko-Farbung mit beispielsweise
GFAP gewesen, um zu Uberprufen, ob sich die fluoreszierenden Zellen am selben Ort
darstellen.

Die Zellreifung, gemessen an der Expression des Markers flr reife Oligodendroglia
CC1126, scheint nach Stimulation mit IL-13 verzdgert zu sein. Am zehnten Lebenstag,
einem etwa kleinkindahnlichen Stadium der Hirnentwicklung, exprimierten in der Kontroll-
gruppe knapp 80 % der Olig1+ Zellen CCA1, in der Interventionsgruppe waren es etwa die
Halfte. An dieser Stelle wurde Olig1 statt Olig2 wegen der Kompatibilitdt der Primaranti-
korper untereinander verwendet. Wie in Abbildung 19 zu sehen, wurden einige kortikale
Zellen, in diesem Fall hauptsachlich Purkinjezellen, unselektiv durch den CC1-Antikorper
angefarbt. Diese Zellen wurden in den Zahlungen nicht berlcksichtigt. Es kann dennoch
nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Zellen, wie zum Beispiel Astroglia?’, von
CC1 unspezifisch mitangefarbt wurden. Auch in den Gro3hirnen der untersuchten Tiere
gab es Hinweise auf Reifungsstorungen der Oligodendroglia in Form von hdherer Zell-
dichte oligodendroglialer Progenitorzellen in Kombination mit einer reduzierten Zelldichte
CC1+ myelinisierender Oligodendroglia®”.

Um die Reifungsstorung der Oligodendroglia noch weiter zu beschreiben, hatte man zu-
satzlich zu O/jg2'?® und Cnp noch weitere Genexpressionsdaten erheben kdnnen, bei-

spielsweise mittels der Analyse von Sox&8'2°, Sox710'%0, Tcf4'3" oder Nkx2.2'32,
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In diesem Modell konnten keine deutlichen Hinweise auf vermehrte Apoptose von Oli-
godendroglia gefunden werden. Es ist theoretisch moglich, dass die untersuchten Zellen
sehr schnell auf die Entzindungsmediatoren reagierten und die Apoptose bereits in den
ersten beiden Lebenstagen stattfand und somit in einem nicht untersuchten Zeitfenster.
Alternativ zur immunhistochemischen Farbung mit Casp3 hatte man mittels der TUNEL-
Methode die Zellkerne apoptotischer Zellen darstellen kdnnen. Dennoch weisen die er-
hobenen Daten darauf hin, dass Apoptose in Oligodendroglia, wenn Uberhaupt, keine

vorrangige Rolle in der Zellschadigung einnimmt.

4.4 Myelinisierungsdefizite

In Kindern nach zu friher Geburt werden haufig Myelinisierungsdefizite beobachtet, diese
konnen verhaltnismalig einfach mit verschiedenen MRT-Techniken wie synthetic MR/
(SyMRI) detektiert werden33. Die verspatete Myelinreifung im Vergleich zu reifgeborenen
Kindern Iasst sich nach Frihgeburt auch noch im Vorschulalter nachweisen und korreliert
mit kognitiven Defiziten34,

Im Rahmen dieser Studie wurde Myelin in der immunhistochemischen Farbung fur
Myelinmarker optisch beurteilt, zudem wurden verschiedene Myelin-Proteine mittels
Western-Blotting quantifiziert. Im Western Blotting zeigte sich eine signifikant geringere
Menge des Myelinproteins MAG zum Zeitpunkt P10. AuRerdem wurde versucht, die
Strukturdefizite des Myelins zu quantifizieren. Moglichkeiten, dies zu tun, sind beispiels-
weise Intensitatsmessungen von immunhistochemischen Farbungen von Myelinbestand-
teilen mittels /mageJ.

Im Gro3hirn der untersuchten Mause sind Intensitatsmessungen der immunhistochemi-
schen Farbungen fur Myelinmarker gelungen. Es zeigte sich eine signifikant reduzierte
Dichte der Myelinproteine MBP, PLP und MAG am 30. Lebenstag der Versuchstiere in
der Gruppe, die IL-1B ausgesetzt waré’. Auch im Grol3hirn waren auf den ersten Blick

Strukturdefizite des Myelins zu erkennen.
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Weitere Optionen fur die Quantifizierung von Myelinisierungsdefiziten waren theoretisch
eine Elektronenmikroskopie (EM) der Ultrastrukture der Myelinscheiden sowie der Dicke
der myelinisierten Axondurchmesser. In den Grof3hirnen der untersuchten Tiere zeigten
sich elektronenmikroskopisch insgesamt geringere Axondurchmesser in der Gruppe der
mit IL-1B behandelten Mause mit weniger Axonen von Uber 0.5 pm Durchmesser und
einer erhéhten Zahl von Axonen mit Durchmessern zwischen 0.2 und 0.4 um®7. In den
mit IL-18 behandelten Tieren zeigte sich aulRerdem eine Reduzierung der per diffusions-
gewichteten MRT gemessenen fraktionellen Anisotropie im Grol3hirn, als Zeichen ver-
minderter Konnektivitat — mdglicherweise bedingt durch Myelinisierungsstérungen®’. Eine
EM-Analyse in den Kleinhirnen war fir den Rahmen dieser Promotionsarbeit nicht vor-

gesehen.

4.5 Mikrogliaaktivierung und inflammatorischer Stress

Mikroglia als Immunzellen des Gehirns kommen in Entziindungsprozessen eine Schlus-
selrolle zu. Mikrogliaaktivierung — unabhangig von ihrer Ursache — tragt zu neurokogniti-
ven und psychiatrischen Auffalligkeiten im Kindes- und Erwachsenenalter bei'35-137,
Ublicherweise findet man Mikroglia im Kleinhirn in geringerer Dichte, verglichen mit dem
Grof3hirn138, In diesem Mausmodell wurden allerdings hohe Anzahlen von Iba1+ Mikrog-
lia in den behandelten Tieren, die bis ins Erwachsenenalter persistieren, festgestellt. Die
beobachtete erhdhte Proliferationsrate liefert eine gute Erklarung fir diese Feststellung,
eine vermehrte Einwanderung im Rahmen der Entzindungsreaktionen ware potenziell
ebenfalls moglich, erschien aber wenig wahrscheinlich, da sich in der Analyse der CD3-
Farbung keine Einwanderung peripherer Immunzellen ins Gehirn darstellen liel3.
Aulerdem finden sich in den Tieren nach inflammatorischem Stimulus mehr Mikroglia

von amdboider Form. In der Regel verandern sich Mikroglia in ihrem Reifungsprozess bis
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zum 10. postnatalen Tag hin zu einer ramifizierten Form3°. Méglicherweise ist das Uber-
wiegen amoboider Zellen ein Ausdruck der Unreife dieser Mikrogliapopulation oder aber
eines hoheren Aktivierungsgrades.

In den Genexpressionsdaten zu Mikroglia wurde unter anderem eine geringere Expres-
sion anti-oxidativer Enzymsysteme am zehnten Lebenstag in der Versuchsgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet. Es gibt im Wesentlichen zwei verschiedene Er-
klarungsansatze flr diese Beobachtung. Mdglicherweise erschdpfen sich die anti-oxida-
tiven Ressourcen der neugeborenen Mause nach funf Tagen der Abwehr von pro-in-
flammatorischem oxidativen Stress. Andererseits ware es moglich, dass die Enzymein-
heiten in den vorangehenden Tagen massiv synthetisiert wurden und spater nicht mehr
in hdherer Anzahl gebraucht werden.

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass sich nach lang anhaltender Mikrogliaaktivie-
rung die beobachteten Differenzen zwischen den Versuchsgruppen dann am 150. Le-
benstag, also im Erwachsenenalter, auf dem Niveau der Kontrolltiere normalisierten. Im
Erwachsenenalter sind erhdhte Anzahlen von aktivierten Mikroglia bei Menschen typi-
scherweise mit auto-inflammatorischen Erkrankungen des zentralen Nervensystems wie
beispielsweise Multipler Sklerose assoziiert'40.141, Bislang konnte nicht beobachtet wer-
den, dass ehemals frihgeborene Menschen ein erhdhtes Risiko fur diese Erkrankungen
haben, dies passt gut zu den vorliegenden Daten.

Eine Moglichkeit, Mikroglia pharmakologisch zu beeinflussen, bieten Oxytocin-Rezeptor-
Agonisten wie Carbetocin, das aktuell vor allem in der Geburtshilfe bei postpartalen Blu-
tungen Einsatz findet. Carbetocin kann nach Interleukin-13-Gabe die Aktivierung von
Mikroglia abschwachen und einen positiven Einfluss auf Myelinisierung, neuronale

Konnektivitat und Verhalten ausiiben'42.
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4.6 Bergmann-Glia

Bergmann-Glia, die Astrozyten des Kleinhirns, zeigten in der vorliegenden Studie zu ei-
nem juvenilen Alterszeitpunkt von 45 Lebenstagen eine erhdhte Dichte sowie Reaktivitat,
beziehungsweise Aktivitat, gemessen an den Markern GFAP und GS in den Mausen, die
dem inflammatorischen Stimulus ausgesetzt waren. GFAP ist das Hauptprotein der Inter-
mediarfilamente in differenzierten Astrozyten und eignet sich als Zytoskelettprotein in ers-
ter Linie zur Bestimmung der Zelldichte'43. GS dient in Astroglia dem Abbau des aufge-
nommenen Glutamats zu Glutamin, das dann wieder abgegeben wird. Die Expressions-
menge der GS wird in erster Linie durch die extrazellulare Glutamatkonzentration be-
stimmt'44. In diesem Modell war die Intensitat der GS-Farbungen zu den Zeitpunkten P5
(im inflammatorischen Stimulus) und P45 (im juvenilen Alter) signifikant héher in den Ver-
suchstieren, die Interleukin-1p ausgesetzt waren. Es ist denkbar, dass eine Hochregula-
tion von GS im inflammatorischen Geschehen exzitotoxische Insulte abschwachen oder
verhindern konnte.

Purkinjezellen sind in ihrer Entwicklung wesentlich abhangig von Bergmann-Glia-Signa-
len, sowohl in ihrer Migration als auch in ihrer Ausrichtung und dem Langenwachstum
ihrer Dendriten145.146, Bergmann-Glia ummanteln Purkinjezellen regelrecht und koordinie-
ren und organisieren deren Synapsenaufbau mithilfe des L-Glutamat-Aspartat-Transpor-
ters'47,. Mdglicherweise ist eine verspatete Bergmann-Glia-Aktivitat Ausdruck eines Um-
baus von Synapsen oder weiteren Wachstums von Purkinjezellen in der prolongierten
Erholungsphase vom inflammatorischen Stimulus. Mdéglicherweise verhindern Mikroglia

bis zu diesem Zeitpunkt die verstarkte neuronale Plastizitat!4s.
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4.7 Limitationen

Mit dem Mausmodell perinataler, subklinischer Inflammation wird versucht, ein Szenario
von korperlichem Stress auf einer neonatologischen Intensivstation nachzuahmen. Inter-
leukine spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation inflammatorischer Prozesse,
die Komplexitat einer kdrperlichen Stressreaktion auf Beatmung, Umgebungsgerausche,
schmerzhafte Prozeduren und Medikamentengaben lasst sich aber mit einem einzelnen
pro-inflammatorischen Interleukin nicht nachahmen. Zudem wurde der inflammatorische
Stimulus lediglich Uber die ersten funf Lebenstage verabreicht, wahrend Frihgeborene
diesen Bedingungen oft monatelang ausgesetzt sind.

In unserem experimentellen Tiermodell wurden ausschliel3lich mannliche Versuchstiere
untersucht, da diese eine erhdhte Vulnerabilitdt gegenlber aulleren Stressoren zeigen.
Auch bei menschlichen Frihgeborenen ist das mannliche Geschlecht ein unabhangiger
Risikofaktor fur Morbiditat und Mortalitat'49, und Jungen zeigen haufiger persistierende
neurologische Spatfolgen der zu friihen Geburt'50.151, Es ist bereits bekannt, dass die in
dieser Studie untersuchten Zellen Geschlechtsdimorphismen aufweisen. Oligodendrozy-
ten beispielsweise sind in mannlichen Mausen dichter angeordnet und Myelinmarker wie
MBP und CNP sind in Western-Blots in mannlichen Tieren um bis zu 160% erhdht im
Vergleich zu weiblichen Tieren'32, Um mogliche Geschlechterunterschiede in der Vulne-
rabilitdt des Kleinhirns aufzuzeigen, ware eine hdhere Anzahl von Versuchstieren mit
dem Einschluss weiblicher Tiere ndtig gewesen.

Die verwendeten Methoden beschrankten sich auf die Analyse von Genexpressionsda-
ten, Proteinsynthesemengen und die Auspragung von zellularen Markern mittels Immun-
histochemie. Die Untersuchungen erfolgten zu vorher festgelegten Zeitpunkten im Leben
der Mause, welche lediglich Momentaufnahmen bieten. Mit den beschriebenen Methoden
sind dynamische Untersuchungen nicht mdglich.

Leider wurden keine eigenen radiologischen Daten zu Wachstum, Volumen und Oberfla-

che der Kleinhirne erhoben.
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Des Weiteren mussten einige Versuchstiere aus der statistischen Auswertung ausge-
schlossen werden, weil das Gewebe eine mangelhafte Qualitat aufwies. Besonders bei
den Tieren nach Applikation von Interleukin-1 gestaltete sich die Verarbeitung der Klein-
hirne fur die immunhistochemischen Farbungen anspruchsvoll, und in einigen Fallen wa-
ren die Schnitte zu durchsetzt mit Bruchlicken, um eine Vergleichbarkeit der Zellzahlun-
gen zu gewabhrleisten. Aul3erdem erfolgte die Zellzahlung lediglich durch eine verblindete
Untersucherin, eine zweite unabhangige Auswertung erfolgte nur stichprobenartig.

Es wird davon ausgegangen, dass mit Kleinhirnentwicklungsstérungen kognitive Defizite,
Verhaltensstérungen und psycho-emotionale Schwierigkeiten auftreten. Eine relevante
Limitation der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass keine Verhaltenstestungen bei den
Mausen durchgefiihrt wurden. Aus der Arbeit von Favrais et al®” ist bekannt, dass die mit
Interleukin behandelten Mause im novel object recognition test\>3 und object location
memory test'™ signifikant weniger Zeit damit verbringen, unbekannte oder lageveran-
derte Objekte zu untersuchen. Dies wird als Hinweis auf Aufmerksamkeitsdefizite inter-
pretiert, die nach aktuellen Untersuchungen®® auch gut zu einer eingeschrankten Klein-
hirnfunktion passen. Es fehlen allerdings Testungen zu den klassischen motorischen De-
fiziten bei Kleinhirnschadigungen.

Die Entwicklung des Kleinhirns lauft bei Maus und Mensch &hnlich ab. In diesem experi-
mentellen Setting wurde die Tatsache genutzt, dass die Maus mit einem unreiferen Klein-
hirn als der Mensch auf die Welt kommt und somit keine Frihgeburt bei der trachtigen
Maus eingeleitet werden muss. Ex-utero trifft das menschliche Frihgeborene auf zahlirei-
che unphysiologische Bedingungen von Temperatur, Sauerstoffpartialdriicken und Larm
bis zur verfrihten Aufnahme der Darmtatigkeit und Umstellung des Kreislaufs. All diese
Stressoren treten bei der Maus schon physiologisch zu diesem frihen Zeitpunkt der Hirn-
entwicklung ein, weshalb davon auszugehen ist, dass die Maus besser an diese Bedin-
gungen adaptiert ist. Eventuell werden in diesem Tierversuch also noch schwerere Dys-

regulationen maskiert.
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4.8 Ausblick

Frihgeburt und damit einhergehende neurologische Beeintrachtigungen stellen eine
grolRe medizinische Herausforderung dar. Um frihgeborenen Kindern und ihren Familien
besser helfen zu kénnen, ist es essenziell, die Schadigungsmechanismen des Frihge-
borenengehirns gut zu verstehen.

Wie bereits in den einzelnen Diskussionsabschnitten beschrieben, bergen alle untersuch-
ten Zellreihen noch zahlreiche weitere Analysemdoglichkeiten, denen bisher nicht nach-
gegangen wurde. Des Weiteren ware es interessant zu verstehen, wie die einzelnen Zell-
reihen miteinander interagieren und wie die toxischen Signale der Entzindung kommu-
niziert werden. Hierzu kdnnte man mittels Genexpressionsdaten Pathways einzeln nach-
vollziehen. Mittels RNA-Sequenzierung kdnnte man die einzelnen Zelltypen noch weiter
charakterisieren (beispielsweise Mikroglia weiter in ihre funktionellen Gruppen einteilen),
um ein tieferes Verstandnis fur die zellularen Entzindungsmechanismen zu generieren.
All diese Daten kénnen zur Entwicklung pharmakologischer neuroprotektiver Strategien
verwendet werden.

Um nachvollziehen zu kdnnen, ob Mikroglia die Ursache fir oligodendrogliale Reifungs-
stérungen sind, was die Untersuchungen von Mairesse et al'42 nahelegen, kdnnte man
ein Mikroglia-Knock-out Mausmodell generieren. Eine vielversprechende Madglichkeit
ware die selektive Apoptoseinduktion zerebellarer Mikroglia durch intrazerebellare Injek-
tionen des als MRT-Kontrastmittel bekannten Gadoliniums?156.

Frihgeborene Kinder mit neurologischen Entwicklungsstérungen werden in Deutschland
an sozialpadiatrische Zentren langfristig angebunden und die neurologische und psycho-
motorische Entwicklung regelmafig dokumentiert. Aullerdem werden bei Frihgeborenen
in den ersten Lebenswochen standardmalig Entzindungsparameter bestimmt. Es ware
aulerst interessant, in einer grofl3 angelegten Datenanalyse die Erhebungen von Entzin-
dungsmarkern in den ersten Lebenswochen mit kognitiver Entwicklung, speziell in Bezug

auf Kleinhirnentwicklungsstérungen, zu korrelieren. Hierbei kdnnte weiterhin untersucht
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werden, ob es Faktoren gibt, die zu einem besseren Outcome beitragen, um diese dann

gezielt praventiv oder therapeutisch einzusetzen.
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5 Zusammenfassung

Frihgeburt ist eine groRe medizinische Herausforderung und betrifft jedes zehnte Kind.
Unter den typischen Komplikationen nehmen Hirnschadigungen eine zentrale Rolle ein.
Als eine haufige Ursache von Hirnschadigungen finden sich Entzindungsmechanismen.
Auch ohne septische Zustande schitten frihgeborene Kinder im Rahmen der regularen
Interventionen nach Frahgeburt bereits Entzindungsmediatoren aus, die eine subklini-
sche Entzindung bewirken. Das Kleinhirn als sensibles und sich postnatal noch rapide
entwickelndes Organ ist besonders anfallig fur derartige Storfaktoren. Im Kleinhirn wer-
den sowohl Motorik als auch Denkprozesse koordiniert und moderiert. Neben klassischen
motorischen Auffalligkeiten wie Dysmetrien gehen Schadigungen dieses Organes auch
mit kognitiven Einschrankungen und Verhaltensauffalligkeiten einher. Gliazellen haben
wichtige Funktionen in der Entwicklung und Reifung des Kleinhirns. In dieser Arbeit wird
ein besonderer Fokus auf Oligodendroglia und deren Myelinsynthese, Mikroglia als Im-
munzellen des Gehirns, und Astroglia als homodstasebewahrende und viele Entwick-
lungsvorgange unterstitzende Zellen gelegt. Es wird untersucht, inwieweit die postnatale
Applikation von pro-inflammatorischem Interleukin 18 im Mausmodell, mithilfe dessen
eine subklinische Inflammation induziert wird, einen Einfluss auf die Entwicklung der Gli-

azellen im Kleinhirn hat.

Neugeborenen Mausen der Mauslinie OF-1 wurde an den ersten funf Lebenstagen Inter-
leukin 1 intraperitoneal verabreicht, wahrend eine Kontrollgruppe PBS erhielt. Zudem
wurde BrdU fur spatere Proliferationsuntersuchungen appliziert. Die Mause wurden all-
zeit Uberwacht und zeigten keine Zeichen der Inflammation. An festgelegten Lebensta-
gen wurden die Tiere getdtet und die Kleinhirne mittels immunhistochemischer Farbun-
gen, Polymerasekettenreaktionen zur Genexpressionsanalyse sowie Western Blotting
untersucht. Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach Deparaffinierung und

Permeabilisierung der Paraffinschnitte mittels Antikorpern erstellt, die entweder selbst
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fluoreszierten oder mit fluoreszenzgelabelten Sekundarantikdrpern versehen wurden.
Die Farbungen wurden mit Fluoreszenzmikroskopie begutachtet und die Zellen mithilfe
von Software-Analysen gezahlt beziehungsweise die Farbeintensitaten gemessen. Fur
die Polymerasekettenreaktionen wurde zunachst RNA isoliert und revers transkribiert.
AnschlieRend wurden selektiv verschiedene Genabschnitte amplifiziert und die Amplifi-
kation mithilfe von Sonden beziehungsweise SYBR™ Green semiquantitativ erfasst. Flr
die Western Blots wurden die Proteine des gesamten homogenisierten Kleinhirns elekt-
rophoretisch aufgetrennt, auf Membranen Ubertragen, anschlieRend mittels Antikdrpern

gefarbt und mittels Chemolumineszenz detektiert.

Olig2+ Oligodendroglia proliferierten in den ersten zehn Lebenstagen signifikant weniger
in der Gruppe, die Interleukin 13 ausgesetzt war, verglichen mit der Kontrollgruppe. Zu-
dem war die Reifung, gemessen am Anteil von Olig1+CC1+ Oligodendroglia, am zehnten
Lebenstag signifikant verzogert. Zu vermehrtem Zelltod von Olig2+ Oligodendroglia kam
es weder in der Interventions- noch in der Kontrollgruppe. Oligodendroglia bilden die
Myelinschicht von Neuronen und erhéhen die Konnektivitat im Kleinhirn. Das Myelinpro-
tein MAG ist im Western Blot am zehnten Lebenstag signifikant weniger nachzuweisen.
Immunhistochemische Farbungen von MAG zeigen Strukturdefizite. Auf Genexpressi-
onsebene zeigten sich die Myelinmarker O/jgZ2und Cnp unverandert. Erhdhte Zahlen von
Iba1+ Mikroglia im Kleinhirn nach Inflammation mit signifikanter Mehrzahl zu den Zeit-
punkten P3, P5 und P45 weisen auf eine langfristige zerebellare Inflammation hin.
Mikroglia proliferierten zu den Zeitpunkten P5 und P10 in den Versuchstieren signifikant
mehr als in den Kontrolltieren. Eine vermehrte Einwanderung von Mikroglia gemessen an
CD3+ Zellen im Kleinhirn konnte nicht beobachtet werden. Morphologisch nahmen
Mikroglia zum Zeitpunkt P3 signifiikant vermehrt eine amdboide, mit Aktivierung assozi-

ierte, Konformation ein. Die Genexpression von mikroglidaren Markern zeigte nur wenig
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signifikante Unterschiede. In Astroglia konnte eine signifikante Zunahme der Farbeinten-

sitaten der Marker GFAP und GS zu dem juvenilen Zeitpunkt P45 beobachtet werden.

Die neugeborene Maus eignete sich in der vorliegenden Studie mit ihren schnellen Re-
produktionszyklen und verhaltnismalig unreifem Kleinhirn bei Geburt sehr gut als Modell
far Frihgeburt. Die Beobachtung von oligodendrogliaren Proliferations- und Reifungssto-
rungen konnen erklaren, warum frihgeborene Kinder haufig Myelinisierungsdefizite auf-
weisen. Auch im Gro3hirn von ehemals Frihgeborenen sowie in den Grol3hirnen der un-
tersuchten Mause finden sich Myelinisierungsdefizite. Besonders hervorzuheben ist die
entdeckte langfristige Erhdhung der Mikrogliazahlen sowie deren Aktivierungsniveau,
was fur das Kleinhirn untypisch ist. Auch in verstorbenen Frihgeborenen finden sich er-
hdéhte Anzahlen von Mikroglia im Gehirn. In diesem Versuch normalisierten sich die An-
zahlen auf ein Kontrolllevel bis zum 150. Lebenstag, bei ehemals Frihgeborenen werden
ebenso keine vermehrten Raten von inflammatorischen Erkrankungen des Gehirns beo-
bachtet. Die verstarkte Expression von Markern der Bergmannglia kann in erster Linie als
Veranderung der Aktivitat dieser Zellen gewertet werden. Moglicherweise nehmen sie
einen Einfluss auf die weitere Entwicklung des Kleinhirns. Dennoch stehen weitere Un-
tersuchungen zur genaueren Charakterisierung der Zellen aus, und es ergeben sich viel-
faltige weitere Forschungsansatze aus dieser Arbeit. Aullerdem ware es hilfreich zu ver-
stehen, inwieweit eine selektive Inaktivierung von Mikroglia die oben beschriebenen be-
obachteten Prozesse verandern konnte und ob sie somit einen Therapieansatz zur Be-

handlung von zerebellarer Inflammation darstellen kann.
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