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ABSTRACT (DEUTSCH)

Einleitung:

Frihgeborene Kinder haben ein deutlich erhéhtes Risiko fir psychointellektuelle und
kognitive Entwicklungsstérungen. Der massive Anstieg der O2-Konzentration durch die
Frihgeburt fuhrt zur relativen Hyperoxie, wodurch die frihe Gehirnentwicklung erheblich
gestort werden kann. Fur neurologische Entwicklungsstérungen bei Frihgeborenen
existiert bislang keine erfolgreiche Therapie. Jedoch zeigte Erythropoetin (EPO) in
jungsten experimentellen Studien neuroprotektive Eigenschaften. Die Hypothese lautet,
dass dendritisches und synaptisches Wachstum kortikaler Pyramidenzellen und die
absolute Anzahl an Pyramidenzellen durch eine relative neonatale Hyperoxie vermindert

wird, was durch die Anwendung von rEPO abgewehrt werden kann.

Methoden:

Am funften Lebenstag (P5) wurden gesunde C57BL/6-Mause in drei Gruppen eingeteilt:
1) Exposition von 80% O2 Uber 48 h, 2) gleichzeitig zur Hyperoxie-Exposition 3
Injektionen mit jeweils 5000 I.E./kg KG rEPO s.c. (zu Beginn, nach 24 h und nach 48 h),
3) unbehandelte Kontrollgruppe. Um die dendritische Morphogenese und Anzahl der
Spines der kortikalen Pyramidenzellen im cinguléren und sensomotorischen Kortex zu
analysieren, erfolgte an P23 die Impragnierung der Gehirne mittels Golgi-Cox-Farbung
und darauffolgend die histologische Aufarbeitung fur die Sholl-Analyse und Zahlung der
Spines durch ImagedJ Software. Fur die Sholl-Analyse wurden 30 konzentrische Kreise
im Abstand von 10 ym zentral um das Soma gelegt und die basalen und apikalen
Dendriten ausgezahlt. Zur Ermittlung der Zellzahl wurden die Pyramidenzellen

immunhistochemisch gefarbt und gezahit.

Ergebnisse:

Hyperoxie flhrte im cingularen Kortex zu einer signifikanten Reduktion der dendritischen
Verzweigung der Basaldendriten der Pyramidenzellen im Radius von 30 und 50 um
(p=<0,05). Gleiches war im motorischen Kortex in oberflachlichen Kortexschichten im
Radius von 20-80 um (p<0,05) bei Basaldendriten, im Radius von 40 um (p<0,05) bei
Apikaldendriten und in tieferen Schichten von 30-110, 150, 180-190 um (p<0,05) bei
Basaldendriten und im Radius von 40-80 und 110-140 ym (p<0,05) bei Apikaldendriten

zu sehen. Im sensorischen Kortex zeigte sich eine signifikante Verzweigungsreduktion in

\
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oberflachlichen Schichten im Radius von 10-80 ym (p<0,05) bei Basaldendriten, im
Radius von 30-60 pm (p<0,05) bei Apikaldendriten und in tieferen Schichten von 10-90
und 110 ym (p<0,05) bei Basaldendriten und von 90 und 190-200 pm (p<0,05) bei
Apikaldendriten. Die mit rEPO behandelten Pyramidenzellen zeigten in allen
untersuchten Kortexbereichen selektiv eine Normalisierung der dendritischen
Verzweigung. In der absoluten Zahl von Pyramidenzellen und der Anzahl der Synapsen

waren keine Unterschiede unter den Gruppen nachweisbar.

Diskussion:

Neonatale Hyperoxie flhrt zur signifikanten Hemmung des dendritischen Wachstums der
kortikalen Pyramidenzellen im cinguléren und sensomotorischen Kortex. Die Applikation
von rEPO verhindert die Schadigung der Dendritogenese, was den Stellenwert von EPO

zur Neuroprotektion bei Frihgeborenen bestarkt

Vi



ABSTRACT (ENGLISH)

Introduction

Premature infants have a significantly increased risk for neurological and developmental
disorders. Massive increase in O2 concentration due to preterm birth leads to relative
hyperoxia, which can disrupt early brain development. To date, no successful therapy
exists for neurodevelopmental disorders in preterm infants. However, erythropoietin
(EPO) has shown neuroprotective effects in recent experimental studies. The hypothesis
is that dendritic and synaptic growth of cortical pyramidal cells and their absolute cell

number is reduced by neonatal hyperoxia, which can be averted by application of rEPO.

Methods:

Five day old healthy C57BL/6 mice were divided into three groups: 1) exposure to 80%
02 for 48 h, 2) concurrent to hyperoxia exposure, 3 injections of 5000 1.U./kg bw rEPO
s.c. (at baseline, after 24 and after 48 h), 3) untreated control group. To analyze dendritic
morphogenesis and number of spines of cortical pyramidal cells in cingulate and
sensorimotor cortex, impregnation of brains by Golgi-Cox staining was performed at P23,
followed by histological processing for Sholl analysis and counting of spines by ImageJ
software. For Sholl analysis, 30 concentric circles were placed 10 ym apart centrally
around the soma and the basal and apical dendrites were counted. Pyramidal cells were

immunohistochemically stained and counted to determine cell number.

Results:

Hyperoxia resulted in significant reduction of dendritic branching of basal dendrites of
pyramidal cells in the radius of 30 and 50 um (p<0.05) in cingulate cortex. The same was
seen in motor cortex in superficial cortex layers in the radius of 20-80 uym (p<0.05) for
basal dendrites, of 40 um (p<0.05) for apical dendrites and in deeper layers of 30-110,
150, 180-190 um (p<0.05) for basal dendrites and of 40-80 and 110-140 um (p<0.05) for
apical dendrites. In the sensory cortex, significant branching reduction was seen in
superficial layers at the radius of 10-80 um (p<0.05) for basal dendrites, of 30-60 um
(p=0.05) for apical dendrites, and in deeper layers of 10-90 and 110 ym (p<0.05) for basal
dendrites and from 90 and 190-200 ym (p<0.05) for apical dendrites. Pyramidal cells

treated with rEPO selectively showed normalization of dendritic branching in all cortex

VI
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areas examined. No differences were detectable in the absolute number of pyramidal

cells and the number of synapses.

Discussion:
Neonatal hyperoxia leads to significant inhibition of dendritic growth of cortical pyramidal
cells in the cingulate and sensorimotor cortex. Application of rEPO prevents damage to

dendritogenesis, reinforcing the value of EPO for neuroprotection in preterm infant.






1 EINLEITUNG

1.1 Fruhgeburtlichkeit

Die Fruhgeburt, nach der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) definiert als eine
Geburt vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche (SSW) bzw. vor Erreichen eines
Gestationsalters (GA) von 259 Tagen nach dem ersten Tag der letzten
Menstruationsblutung der Mutter, stellt heute weltweit eine der Hauptursachen fir
Mortalitat und Morbiditat im Sauglings-, Kinder- und Jugendalter dar.’* Durch intensive
Forschung in der Perinatalmedizin und stetiger Verbesserung der medizinischen
Versorgung konnte nicht nur das Gestationsalter als Grenze der Lebensfahigkeit von
Friihgeborenen gesenkt, sondern auch die Uberlebenswahrscheinlichkeit und das
Langzeit-Outcome insgesamt deutlich verbessert werden.>'© Durch diesen
kontinuierlichen Fortschritt in der Versorgung Neu- und Frihgeborener konnen heute
sogar Friuhgeborene mit einem Geburtsgewicht (GG) unter 500 Gramm Uberleben. Da
die Risiken fur eine schwere Schadigung unreifer Organe und fur Mortalitat in hohem
Male mit niedrigem Geburtsgewicht korrelieren ist die klinische Einteilung von
Neugeborenen anhand ihres Geburtsgewichts in die drei Kategorien low birth weight
(LBW, GG <2.500 g), very low birth weight (VLBW, GG <1.500 g) und extremely low birth
weight (ELBW, GG <1.000 g) weltweit Gbliche Praxis.!":12

Allen Fortschritten zum Trotz geht die gesunkene Mortalitdt mit einer erhdhten
Morbiditat einher, besonders bei den extrem unreifen Friihchen.'?>-'® In Deutschland sind
heute immer noch ungefahr 75% der perinatalen Mortalitdt und mehr als 50% der
neurologischen Langzeitmorbiditat friihgeburtsassoziiert.” Deutschland hat im
europaischen Vergleich zudem die héchste Frihgeburtenrate mit 8,7 % im Jahr 2013 und
damit jahrlich ungefahr 60.000 Friihgeburten.'” Weltweit kamen im Jahre 2014 10,6 %
aller Lebendgeborenen, also ca. 15 Millionen Sauglinge, zu friih auf die Welt."" 2016 war
Frihgeburtlichkeit mit 18% weltweit die haufigste Todesursache fir Kinder unter 5 Jahren
(ca. 1 Million absolut).'® Die Zahlen verdeutlichen die Relevanz dieses Problems, sowohl
im Hinblick auf soziobkonomische Aspekte als auch auf die enormen emotionalen
Belastungen, denen Betroffene und Angehorige ausgesetzt sind.®-2!

Zu den haufigsten langfristigen Beeintrachtigungen Frihgeborener zahlen sowonhl

motorische als auch psychoneurologische Entwicklungsstérungen. Zahlreiche
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Nachuntersuchungsergebnisse aus epidemiologischen Studien belegen, dass extrem
unreife Frihgeborene ein deutlich hdheres Risiko fur psychointellektuelle und kognitive
Entwicklungsstérungen einschlieflich Autismus-Spektrum-Stérung (ASS),
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitdtsstorung  (ADHS), mentale  Retardierung,
Depressionen und Schizophrenie haben.??-22 Da dieses Risiko, neben dem GA und GG,
von zahlreichen weiteren Faktoren abhangig ist, findet man je nach Studie
unterschiedlich hohe Zahlen (ber die Inzidenz  psychoneurologischer
Entwicklungsstérungen.'® Unbestritten ist jedoch die enge Korrelation zum GA. So zeigen
mehrere groRe Kohortenstudien aus verschiedenen Industrienationen, dass das Risiko
sowohl fur akute Komplikationen als auch fur neurologische Entwicklungsstérungen mit
vermindertem GA steigt.8 13.29-34

Als wesentliche Ausldser fur die Genese dieser Erkrankungen vermutet man
neben genetischen Faktoren auch noch in der Pra- und Perinatalperiode entstandene
Stérungen der Neurogenese.?> % Dazu zahlen als Ursache neben maternaler
Mangelerndhrung auch pra-, peri- und postpartale Komplikationen, wie z.B.
Plazentainsuffizienz, (Pra-)Eklampsie, Infektion oder ischamisch-hamorrhagische
Insulte. Schwangerschaftsbedingte Komplikationen stellen wiederum ein hohes Risiko fur
eine Friihgeburt dar.® 37 38 Kommt es zu einer Friihgeburt, so wird der Fetus in eine fiir
seine weitere Entwicklung unphysiologische Umgebung ex utero versetzt. Zudem bedingt
eine zunehmende Unreife der Organe ein erhdhtes Risiko einer unzureichenden
postnatalen Anpassung, insbesondere von Kreislauf, Atmung, Stoffwechsel und
Thermoregulation. Hierdurch steigt wiederum das Risiko fur Hypo- und Hypertension,
Ischamie, Hypoxie, Azidose u.a., bekannte und wichtige Faktoren, die Uber Inflammation
und ischamisch-hamorrhagische Insulte zu einem Hirnschaden fiihren kénnen.*® Dieser
pathogenetische Mechanismus ist klinisch und experimentell belegt.*®*?> Das
Frihgeborene reagiert jedoch auch auf Noxen aus der Umwelt besonders vulnerabel. So
ist bekannt, dass zu hohe Sauerstoffkonzentrationen schadigend auf Retina und Lunge
wirken.43 44 Zuletzt deuten aulRerdem einige klinische und experimentelle Studien darauf
hin, dass der geburtsbedingte drastische Anstieg des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks
mit dem Ergebnis einer neonatalen Hyperoxie auch eine schadigende Wirkung auf das

unreife Gehirn haben konnte.4®
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1.2 Die Gehirnentwicklung des Menschen

Die primare Neurulation und damit Entwicklung des zentralen Nervensystems
(ZNS) beginnt beim Menschen ab dem 16. Tag post conceptionem (p.c.).4%: 4" Aus dem
Ektoderm entsteht unter Einfluss von Faktoren das Neuroepithel, das lber die
Neuralplatte, Neuralrinne und schliellich tber die Fusion der beiden Neuralleisten in der
Mittellinie zum Verschluss der Neuralrinne und zur Bildung des Neuralrohrs fiihrt.*® Durch
intensive symmetrische Proliferation ab der 3. — 4. Woche breiten sich die
Neuroepithelzellen nach lateral und radial weiter aus und bilden die Ventrikularzone (VZ,
spater Ependym). Parallel dazu teilen sich die ersten Neuroepithelzellen im Rahmen
eines ersten Differenzierungsprozesses in Radialgliazellen.*® Diese Zellen sind nicht nur
Vorlauferzellen, aus denen die meisten Neuronen und Gliazellen des ZNS hervorgehen,
sie durchspannen mit ihren langlichen Zellfortsatzen die gesamte Wand des Neuralrohrs
und bilden damit als Leitgertst fur die folgenden Neurone die Grundlage der
Zellmigration.® 51 Die Radialgliazellen sind ebenfalls zur symmetrischen Zellteilung fahig,
proliferieren jedoch im Sinne der Neurogenese lberwiegend asymmetrisch.*® Demnach
bleibt nach der Mitose eine Tochterzelle als Radialgliazelle erhalten und teilungsfahig.
Aus der anderen Tochterzelle jedoch geht entweder ein postmitotisches Neuron (direkte
Neurogenese) hervor, oder, viel haufiger, eine intermediare Vorlauferzelle (indirekte
Neurogenese), die wiederum zu (a-)symmetrischen Zellteilungen fahig ist und
postmitotische Neurone produziert.*® Dabei kommt es aufgrund der unterschiedlichen
mitotischen Aktivitdt zu lokalen morphologischen Veranderungen des kranialen
Neuralrohrs aus denen die Anlage fur das Prosencephalon, Mesencephalon,
Rhombencephalon und Riickenmark hervorgehen.*® Zu den friih produzierten Neuronen
gehdren vor allem die horizontal ausgerichteten bipolaren Cajal-Retzius Zellen, die
entlang der Radialgliazellen aus der VZ auswandern und die subpial liegende
Marginalzone (MZ) bilden (5. Woche).*® Sobald ein Neuron produziert wurde, migriert es
zu seinem Zielort. Gegen Ende der 6. Woche entsteht zusatzlich die Uber der VZ (extrem
zelldicht) liegende Subventrikularzone (SVZ, weniger zelldicht), in der zusammen mit der
VZ weiterhin Proliferation stattfindet.*® Ab der 6 — 7. Woche beginnt daher auch die
eigentliche Migration.*® 52 Die ersten migrierenden Zellen bilden bei ihrer Wanderung
zunachst die zwischen SVZ und MZ liegende Intermediarzone (I1Z) (spater weilde
Substanz). Auf ihrer Wanderung gelangen die Zellen dabei in die dahinter liegende

Subplatte.*® 50 Die im Folgenden migrierenden Zellen durchqueren die Subplatte und
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bilden die noch vor der Marginalzone liegende kortikale Platte (spater graue Substanz).%°
Die hier eingewanderten Zellen bilden nach Differenzierung und Reifung die Schicht VI.
Die nachsten Zellen durchqueren wiederum die Schicht VI und bilden vor der
Marginalzone erneut eine kortikale Platte, aus der die nachste Schicht V entsteht. Nach
diesem Prinzip entstehen am Ende sechs Schichten, wobei Schicht | die Marginalzone
mit Cajal-Retzius Neuronen darstellt, welche das Reelin-Protein produzieren, das als
Stoppsignal fir neu eingewanderte Zellen darstellt. Dieses Phanomen bezeichnet man
als inside-out-layering. Mit einem Hohepunkt von der 12. bis 24. Woche ist die Migration
ab der 26. — 29. Woche weitestgehend abgeschlossen.*6. 49. 50, 53-55 Dje Neurogenese
selbst hat seinen Hohepunkt vom 2. — 3. Monat mit bis zu 250.000 Neurone pro Minute
und gilt zum groBten Teil nach 5 Monaten als abgeschlossen.*5: %6 Nach der Neurogenese
beginnen die Radialgliazellen erst die eigentliche Gliogenese.*® Ein weiterer
entscheidender Schritt in der Gehirnentwicklung ist die Differenzierung. Differenzierung
ist ein Prozess bei dem unter Einfluss von Hormonen, Zellkontakten und Herkunft ein
bestimmtes raumlich-zeitliches Muster der Genexpression ablauft. Die erste strukturelle
und funktionelle Spezialisierung von Zellen beginnt bereits unmittelbar nach Mitose der
neuroepithelialen Stammzellen. Eine weitere Differenzierung erfolgt, sobald eine Zelle
das Ziel ihrer Migration in der kortikalen Platte erreicht hat. So sind Pyramidenzellen der
Schichten V und VI als solche bereits erkennbar, bevor die Zellen der Schicht Il
eingewandert sind.®® Um die 30. — 32. Woche herum sind alle sechs Schichten als solche
differenziert erkennbar.5> 57 Nach der Differenzierung der Neurone, erfolgt die der
Astrozyten, die ihren Hohepunkt um die Geburt erreicht, und als letztes die der
Oligodendrozyten.®® Der nachste wichtige Schritt ist die Dendrito- und Axonogenese des
apolaren Neuroblasten im Rahmen der Reifung. Dieser Schritt ermoglicht erst die
Kommunikation mit anderen Neuronen und die damit einhergehende Integration des
Neurons in das adaquate neuronale Netzwerk.>® Zu Beginn sind Dendriten und Axon
nicht voneinander zu unterscheiden und werden kollektiv als Neuriten bezeichnet. Jeder
Neurit besitzt an seiner Spitze einen Wachstumskegel, der Uber sein Zytoskelett, seine
Lamellipodien und Filopodien, darauf spezialisiert ist, den richtigen Weg fur die
Verlangerung zu finden. Dabei erfolgt ein Wachstum nur, wenn in der extrazellularen
Matrix die richtigen Faserproteine gefunden werden. Die Axone bilden zusatzliche
Zelladhasionsmolekule aus, die sie aneinanderbindet und fur ein synchrones Wachstum
sorgt. Wenn ein Wachstumskegel sein Ziel erreicht hat, kommt es Uber eine

proteingesteuerte Wechselwirkung von Wachstumskegel und Zielmembran zur
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Ausbildung synaptischer Strukturen (Synaptogenese).?® 53 Die Synaptogenese beginnt
um die 20. Woche und erreicht seinen Hohepunkt zwischen dem ersten und zweiten
Lebensjahr.5* 58 Bis zum zweiten Lebensjahr findet eine Uberproduktion sowohl von
Synapsen als auch von Neuronen statt. Bereits pranatal beginnend erfolgt anschliel3end
bis ins spate Jugendalter eine Reduktion der Synapsen um bis zu 50%, wohingegen eine
ahnlich hohe Rate an Neuronen bereits pranatal mit Beginn der Reifung durch Apoptose
eliminiert wird. Dieser Prozess gilt flr die erfolgreiche Integration der Nervenzellen in ihr
adaquates neuronales Netzwerk, was unter anderem mit Lernprozessen in Verbindung
steht, als obligat.4® 52 53,56, 58,59 A|s |etzter Reifeprozess des Gehirns erfolgt ab der 32.
Woche bis ins Erwachsenenalter die Myelinisierung durch Oligodendrozyten mit einem
Hohepunkt bei 6 Monaten bis 2 Jahre.*®: 5358 All diese Prozesse (Proliferation, Migration,
Differenzierung, Reifung, Synaptogenese, Apoptose, Myeliniserung) werden auch von
der Pyramidenzelle und ihren Vorlauferzellen durchlaufen. Die Pyramidenzellen stellen
eine essentielle Neuronenklasse im zerebralen Kortex, des Hippocampus und der
Amygdala dar.%° Sie sind die einzigen Projektionsneurone, die Uber ihr langes Axon
sowohl benachbarte als auch weit entferntere Gebiete sowie das Ruckenmark erreichen
konnen.®%-2 Als Neurotransmitter nutzen sie Glutamat.>” Organisiert in dichten S&ulen
zeigen die pyramidenférmigen Neuronen eine sehr ausgepragte Polaritat mit einem lang
verzweigten Dendriten aus dem Apex (Apikaldendrit) orthogonal zur Oberflache. Aus der
Zellbasis entspringen seitlich mehrere sich verzweigende Dendriten (Basaldendriten) und
mittig ein orthogonal zur weiRen Substanz laufendes und sich ebenfalls verzweigendes
langes Axon als einzige Efferenz.%9-%% Die Gesamtheit der Dendriten einer
Pyramidenzelle wird wegen ihrer morphologischen Assoziation auch als Dendritenbaum
bezeichnet. Mit einem Anteil von 75% bis 80% aller Neuronen im zerebralen Kortex
reprasentieren die Pyramidenzellen dort die bedeutendsten exzitatorischen
Nervenzellen.5” Folglich sind pathologische Veranderungen in Morphologie und Funktion
mit vielen verschiedenen neurologischen Krankheiten und Entwicklungsstérungen
assoziiert, i.e. ASS und damit verwandte Storungen (Rett-Syndrom, Fragile-X-Syndrom,
tuberose Sklerose, u.a.) und ADHS, aber auch Schizophrenie, Demenz-Erkrankungen,
Depressionen u.v.m. Insbesondere spielen Veranderungen im Dendritenbaum und den
darauf befindlichen postsynaptischen Endigungen eine entscheidende Rolle in der
Pathophysiologie der genannten Erkrankungen.t4%% Physiologisch sind die
Pyramidenzellen besonders hervorzuheben in ihrer Funktion im tractus corticospinalis,

Uber die die gesamte quergestreifte Muskulatur innerviert wird und im prafrontalen
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Kortex, welcher fur hohere kognitive Fahigkeiten verantwortlich ist und die Verarbeitung

von Informationen aus verschiedenen Hirnarealen ermoglicht.5% 66
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Abbildung 1.1: Embryologische Entwicklung des Neokortex nach dem inside-out-layering Prinzip.

Die in der Ventrikuldrzone neu entstandenen Zellen migrieren nach apikal durch die Intermediarzone und Subplatte bis
zur kortikalen Platte, um hier eine neue Kortexschicht zu bilden. Die danach migrierenden Zellen durchwandern die
neu entstandene Schicht, um in der dahinter apikal liegenden kortikalen Platte eine neue Kortexschicht zu bilden. Nach
diesem Prinzip entstehen die Schichten Il — VI. Schicht | ist die Marginalzone mit Cajal-Retzius Zellen. Intermediarzone
und Subplatte werden zur weillen Substanz.

1.3 Die Phase des schnellen Hirnwachstum bei Mensch und Maus

Die pranatale Entwicklung des menschlichen Gehirns ist ein hoch komplexer
Prozess mit mehreren zum Teil parallel ablaufenden Entwicklungsschritten, bei der jeder
fur sich eine wesentliche Rolle fur die weitere Entwicklung und fur die Ausbildung
physiologischer Funktionen des adulten Gehirns einnimmt. Eine weitere Besonderheit
stellt die Wachstumsdynamik des Gehirns wahrend seiner Entwicklung dar: Das starkste
Wachstum findet im dritten Trimenon statt, und die grofite Wachstumsrate wird um den
Zeitpunkt der Geburt erreicht (Siehe Abbildung 2).5” Um die 20. Woche p.c. hat das
Gehirn 10%, um die 34. Woche etwa 65% des Gewichts eines reifen Feten der 40. Woche

erreicht.6” Um die 34. Woche liegt das Gewicht bei 65% eines reifen Gehirns.%8 Auch die
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graue Substanz gewinnt von der 29. — 41. Woche das Vierfache an Volumen.®® Das
kortikale Volumen selbst entspricht in der 28. Woche nur zu 13% und zu 53% in der 34.
Woche dem eines reifen Feten.®® In der weilen Substanz kann man zwischen der 35.
und 41. Woche ein Anstieg des myelinisierten Volumens um das Funffache
beobachten.®® Das bedeutet also, dass mehr als die Halfte der Gehirnmasse, des
kortikalen Volumens und des Anteils myelinisierter weiller Substanz erst im 3. Trimenon
erlangt wird. Aus diesem Grund wird diese Phase mit dieser enormen Wachstumsrate als
eine sehr vulnerable Zeit in der Gehirnentwicklung betrachtet.®® Im Alter von 2 — 3 Jahren
sind 90% — 95% des adulten Hirngewichts erreicht.5® Ursachlich fir dieses ausgepragte
Wachstum sind sowohl umfangreiche Differenzierungs- und Reifungsprozesse der
Nerven- und Gliazellen, insbesondere die Dendrito- und Axonogenese, als auch die erst
um die 32. Woche einsetzende Myelinisierung in der weilen Substanz. Zudem erleben
die Gliazellen um den Zeitpunkt der termingerechten Geburt einen Héhepunkt in ihrer
Proliferation, genauso wie die Uberschieliende Synaptogenese durch die Neuronen und
die Gyrierung des zerebralen Kortexes.®® 7972 Dieses Wachstum, wie auch die im
vorangehenden Kapitel genannten Entwicklungsschritte, finden bei verschiedenen
Spezies zu unterschiedlichen Zeitpunkten statt.”"- 73 Jedoch sind zentrale Vorgange der
pranatalen Entwicklung des Kortex innerhalb der Klasse der Saugetiere konserviert
geblieben.®® 7. 75 Ein haufig verwendetes in vivo Tiermodell fiir neurobiologische
Experimente und fir die Erforschung der Entwicklung des zentralen Nervensystems ist
die Maus. Grund dafur ist, dass die Phase der neuronalen Differenzierung und Reifung,
wie auch die darauffolgenden Entwicklungsschritte, erst postnatal erfolgt.’® So konnte
anhand der Reifung der Oligodendrozyten gezeigt werden, dass der Entwicklungsstand
der weillen Substanz und des axonalen Wachstums bei Nagetieren im postnatalen Alter
von ein bis drei Tagen (P1 — P3) ungefahr dem Niveau eines Menschen um die 23. — 32.
Woche entspricht. Analog dazu korreliert ein Alter von P7 ungefahr mit der 32. — 36.
Woche und erst bei P10 ein Entwicklungsstand vergleichbar mit dem eines reifen Feten
erreicht ist, zumindest was die weilRe Substanz betrifft.5® Die Myelinisierung ist bei P10 —
P14 bereits angelaufen und erreicht ein Hohepunkt bei P20.°8 Die groRte
Hirnwachstumsrate wird ebenfalls um P7 — P10 erst postnatal erreicht (siehe Abbildung
2).%8 Ein weiterer Aspekt, der die Maus zu einem geeigneten Tiermodell flir dieses und
andere neurobiologische Experimente macht, liegt darin, dass alle anderen
lebensnotwendigen Organe zum Zeitpunkt der Geburt weitestgehend ausgereift sind.

Dadurch ist das Risiko fur mogliche Stérfaktoren, die durch kranke oder unreife Organe
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bedingt sein konnten, gering und Versuchsergebnisse am Gehirn erlauben direkte

Schlussfolgerungen.

— Mensch (1 Einheit = 1 Monat)
— - - — Maus (1 Einheit =1 Tag)
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Abbildung 1.2: Die Phase des schnellen Hirnwachstums beim Menschen und bei der Maus
Die Phase des schnellen Hirnwachstums erreicht beim Menschen seinen Héhepunkt um die Geburt. Bei der Maus wird
dieser Gipfel erst postnatal erreicht. Modifiziert nach Dobbing und Sands (1979).

1.4 Hyperoxie

Eine moégliche Definition von Hyperoxie kdnnte lauten: Ein tber das physiologische
Mald erhohter Sauerstoffgehalt der Kérpergewebe infolge einer Hyperoxamie aufgrund
eines erhdhten Sauerstoffpartialdrucks in der Atemluft. In der medizinischen Praxis ist
Sauerstoff eines der am haufigsten eingesetzten Medikamente in der Behandlung schwer
kranker Patienten und gehdrt zur Standardmedikation in der akuten Schocktherapie und
Notfallmedizin.”® Um eine ausreichende Oxygenierung zu gewahrleisten, Ubersteigt die
auch heutzutage noch grolzlgige, liberale Anwendung von Sauerstoff haufig

physiologische Werte.”®-"8 Die wesentlichen Mechanismen von Sauerstofftoxizitat sind
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bekannt, jedoch sind sich viele Uber den schadlichen Effekt durch Hyperoxie nicht
bewusst.”® 77 Die aktuelle klinische Studienlage belegt hingegen eine klare Korrelation
zwischen Hyperoxie und einer erhéhten Mortalitdt und Morbiditat, insbesondere bei Frih-
und Neugeborenen.”8 7. 79-82 Ays diesem Grund riickten sowohl die WHO im Jahre 1998,
als auch die International Liaison Committee on Resuscitation (ILCOR) im Jahre 2005/6,
von ihrer Empfehlung ab, fir die Wiederbelebung Neugeborener 100% O> einzusetzen,
und erklarten stattdessen, dass Raumluft mindestens ebenso effektiv, wenn nicht
Uberlegen ist.83 84

Eine der Ursachen flr den schadigenden Effekt von Hyperoxie liegt in der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), vereinfacht Sauerstoffradikale.”®?° Radikale sind
Molekile mit mindestens einem ungepaarten Valenzelektron, welche besonders
reaktionsaktiv exergonische Reaktionen mit anderen Molekulen eingehen, um einen
thermodynamisch gunstigeren Zustand einzunehmen. Bei Sauerstoffradikalen handelt es
sich um reaktive Sauerstoffverbindungen, die durch physiologische Prozesse (z.B.
Zellatmung, Immunabwehr u.a.) in niedriger Konzentration im Koérper vorhanden und fur
die Gesundheit erforderlich sind.”® 8 Aus einer pathologisch erhohten Konzentration von
ROS durch Hyperoxie resultiert jedoch eine als oxidativer Stress bezeichnete
Stoffwechsellage, bei der die zelleigenen antioxidativen Schutzsysteme nicht ausreichen
und es folglich zu Schadigungen zellularer Strukturen kommt. Grund daftr ist, dass ROS
mit nahezu allen Molekulen in der Zelle reagieren konnen, insbesondere DNA, Proteine
und Lipide. Diese werden dabei strukturell verandert und kénnen dadurch ihre Funktion
verlieren. Besonders folgenreich ist die durch ROS verursachte DNA-Oxidation, da
hierdurch das Risiko fur Mutationen und Malignome steigt. Durch ROS oxidierte Proteine,
auch Carbonylproteine genannt, kdnnen unlésliche und funktionslose Proteinaggregate
bilden, die auch als Ursache fur verschiedene neurodegenerative Erkrankungen bekannt
sind. Bei der Oxidation von Lipiden (Lipidperoxidation) kommt es zu einer radikalischen
Kettenreaktion, bei der die Zellmembran und ggf. die Zellintegritat geschadigt wird. Diese
Schadigungen beeinflussen nicht nur wichtige Signalkaskaden, sondern fuhren mitunter
zur Einleitung von Apoptose.44: 76. 78, 86-88

Die relative Hyperoxie fur ein Neugeborenes ist dem Umstand geschuldet, dass
es durch die Geburt zu einem drastischen Anstieg des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks
(paO2) kommt. Ein Fetus halt intrauterin einen p2O2 von ca. 25 — 35 mmHg. Nach der
Geburt steigt dieser Wert ohne zusatzliche Beatmung um ein Vielfaches auf ungefahr 65

— 80 mmHg an.8-°"1 Bei zusatzlich beatmeten Friihchen, was aufgrund der zusatzlichen
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Unreife der Lunge haufig vorkommt, verscharft sich die pathophysiologische relative
Hyperoxie mitunter noch. Bei einem reifen Neugeborenen fuhrt diese relative Hyperoxie
zu einem Anstieg von ROS mit der Folge einer verbesserten neonatalen Anpassung und
Reifeinduktion der antioxidativen Schutzsysteme durch bspw. eine verstarkte Synthese
antioxidativer Enzyme.*4 7® Mit zunehmender Unreife des Neugeborenen ftritt diese
Reaktion nicht oder nur eingeschrankt ein. Grund daflr ist, dass die antioxidativen
Schutzsysteme erst im dritten Trimenon entstehen und reifen, sodass das Frihgeborene
mit einer erschwerten postnatalen Adaptation und eingeschrankten Fahigkeit ROS zu
detoxifizieren konfrontiert wird.#4 88, 92, 93

Bertcksichtigt man, neben der relativen Hyperoxie und den unreifen antioxidativen
Schutzsystemen.% die Unreife des Organismus, so erklart sich die hohe Vulnerabilitat
Frihgeborener gegenuber Sauerstoff. Daten aus klinischen Studien zeigen, dass
Hyperoxie dabei insbesondere mit der Pathogenese der Bronchopulmonalen Dysplasie
(BPD), Retinopathia praematurorum (ROP), Periventrikularen Leukomalazie (PVL),
Nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) und einem schlechten neurologischen Outcome in
direktem Zusammenhang steht.*3 81. 82, 95-100 je geringer das GA und je unreifer das
Neugeborene zur Welt kommt, desto hdher ist auch die Inzidenz dieser pathologischen
Erscheinungen. Daraus etablierte sich der Ausdruck oxygen radical disease of
prematurity.’®" Im klinischen Umgang mit Sauerstoff bei Friihgeborenen gibt es bis heute
noch wenig wissenschaftlichen Konsens. So ist im Hinblick auf die Mortalitat und
Morbiditat Friihgeborener unklar, ob zur Wiederbelebung initial eine hdhere (FiO2 =20,4)
oder niedrigere (FiO2 <0,4) Sauerstoffkonzentration gewahlt werden sollte, um eine
gewlinschte Sauerstoffsattigung zu erreichen.'®? Bei der Festlegung der optimalen
Sauerstoffsattigungsgrenzen fur Friihgeborene konnte zumindest gezeigt werden, dass
eine niedrigere Sattigung (85% — 89%) mit einem héheren Mortalitatsrisiko assoziiert ist
als eine hohere (91% — 95%).103. 104

Das ZNS reagiert besonders empfindlich auf Hyperoxie. Zelldegeneration,
Inflammation sowie Veranderungen auf zellularer und molekularer Ebene mit
Langzeitschaden konnten mehrfach in experimentellen Studien am Tiermodell gezeigt
werden % 105-10% 5q verursachte Hyperoxie bei neugeborenen Ratten lber weite Teile
des unreifen Gehirns eine signifikant erhohte Zelldegeneration.'%® 110 Weiterhin konnte
eine Vielzahl struktureller und funktioneller Veranderungen an pro-inflammatorischen
Mediatoren, Matrix-Metalloproteasen, Autophagie relevanten Genen und ZNS-

spezifischen Proteinen nachgewiesen werden, unter anderem auch an Proteinen, die
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dem antioxidativem Schutzsystem angehdren, wie z.B. Glutathion.®® 11113 Ein weiterer
relevanter Befund ist die Schadgung der weillen Substanz und der Myelinisierung durch
Hyperoxie, mit gesteigerter Apoptose von Oligodendrozyten(-vorlauferzellen) und
ultrastrukturelle Schaden der Myelinscheiden. Es kommt dabei zu einer dauerhaften
Schadigung der frlhen Entwicklung der weillen Substanz mit beeintrachtigten
Leitungseigenschaften und gestorter Integritat.’0% 106, 114-116  Dje  Folgen dieser
Schadigung waren auch in einem einfachen und komplexen Laufradtest mit Mausen zu
dokumentieren, die darin ein hyperaktives Verhalten und Defizite in der motorischen
Koordination offenbarten.'"” Diese Beobachtung kdnnte darauf deuten, dass neonatale
Hyperoxie im unreifen Gehirn unter anderem eine wichtige Rolle in der Pathogenese des
ADHS ehemals frihgeborener Kinder spielt. Bei Hyperoxie-exponierten Ratten wurden
zudem Veranderungen im Gyrus dentatus des Hippocampus und Defizite der
Gedachtnisfunktion zusammen mit einer verminderten synaptischen Plastizitat
nachgewiesen, passend zu Symptomen bei Kindern mit Autismus-Spektrum-Stérung.1%%:
118-120 Aych auf das Kleinhirn scheint Hyperoxie einen schadigenden Effekt zu haben. So
wurde im Kleinhirn der Ratte eine verminderte Proliferation der Vorlauferzellpopulation
fur Kornerzellen und Dendritenschadigung von Purkinjezellen gefunden, die zu
langfristigen Veranderungen flhrten.'?' Darliber hinaus konnte eine veranderte
Genexpression in zerebellaren Astrozyten und Oligodendrozyten-Vorlauferzellen gezeigt
werde.??

Diese experimentellen Untersuchungsergebnisse verdeutlichen die Spannbreite
an schadlichen Effekten, die durch Sauerstofftoxizitat auf zellularer Ebene und in der
Hirnentwicklung ausgelést werden. Unbekannt sind allerdings die Auswirkungen von
neonataler relativer Hyperoxie auf die in utero ablaufende Entwicklung kortikaler
Pyramidenzellen unter dem Aspekt des drastischen Anstiegs des Sauerstoffpartialdrucks
im Rahmen einer Frihgeburt. Die vorliegende Arbeit soll unter anderem einen Teil dieser
Licke in der Erforschung des Hyperoxie-Modells schlieffen und erstmals Erkenntnisse
Uber die morphologische Entwicklung kortikaler Pyramidenzellen unter Hyperoxie im

unreifen Gehirn der Maus liefern.

11



1 Einleitung

=70 mm Hg abhénging von
Sauerstofftherapie und
pulmonaler Situation

Perinataler Anstieg von Sauerstoff

25 mm Hg

n ROP BPD  Hirnschaden

Geburt + Sauerstofftherapie

Abbildung 1.3: Perinataler Anstieg von Sauerstoff.

Die embryonale und fetale Entwicklung des Menschen erfolgt intrauterin mit einem Sauerstoffpartialdruck von ungefahr
25 mmHg unter hypoxdmischen Bedingungen verglichen zu extrauterin. Der perinatale Anstieg des
Sauerstoffpartialdrucks auf Gber 70 mmHg filhrt zu einer relativen Hyperoxie, welche bei Friihgeborenen mit der
Pathogenese verschiedener friihgeburtsassoziierter Erkrankungen in direktem Zusammenhang steht, insbesondere
der Retinopathia praematurorum (ROP), Bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) und verschiedenen ZNS-Erkrankungen.
Modifiziert nach B. Reich.

1.5 Erythropoetin

Erythropoetin (EPO) ist ein relativ hitze- und pH-stabiles, saures, 30,4 kDa
schweres Glykoprotein-Hormon, bestehend aus 165 Aminosauren, dass phylogenetisch
zur Zytokinfamilie der koloniestimulierenden Faktoren gehort.2%-125 Als Wachstumsfaktor
fur erythroide Vorlauferzellen sind EPO und der Erythropoetinrezeptor (EPO-R) essentiell
fur die Erythropoese.('?6: 127) Bei Erwachsenen entstammt EPO zu ungefahr 80% aus
peritubularen Fibroblasten des Nierenkortex und zu 20% aus Hepatozyten und Ito-Zellen
der Leber.'?8-130 Dabei ist in diesen Zellen die Gewebshypoxie der priméare Stimulus, der
zu einer Dimerisierung der zwei Untereinheiten des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF-1)
fuhrt, der als Transkriptionsfaktor die EPO-Synthese initiiert.'2% 3% 132 Uper endokrine
Sekretion gelangt EPO ins Knochenmark, supprimiert in den erythroiden Vorlauferzellen
die Apoptose und induziert deren Proliferation, Differenzierung und Reifung. Die

Signaltransduktion erfolgt dabei nach Rezeptordimerisierung Gber den JAK2/STATS-,

12



1 Einleitung

MAPK/ERK-, PIBK/AKT- und FOXO3a-Signalweg, welche Zellwachstum, Proliferation,
Differenzierung férdern und Apoptose verhindern konnen.'?5 128 133, 134 Mt diesen
Eigenschaften erlangte EPO schon frih klinische Relevanz in der therapeutischen
Behandlung von Anamien, auch in der Neonatologie und gilt seither als ein sicheres
Medikament.% 126. 135,136 Neben seiner wichtigen Funktion in der Hamatopoese entfaltet
parakrin sezerniertes EPO allerdings auch eine Vielzahl an nicht-hamatopoetischen
Effekten. Mehrere Untersuchungen konnten EPO- und EPO-R-mRNA in Gehirn, Lunge,
Herz, Milz, Reproduktionstrakt, Haarfollikel u.a. eines Erwachsenen nachweisen. Hier
umfassen die pleiotropen Eigenschaften von EPO unter anderem modulierende
Wirkungen auf Inflammation, Immunreaktion sowie vaso- und angiogene Effekte.!37-140
Aber auch in der embryonalen und fetalen Entwicklung scheint EPO eine wichtige Rolle
einzunehmen. Knock-out Mause, die kein EPO oder EPO-R synthetisieren, versterben
bereits intrauterin. Im menschlichen Fetus wurde der EPO-R ebenfalls auf mehreren
organspezifischen Zellen nachgewiesen, einschliellich Gehirn, Herz, Lunge, Dinndarm
u.a.(139. 141,142) Epenfalls durch Gewebshypoxie stimuliert, zeigt EPO in der Entwicklung
dieser Organe proliferative, anti-apoptotische und zellprotektive Eigenschaften.29 131,143
Da EPO die Plazentaschranke nicht Uberwinden kann, wird es vom Fetus selbst
synthetisiert, hauptsachlich in der Leber. Ab der 30. SSW Ubernehmen die Nieren diese
Aufgabe sukzessive.'? 43 Analog zur Plazentaschranke stellt auch die (intakte) Blut-
Hirn-Schranke eine Barriere dar, die von EPO nur durch hohe exogene Dosen
Uberwunden werden kann, sodass die Zellen des sich entwickelnden ZNS ihr eigenes
EPO synthetisieren.™* 145 Die EPO- und EPO-R-Synthese des ZNS ist im fetalen
Stadium um ein Vielfaches erhéht und fallt kurz nach der Geburt ab.'#® 47 Nach
erlittenem Hirnschaden steigt die Expression im Gehirn allerdings wieder an, sowohl bei
Tieren, als auch beim Menschen, was darauf hinweist, dass EPO nicht nur in der fetalen
Entwicklung, sondern auch im spateren Leben noch neuroprotektive Funktionen
auslibt.'8149. 150 |m Folgenden sollen die bisherigen Erkenntnisse zu neuroprotektiven

Eigenschaften von EPO durchleuchtet werden.

1.6 Erythropoetin und Neuroprotektion

Als das EPO im Serum unter Hypoxie nach beidseitiger Nephrektomie bei Ratten
nicht mehr anstieg, wurde in den 1950er Jahren deutlich, dass die Nieren eine essentielle

Rolle in der EPO-Synthese einnehmen. In den 1980ern konnte erstmals EPO- und EPO-
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1 Einleitung

R-mRNA molekularbiologisch im Nierenkortex von Nagetieren nachgewiesen werden. Im
menschlichen Gehirn wurde erst ab 1990 EPO- und EPO-R-mRNA nachgewiesen,
sowohl in Neuronen und Gliazellen, als auch in Endothelzellen des Gehirns.123. 130, 137, 141,
151 Dadurch offnete sich ein groRes Forschungsgebiet der Neurowissenschaften.
Zahlreiche Studienergebnisse konnten seither eine Vielzahl an neuroprotektiven Effekten
und Mechanismen durch EPO und EPO-R belegen, sowohl fir das reife, als auch das
unreife Gehirn bei Friihgeborenen. 131, 133, 143, 150, 152-156

Die experimentell am Nagetier (Maus/Ratte) getesteten Schadigungsmodelle
umfassen bisher Hypoxie, Hypoxie/lschamie, Ischamie/Reperfusion, Exzitotoxizitat,
intrazerebrale und -ventrikulare Hamorrhagie, Ruckenmarksverletzung und PVL. Hier
zeigte die Anwendung von rekombinantem EPO (rEPO) in Kombination mit jedem der
genannten Schadigungsmodelle neuroprotektive Effekte hinsichtlich Apoptose,
Inflammation, Exzitotoxizitat und oxidativen Stress. Darlber hinaus war eine Erholung
der Neuro- und Angiogenese und Migration regenerierter Neurone nachweisbar, sowie
eine signifikante Verbesserung des neurologischen Langzeit-Outcome.49: 155, 157-165

Bisherige Experimente, die den Effekt von rEPO in Kombination mit neonataler
Hyperoxie im unreifen Gehirn von Mausen/Ratten testeten, untersuchten verschiedene,
zum Teil ZNS-spezifische Proteine, z.B. Neurotrophine (BDNF, GDNF u.a.), Marker fur
oxidativen Stress (GSH/GSSG, Malondialdehyde, HO-1 u.a.), pro-inflammatorische (IL-
18, IL-18) und -apoptotische (Caspase 2, 3, 8) Mediatoren, Matrix-Metalloproteasen
(MMP-2,-9), Autophagie-assoziierte Proteine (Atg3, 5, 12, Beclin-1, u.a.) und die mRNA-
Expression von Genen, die fur neuronale Plastizitat wichtig sind (SYP, NRG1, NRP1).
Hier zeigte Hyperoxie in allen Untersuchungen negative Effekte im Sinne einer
Schadigung der Zellen. Gleichzeitig zeigte die mit rEPO behandelte Gruppe eine
signifikante Abschwachung des Hyperoxie-induzierten Schadens im Sinne einer
Zellprotektion. Weiterhin fluhrte rEPO zu einem verminderten Zelluntergang von
Oligodendrozyten und zu einem verbesserten neurokognitiven Outcome bei
Verhaltenstests (Open-Field-Test, Barnes-Maze, Objekterkennung).%% 111-113, 118, 166

Klinische Studien Uber die Anwendung von rEPO an Frihgeborenen gibt es
vereinzelt. Zwei grol3e Metaanalysen ergaben, dass prophylaktisch verabreichtes rEPO
bei sehr unreifen Fruhgeborenen, gemessen am Bayley-ll Mental Development Index
(MDI) zu einer statistisch signifikant verbesserten neurologischen und kognitiven
Entwicklung fuhrt, mit einer Abnahme neurologischer Entwicklungsstérungen und einem

verminderten Risiko fiir intraventrikulare Hamorrhagie (IVH), PVL und NEC.3 167
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Dennoch wird bezuglich eines Nutzens oder Empfehlung von rEPO flr das neurologische
Langzeit-Outcome gemessen nach 18 — 24 Monaten mit korrigiertem Alter aufgrund zum
Teil widerspruchlicher Ergebnisse einzelner Studien und eines hohen Risikos einer
Verzerrung in der grofRten untersuchten Studie keine eindeutige Aussage getroffen und
stattdessen auf die Notwendigkeit der noch erwarteten prospektiven Daten verwiesen.
Tatsachlich sind Unterschiede in der neurologischen Entwicklung vor dem 5. Lebensjahr
haufig nicht erkennbar.'®® 16 Unterschiede bezliglich Mortalitat, psychomotorischer
Entwicklung, zerebraler Lahmung und Hor- und Sehstérungen waren nicht zu
beobachten.'3¢ 167 Zwei weitere Reviews aus 2014 und 2015 untersuchten jeweils
Studien mit den gleichen Patienten und flhrten daher nicht zu erweiterten
Erkenntnissen.36

Bei Reifgeborenen wurde rEPO mehrfach als Therapie fur die Hypoxisch-
ischamische Enzephalopathie nach Asphyxie getestet. Ein aktuelles Review kam zu dem
Ergebnis, dass EPO einen positiven Effekt auf das neurologische Langzeit-Outcome
nach 12 — 24 Monaten postnatal hat und das Risiko fur La&hmungen und bleibende
Hirnschaden verringert.’® Aber auch hier ist die Aussagekraft aufgrund geringer
Fallzahlen begrenzt.

Die genauen Mechanismen flr die bisherigen experimentellen und klinischen
Untersuchungsergebnisse sind noch nicht vollumfanglich verstanden. Nach derzeitigem
Stand kommt der Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege durch den EPO-R
eine Schlisselrolle zu (siehe vorheriges Kapitel).'34 155

Um jedoch weitere Erkenntnisse Uber die neuroprotektive Eigenschaften von EPO
zu bekommen, wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals die morphologische
Entwicklung kortikaler Pyramidenzellen im unreifen Gehirn unter Einfluss von rEPO in
Kombination mit neonataler Hyperoxie untersucht. Ein weiterer Grund, weshalb rEPO als
potentielles Medikament bei Neugeborenen von besonderem Interesse ist, liegt in der
begrenzten Anzahl bereits zugelassener Medikamente in der Neonatologie. Als
vorteilhaft ist zu sehen, dass sich rEPO bereits in der Therapie der perinatalen Anamien
als sicheres Medikament bewahrt hat, sodass bereits viel Erfahrung in der Anwendung

von rEPO vorliegt.(13%
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2 ZENTRALE FRAGESTELLUNG

Zu fruh geborene Kinder =zeigen signifikant haufiger kognitive und
psychomotorische Entwicklungsstérungen im Vergleich zu termingerecht Geborenen.
Dazu zahlen Lernschwierigkeiten, emotionale Regulationsstérungen, Autismus-
Spektrum-Syndrom, Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitadtssyndrom, mentale
Retardierung, und Psychosen. Neben genetischen Faktoren als Ursache liegt bei
Fruhgeborenen vor allem die drastische Umweltveranderung als potentielle exogene
Ursache nahe. Fur eine neuroprotektive Therapie stellt Erythropoetin derzeit ein
potentielles Medikament dar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob neonatale Hyperoxie im
unreifen Gehirn der Maus zu mikroskopisch nachweisbaren Veranderungen Kortikaler
Pyramidenzellen fuhrt und ob diese Schaden durch die postnatale Anwendung von EPO
verhindert werden koénnen. Konkret wurden zur Beantwortung dieser Frage drei

Hypothesen aufgestellt.

1. Hyperoxie fuhrt zu einem signifikant vermehrten Zelluntergang CUX1-positiver
kortikaler Pyramidenzellen im Verhaltnis zu allen Zellen im sensorischen Kortex.

2. Hyperoxie fuhrt zu einer signifikanten Hemmung der Dendritogenese und
Synaptogenese kortikaler Pyramidenzellen im cingularen, motorischen und
sensorischen Kortex.

3. Die Anwendung von rEPO fuhrt zur Pravention der Pyramidenzellschadigung aus

Hypothese 1. und 2.

Verifizierung oder Falsifizierung dieser Hypothesen soll einen wichtigen Beitrag
zur Klarung der zentralen Frage leisten, ob und wie neonatale Hyperoxie die Entwicklung
und Reifung kortikaler Pyramidenzellen im unreifen Gehirn beeintrachtigt und wenn ja,
ob Erythropoetin ein geeignetes Mittel darstellt, diese schadlichen Effekte durch

Hyperoxie auf das sich entwickelnde Gehirn zu vermindern.
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3 METHODIK

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller und Katalognummer

Agarose

Ammoniak
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Ethanol (vergallt)

Ethylene Glykol

Erythropoietin

Kaliumchromat

Kaliumdichromat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumthiosulfat-5-hydrat

Polyvinylpyrrolidone
(Av. Mol. Wt.: 360.000; PVP360)

Quecksilber(ll)-chlorid
Roti®-Histol

Saccharose

17

Promega, Fitchburg, USA; V2111
Carl Roth, Karlsruhe; 6774.2

Sigma Aldrich, St. Louis, USA; D9542
Carl Roth, Karlsruhe; K928.4

Sigma Aldrich, St. Louis, USA; 324558-
2L

Roche Pharma (Schweiz)

Carl Roth, Karlsruhe; HN33.2
Merck, Darmstadt; 1.04862

Carl Roth, Karlsruhe; 9265.2
Carl Roth, Karlsruhe; T878.3
Carl Roth, Karlsruhe; P030.2
Merck, Darmstadt; 1.06516.1000

Sigma Aldrich, St. Louis, USA; P5288

Carl Roth, Karlsruhe; KK04.2
Carl Roth, Karlsruhe; 6640.4

Merck, Darmstadt; 1.07687.1000
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3.1.2 Puffer und Losungen

Die im Folgenden aufgefiuihrten Puffer und Lésungen wurden mit dd-H.O

hergestellt.

Bezeichnung Inhaltsstoffe

Golgi-Cox-Stammlésungen:

Kaliumdichromat-Losung 5% (w/v) Kaliumdichromat

Quecksilber(ll)-chlorid-Losung 5% (w/v) Quecksilber(ll)-chlorid

Kaliumchromat-Lésung 5% (w/v) Kaliumchromat

Golgi-Cox-Arbeitsldsung 20,83% (v/v) Kaliumdichromat-Ldsung
20,83% (v/v) Quecksilber(ll)-chlorid-
Ldsung

16,67% (v/v) ml Kaliumchromat-Lésung

0,1 M PBS (pH 7,2) 26,5 mM Natriumdihydrogenphosphat
77,06 mM di-Natriumhydrogenphosphat
307,99 mM Natriumchlorid

Gewebeschutz-Ldsung 50% (v/v) 0,1 M PBS (pH 7,2)
0,96 M (30% (w/v)) Saccharose
0,01% (w/v) PVP360
30% (v/v) Ethylene Glykol

50% Ethanol-Ldsung 50% (v/v) Ethanol

70% Ethanol-L6sung 70% (v/v) Ethanol

95% Ethanol-Losung 95% (v/v) Ethanol
Ammoniak-Lésung 2/3 (v/v) Ammoniak
Natriumthiosulfat-Lésung 5% (w/v) Natriumthiosulfat
Agarose-Gel 4% (w/v) Agarose
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3.1.3 Antikorper

Antikorper in

Verwendung Hersteller

CDP (M-222) 1% Pferdeserum

1:500 Santa Cruz

Biotechnology
sc-13024

Cy3® 10% Pferdeserum

1:500 Jackson

Immunoresearch
Laboratories, Inc
711-165-152

3.1.4 Laborgerate, Verbrauchsmittel und Sonstiges

Verbrauchsmittel:

Bezeichnung

Hersteller

Aqua-Poly/Mount

UltraCruz Delicate Task Wipers
Objekttrager

Deckglaser 24 x 60 mm
Deckglaser 18 x 18 mm
Sekundenkleber

Rasierklinge

Zentrifugenréhrchen 15 ml
Eukitt® Quick hardening mountin medium
Plastikform

Aluminiumfolie

Laborgerate:

Bezeichnung

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Santa Cruz Biotechnology

Gerhard Menzel

Carl Roth, Karlsruhe

Menzel-Glaser

Marston-Domsel MD GLUE 111.495

Feather Hi-STAINLESS Platinum
Coated

Falcon BP
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Hersteller

Microm HM650V Vibration microtome
Laborwaage

Magnetruhrer
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Mikrowelle Sharp R-937
Kuhlschrank Liebherr ProfiLine
Mikroskop Olympus IX81S1F-3 Olympus

Mikroskop Olympus BX60F-3 Olympus

Mikroskop Olympus BX51TF Olympus

OxyCycler BioSpherix, Lacona, NY, USA
Sonstiges:

Bezeichnung Hersteller
Messzylinder 100 — 1000 ml Brand

Glasflaschen 250 — 1000 ml Duran
Wasserfilteranlage Milli-Q, Merck Millipore
Objekttragerkasten Heathrow Scientific

3.1.5 Software und Datenbanken

Bezeichnung Bezugsquelle

Microsoft Office (Word, Excel, PowerPoint) Microsoft

GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Software

ImagedJ https://imagej.net/Fiji/Downloads
NCBI Datenbank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
Cochrane Library https://www.cochranelibrary.com/
Citavi 6 Swiss Academic Software GmbH
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3.2 Methoden

3.2.1 Schematischer Uberblick der Experimente

C57BL/6-Méuse Totung/Perfusion/Organentnahme
80% Sauerstoff v v
e
Geburt
O (rs P6 p7 ) P23

11

- 5000 IE/kg KG rEPO i.p.
-0,1 ml/10g KG 0,9% NacCl i.p.

Abbildung 3.1: Schematischer Uberblick des Hyperoxie-Modells mit rEPO.
P = Postnataler Tag

Kontrolle | Hyperoxie | Hyperoxie + rEPO

P7 P23
Immunhistochemie Morphometrie Synapsendichte
Quantifizierung der Synapsen / um
CUX1/ DAPI Dendriten Sekundardendrit

Abbildung 3.2: Schematischer Uberblick der Versuche und Untersuchungen
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3.2.2 Tierschutzrichtlinien

Die Tierexperimente erfolgten in Ubereinstimmung mit den Richtlinien zur
Durchfihrung von Tierversuchen des Landes Berlin und wurden vom Landesamt fur
Gesundheit und Soziales (LaGeSo) in Berlin genehmigt (Lizenz G 0224/16).

3.2.3 Tierversuchsmodell

5 Tage alte gesunde C57BL/6-Mause wurden in drei Gruppen eingeteilt: Kontrolle,
Hyperoxie und Hyperoxie + rEPO. Die Kontrolltiere wurden unter normaler Raumluft
zusammen mit ihrer Mutter gehalten. Die Mause der Hyperoxie- und der Hyperoxie +
rEPO-Gruppe wurden vom 5. bis zum 7. Lebenstag zusammen mit einem Muttertier Uber
48 Stunden in einer Kammer (OxyCycler BioSpherix) einer Atemluft mit 80% Sauerstoff
ausgesetzt. Die Gruppe der mit rEPO behandelten Tiere erhielten zu Beginn der
Sauerstoff-Exposition an P5, nach 24 Stunden an P6 und am Ende der Sauerstoff-
Exposition nach 48 Stunden an P7 jeweils eine intraperitoneale (i.p.) Injektion mit 5000
IE/kg KG rEPO. Die Tiere der Kontroll- und Hyperoxie-Gruppe erhielten stattdessen 0,1
ml/10g KG 0,9% NaCl als Placebo. Das Injektionsvolumen von 10 mi/kg KG wurde dabei
nicht dberschritten. Wahrend der 48-stiindigen Sauerstoff-Exposition wurden die
Muttertiere nach 24 Stunden gegen ein unter Normoxie gehaltenes Muttertier
ausgetauscht, um Beeintrachtigungen in der Versorgung der Jungtiere zu vermeiden.

Fur die immunhistochemische Farbung wurden sowohl fir P7 als auch fur P23 flr
alle drei Gruppen jeweils 2 Tiere verwendet. Fur die Golgi-Cox Farbung wurden fur die
Kontrollgruppe 9, die Hyperoxie-Gruppe 6 und die Hyperoxie + rEPO-Gruppe 5 Tiere

verwendet.

3.2.4 Narkoseeinleitung, Fixierung und Praparation

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die neugeborenen
Mause unmittelbar nach der Hyperoxie (P7) oder nach weiteren 15 Tagen (P23) an
Raumluft narkotisiert, transkardial mit PBS und nachfolgend 4% Paraformaldehyd in PBS
perfundiert und die Organe entnommen. Fir die morphometrischen Untersuchungen
wurden die Tiere lediglich an P23 narkotisiert, getotet, die Gehirne entnommen und ex

vivo in die Golgi-Cox-Farbung uberfuhrt. Die Narkose erfolgte durch Ketamin (100
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mg/kg), Xylazin (20 mg/kg) und Acepromazin (3 mg/kg), das intraperitoneal injiziert

wurde. Dieser Schritt erfolgte durch Yuliya Sharkovska.

3.2.5 Kryoschnitte fiir Immunhistochemie

Die Uber 16 — 20 Stunden bei 4°C in 4% Paraformaldehyd und PBS fixierten
Gehirne wurden zur Kryoprotektion fur eine Stunde in 5% Saccharose in PBS und
anschlieBend 30% Saccharose in PBS gelegt bis die Organe zum Glasboden
abgesunken sind. Als nachstes wurden die Gehirne mittels Isopentane auf -38°C —-40°C
eingefroren. AnschlieRend wurden 50 um dicke koronare Schnitte mit dem Kryotom
angefertigt. Die Schnitte wurden in einer 0,01% Natriumazid Lésung in PBS gesammelt.
Dieser Schritt erfolgte durch Yuliya Sharkovska.

3.2.6 Immunhistochemische Farbung

Durch die Fluoreszenz-Immunhistochemie wurden in Kryoschnitten spezifische
Zellmarker fur kortikale Pyramidenzellen nachgewiesen. Dazu wurden die Kryoschnitte
initial 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einer Zellkulturplatte mit 0,4% (v/v) Triton X
100 permeabilisiert. AnschlieRend erfolgte eine Blockierung der Schnitte mit 10%
Pferdeserum und 0,5% (v/v) Triton X 100 in PBS ebenfalls Gber 30 Minuten bei
Raumtemperatur, um unspezifische Signale zu unterbinden. Nach der Blockierung
wurden zu den Schnitten der erste primare CUX1-Antikérper (M-222, aus dem
Kaninchen) in der Losung 1:500 in 1% Pferdeserum zusammen mit 0,05% Triton X 100
und DAPI in der Verdunnung 1:10.000 hinzugefugt Uber Nacht bei 4°C gehalten. Die
Schnitte wurden 3 Mal Uber 10 Minuten in PBS gewaschen ehe der zweite sekundare
Antikdrper (Anti-Rabbit Cy3) in 10% Pferdeserum in PBS hinzugefiigt wurde. Nach 2
Stunden bei Raumtemperatur wurden die Schnitte 2 Mal Gber 10 Minuten in PBS erneut
gewaschen. Zuletzt wurden die Schnitte fur die immunhistochemischen Analysen
eingesammelt und mit Aqua-poly/mount und Deckglas Uber einem Objekttrager

abgedeckt. Dieser Schritt erfolgte durch Yuliya Sharkovska.
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3.2.7 Golgi-Cox-Farbung

Zunachst wurde die Golgi-Cox-Stammldsungen hergestellt. Die 3 Loésungen
wurden lichtgeschitzt bei Raumtemperatur in Glasflaschen aufbewahrt. In einer weiteren
Glasflasche wurde anschlieRend die Golgi-Cox-Arbeitsldsung hergestellt. Die
Glasflasche mit der Arbeitslosung wurde in Alufolie eingewickelt und 48 Stunden bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Fir jedes Gehirnpraparat wurde ein 15 ml FALCON-
Réhrchen mit 10 ml klarer Golgi-Cox Lésung aus den oberen Anteilen der Lésung gefllt.
Die Flasche mit der Golgi-Cox Loésung durfte bei diesem Vorgang nicht geschuttelt
werden, um eine Vermischung mit der Fallung zu verhindern. Nach der Praparation des
Gehirns, wurden die Praparate in ein mit Golgi-Cox-L6sung gefulltes Réhrchen gelegt
und lichtgeschutzt bei Raumtemperatur gelagert. Nach 24 Stunden wurden die Praparate
mithilfe von Histologie-Kassetten in ein neues Réhrchen mit Golgi-Cox-Lésung umgefullit.
Im neuen RoOhrchen wurden die Praparate sieben Tage lang bei Raumtemperatur
lichtgeschutzt gelagert. Als nachstes wurden die Praparate in ein mit 10 ml
Gewebeschutz-Losung geflllten Roéhrchen transferiert. Zur Herstellung der
Gewebeschutz-Lésung wurde zuvor im ersten Schritt ein 0,1 molarer Phosphatpuffer
(PBS) angeruhrt. Fir diesen wurde 1,59 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
(NaH2POQs), 5,47 g di-Natriumhydrogenphosphat wasserfrei (Na2HPO4) und 9,0 g
Natriumchlorid (NaCl) mit 500 ml dd-H20 vermischt. Im zweiten Schritt wurde zu dem
hergestellten Phosphatpuffer 300 g Saccharose (C12H22044), 10 g Polyvinylpyrrolidone
(PVP360) und 300 ml Ethylenglykol (C2HeO2) hinzugeflgt und mit dd-H2O auf 1 Liter
aufgefllt. 500 ml der Gewebeschutzldsung wurde in eine zweite Glasflasche umgefillt,
um damit im nachsten Schritt das Vibratombecken zu fullen. Die restlichen 500 ml waren
ausreichend um mit 25 Praparaten weiterzuarbeiten. Die Praparate verblieben fur 24
Stunden in der Gewebeschutz-Losung bei 4°C im lichtgeschutzten Raum, ehe sie
anschlieffend erneut in ein neues Roéhrchen mit 10 ml Gewebeschutz-Losung umgefullt
wurden und fur weitere 4 Tage lichtgeschutzt bei 4°C lagerten.

Nach Anfertigung der Schnitte mittels Vibratom (siehe nachster Abschnitt) und
Auftragen auf Objekttrager, erfolgte die finale Entwicklung der Golgi-Cox-Farbung. Fur
diesen Schritt wurden jeweils 300 ml der folgenden Lésungen hergestellt. Die Losungen
wurden in Farbekasten geflllt und die Objekttrager in ein dafur passendes Farbegestell

gelegt, um die Hirnschnitte nach folgendem Schema zu entwickeln:

1. 2 x ddH20 flr jeweils 5 min.
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50% Ethanol fur 5 min.

Ammoniak-Lésung fur 8 min.

2 x dd-H20 fir jeweils 5 min.
Natriumthiosulfat-Losung fir 10 min lichtgeschutzt.
2 x dd-H20O fir jeweils 1 min.

70, 95, und 100% Ethanol fur jeweils 6 min.

Roti®-Histol flr 6 min (hier wurden die Schnitte fur das weitere Verfahren langer

© N o o s~ Db

belassen).

Alle Loésungen wurden in Glasflaschen bei Raumtemperatur gelagert und
wiederverwendet. Die Natriumthiosulfat-Lésung wurde zusatzlich lichtgeschitzt
aufbewahrt. Bei Verfarbung wurde die Lésung neu angesetzt. Flir den letzten Schritt
wurden immer jeweils zwei Objekttrager aus der Roti®-Histol herausgenommen, flr 1
Minute getrocknet und anschlief3end mit ca. 10 Tropfen Eukitt betropfelt. Der Objekttrager
wurde anschlieend mit ein wenig Druck mit einem Deckglas bedeckt, um Luftblasen zu
vermeiden. Am Ende wurden die Objekttrager auf einer Mappe lichtgeschitzt fur 48

Stunden bei Raumtemperatur gelagert. Dieser Schritt wurde selbststandig durchgefuhrt.

3.2.8 Histologische Schnitte

Die histologischen Schnitte wurden selbststandig durchgefihrt. Als Vorbereitung
fur die histologischen Schnitte mit dem Vibratom wurde zunachst eine 4% Agarose-
Lésung durch das Auflésen von 2 g Agarose (,Jow melting point‘) in 50 ml dd-H20
hergestellt. Hierzu wurde durch initiales Ruhren und anschlielendes Erhitzen in der
Mikrowelle eine vollstandige Auflosung erreicht. Nun wurden die Gehirne mithilfe von
Histologie-Kassetten vorsichtig auf Zellstofftichern getrocknet und in eine wurfelférmige
und nach oben offene Plastikform gelegt. Sobald die Agarose-Losung auf 47°C
runtergekuhlt war, wurde sie in die Plastikformen gegossen, bis die Gehirne vollstandig
bedeckt waren. Anschlieend wurde vorsichtig mit einer Plastikpipette das Gehirn in der
Plastikform so positioniert, dass es mit der basalen Seite auf dem Boden der Form liegt.
Nach vollstandigem Ausharten der Agarose bei 4°C, wurden alle vier Seiten der
Plastikform mit einer Rasierklinge abgetrennt, das Praparat aus der Plastikform
entnommen und Uberschussige Agarose abgeschnitten.

Mit ein bis zwei Tropfen Sekundenkleber wurde das Praparat auf der Plattform des

Vibratoms fixiert und die Plattform mittig ins Becken vor dem Gerat platziert. Das Becken
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wurde mit der Gewebeschutzldsung gefullt und die Rasierklinge an die vorgesehene
Stelle befestigt. Die Schnitte wurden durchgefuhrt mit einer Schnittdicke von 200 pm,
einer Frequenz von 40 Hz und einer Geschwindigkeit 15 mm/s. Beim Schneiden wurden
die Schnitte vorsichtig mit zwei Pinseln aus dem mit Gewebeschutzlésung geflllten
Becken herausgeholt und auf einen Objekttrager aufgetragen. Sobald alle Schnitte
aufgetragen wurden, wurde die Uberschissige Gewebeschutzlosung auf den
Objekttragern mittels hoch absorbierenden Zellstofftiichern entfernt. Dazu wurden die
Zellstofftiicher mit Gewebeschutzldsung angefeuchtet und anschlieliend mit vertikalem
moderatem Druck Uber den Handballen auf die Objekttrager gepresst. Die Objekttrager
wurden anschlieRend zum Trocknen in eine Objekttrager-Mappe gelegt und fur 2 bis 3
Tage lichtgeschutzt bei Raumtemperatur gelagert. Die Gewebeschutzlésung im Becken
wurde am Ende durch ein Filterpapier gefiltert und in die gleiche Flasche zurick
gegossen. Diese wurde wieder lichtgeschitzt bei 4°C gelagert und mehrfach benutzt.
Diese Gewebeschutzlosung wurde ausschlieBlich fir das Vibratombecken verwendet

und nicht fur den Schritt davor.

3.2.9 Mikroskopie

Fir die immunhistochemische Analyse wurde das Fluoreszenzmikroskop
Olympus BX51TF mit dazugehdriger Kamera von Olympus, Lichtfilter und die MagnaFire-
Software verwendet. Fur die Analysen wurden die Aufnahmen bei 10-facher
VergroRerung angefertigt.

Fur die morphometrische Analyse wurde das Fluoreszenzmikroskop Olympus
IX81S1F-3 mit entsprechender Kamera und der cellSens Dimension-Software
verwendet. Gearbeitet wurde allerdings nur im Hellfeld. Um den Dendritenbaum
vollstandig erfassen zu kdnnen, wurden Z-Stapel Aufnahmen mit einem Abstand von 7,5
— 8,5 uym gemacht. Die Aufnahmen wurden bei 40-facher Vergro3erung angefertigt.

Fir die Analyse der Synapsen wurde das Fluoreszenzmikroskop Olympus BX60F-
3 mit der AxioCam Kamera und der AxioVision-Software verwendet. Auch hier wurde
aber nur im Hellfeld gearbeitet. Untersucht wurden ausschlief3lich Sekundardendriten mit
einer Mindestlange von 40 pm bei 100-facher VergroRerung. Fur die 100-fache
VergréRerung wurde das Ol Immersol 518 F von ZEISS verwendet. Die Mikroskopie

wurde selbststandig durchgefiihrt.
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3.2.10 Analyse mit ImageJ-Software

Die Analyse mit ImageJ-Software wurde selbststandig durchgefihrt. Fir die
immunhistochemische Analyse wurden zwei Bilder (eines fur CUX1, eines flr DAPI) bei
10-facher Vergrolierung digital Ubereinandergelegt. Es wurde ein 300 x 300 Pixelgrolter
Ausschnitt in der oberflachlichen und der unmittelbar darunter liegenden tiefen Schicht
im sensorischen Kortex ausgewahlt und die Zellen sowohl fir CUX1 als auch flr DAPI
mithilfe von ImagedJ Software per Hand ausgezahlt und der Wert fir CUX1 durch den
Wert fiir DAPI dividiert.

Fur die morphometrische Analyse wurde am Mikroskop mit 10-facher
VergrofRerung gearbeitet. Im cingularen, motorischen und sensorischen Kortex wurden
digitale Aufnahmen mithilfe der Software des Lichtmikroskops angefertigt und
anschlielliend sowohl die Basal- als auch die Apikaldendriten mit der ImageJ-Software
durch die Sholl-Analyse quantifiziert. Hierzu wurde zunachst die Skalierung auf 1,53
Pixel/um eingestellt. Danach wurden 30 konzentrische Kreise mit einem Abstand von 10
um zentral um das Soma gelegt und die Dendriten per Hand ausgezahlt. Es wurden
ausschlieBlich vollstandig und intensiv gefarbte Pyramidenzellen ausgewertet, bei denen
die Zugehorigkeit der Dendriten zu den Pyramidenzellen moglichst zweifelsfrei bestimmt
werden konnte. Wenn nétig, wurden Einstellungen in der Bildhelligkeit und im Bildkontrast
vorgenommen.

Fur die Analyse der Synapsen wurde am Mikroskop mit 100-facher Vergréerung
gearbeitet. Es wurden ausschlie3lich basale Sekundardendriten mit einer Lange von
mindestens 40 ym im cingularen, motorischen und sensorischen Kortex sowohl in der
oberflachlichen als auch tiefen Schicht untersucht. Fur die exakte Langenbestimmung mit
der Software des Mikroskops wurde die Skalierung zunachst auf 15,6 Pixel/um
eingestellt. Die Synapsen wurden mithilfe der ImagedJ Software per Hand ausgezahlt und
durch die entsprechende Lange des Dendriten dividiert, um die Synapsendichte zu

ermitteln.

3.2.11 Statistische Auswertung

Bei allen quantitativen Messungen wurden die Primardaten aus /ImageJ in Excel
Ubertragen und auf den Servern der Arbeitsgruppe hinterlegt, bevor sie zur statistischen

Analyse in GraphPad Prism Ubertragen und ausgewertet wurden.
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Bei der Messung zweier Gruppen (z.B. Kontrolle vs. Hyperoxie) wurde der Mann-
Whitney-U-Test gewahlt, der berechnet, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen gibt. Die Signifikanzwerte (p-Wert) sind ebenso wie der Mittelwert und
Standardfehler bei den entsprechenden Grafiken angegeben. Ein p-Wert von < 0,05
wurde als statistisch signifikant angesehen.

Die statistische Auswertung wurde selbststandig durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Physiologische Parameter der Tiere

Zwischen den Versuchstieren der Hyperoxie-Gruppe (80% Oz Uber 48 h), der mit
rEPO (5000 IE/kg KG i.p. zu Beginn, nach 24 h und am Ende) behandelten Hyperoxie-
Gruppe und den Kontrolltieren, die unter Normoxie gehalten wurden und ein Placebo (0,1
ml 0,9% NaCl/10 g KG) erhielten, gab es keine Unterschiede im Korpergewicht,
Korpergrofle oder anderen phanotypischen Parametern. Es wurden in allen drei Gruppen
keine korperlichen Beeintrachtigungen festgestellt. Wahrend der Experimente waren bei
den Versuchstieren, die unter Hyperoxie gehalten wurden, auch zusammen mit rEPO

Gabe zu keiner Zeit Nebenwirkungen zu beobachten.

4.2 Immunhistochemische Analyse der Pyramidenzellen

Um das Verhaltnis von Pyramidenzellen und allen Zellen analysieren zu konnen,
wurden als Antikdrper CUX1 als Marker fur Pyramidenzellen und DAPI als DNA-Marker
fur alle Zellen verwendet. Mittels Immunfluoreszenzmikroskop wurde bei 10-facher
VergrofRerung ein ausgewahlter Abschnitt in einer definierten GroRe im sensorischen
Kortex bei P7 und P23 sowohl in der oberflachlichen als auch tiefen Schicht betrachtet.
AnschlieRend wurden die Zellen mit ImageJ-Software ausgezahlt und die beiden Werte
miteinander  dividiert.  Abbildung 4.1 verdeutlicht wie die verwendeten
immunhistochemischen Farbungen, CUX1 und DAPI, unter dem Mikroskop bei 10-facher

VergréRerung aussehen.
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4 Ergebnisse

Tiefe Schicht » Oberflachliche Schicht

Abbildung 4.1: Immunhistochemisch gefarbtes Maushirnpraparat

Hier beispielhaft bei P7 der Kontrollgruppe im sensorischen Kortex bei 10-facher Vergréerung. Im Bild oben sind die
CUX1-positiven Pyramidenzellen als rot aufleuchtende Punkte sichtbar. Im unteren Bild ist derselbe Abschnitt zu sehen
in dem alle kernhaltigen Zellen durch DAPI gefarbt blau aufleuchten.

4.2.1 Cux1 und DAPI bei P7

Unter allen drei Gruppen findet sich bei P7 kein signifikanter Unterschied im
Verhaltnis von Pyramidenzellen und allen Zellen insgesamt. Dies betrifft sowohl die
oberflachliche als auch die tiefe Schicht (siehe Abbildung 4.2).

4.2.2 Cux1 und DAPI bei P23

Das gleiche Verfahren wie flr P7 wurde flr die Gruppen Kontrolle und Hyperoxie
bei P23 angewendet. Auch hier zeigt sich im sensorischen Kortex sowohl in der
oberflachlichen als auch tiefen Schicht kein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Gruppen (siehe Abbildung 4.3). Aus diesem Grund und wegen fehlender
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4 Ergebnisse

Signifikanz bei P7 wurde bei P23 auf die zusatzliche Analyse der mit rEPO behandelten

Tiere verzichtet.

A P7 Sensorischer Kortex B P7 Sensorischer Kortex - tiefe Schicht
oberflachliche Schicht
1.0 - 0.15+

T o

8 8

- -

x x
2

3 3

Kontrolle o, 0, + fEPO " Kontrolle 0, 0, + rEPO

Abbildung 4.2: Verhaltnis von CUX1 positiven Zellen zu allen Zellen (DAPI) bei P7 im sensorischen Kortex
O, = Hyperoxie. A: Oberflachliche Schicht. B: Tiefe Schicht. Kontrolle: n =9. O2: n=10. O, + rEPO: n =6
Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test

A P23 Sensorischer Kortex B P23 Sensorischer Kortex tiefe Schicht Abbildung 4.3:

oberflachliche Schicht Verhaltnis von CUX1 positiven Zellen
zu allen Zellen (DAPI) bei P23 im
................................................. sensorischen Kortex.
Oz = Hyperoxie
A: Oberflachliche Schicht
B: Tiefe Schicht
Kontrolle:n=3.02:n=6
Mittelwert + Standardfehler
Mann-Whitney-U-Test

0.05 1

CUX1/DAPI
CUX1/DAPI

Kontrolle Kontrolle
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4 Ergebnisse

4.3 Morphometrische Analyse des Dendritenbaums der

Pyramidenzelle bei P23

Fur die morphometrische Untersuchung der Pyramidenzellen im cingularen,
motorischen und sensorischen Kortex bei P23 wurden nach vorheriger histologischer
Aufarbeitung digitale Aufnahmen bei 40-facher Vergré3erung unter dem Lichtmikroskop
gemacht und anschliefend sowohl die Basal- als auch die Apikaldendriten mit der
ImageJ-Software durch die Sholl-Analyse quantifiziert (siehe Abschnitt 3.2 Methoden).
Abbildung 4.4 verdeutlicht wie die kortikale Pyramidenzelle in der Golgi-Cox-Farbung
unter dem Mikroskop bei 40-facher VergroRerung aussieht. Es wurden ausschliellich
vollstdndig und intensiv gefarbte Pyramidenzellen ausgewertet, bei denen die
Zugehorigkeit der Dendriten zu den Pyramidenzellen mdglichst zweifelsfrei bestimmt

werden konnte.

-

i

Abbildung 4.4: Golgi-Cox-Féarbung eines Maushirnpréaparats zur morphometrischen Untersuchung.
Beispielhaft hier aus der oberflachlichen Schicht des motorischen Kortex einer Maus der Hyperoxie-Gruppe in 40-
facher VergroRRerung. In der Mitte ist deutlich erkennbar die Pyramidenzelle mit ihrem Dendritenbaum.
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4.3.1 Einfluss von Hyperoxie und rEPO im cingularen Kortex

Da im cingularen Kortex nicht gentigend Pyramidenzellen in der Qualitat gefarbt
waren, die fur diese Arbeit als Grundlage erforderlich war, wurden die wenigen Zellen aus
der oberen und tieferen Schicht zusammengelegt, um trotzdem ein statistisch valides
Ergebnis zu bekommen. Graph A in Abbildung 4.5 zeigt die Anzahl der Basaldendriten in
Abhangigkeit vom Abstand zum Soma auf. Die Basaldendriten der Hyperoxie-Gruppe
zeigten eine signifikante Verzweigungsreduktion bei 30 und 50 ym im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Pyramidenzellen der rEPO-Gruppe zeigten selektiv eine Annaherung
der basaldendritischen Verzweigung an die der Kontrollgruppe. So war eine signifikante
Verzweigungsvermehrung der Basaldendriten der rEPO-Gruppe bei einer Entfernung
von 50 — 90 ym im Vergleich zur Hyperoxie-Gruppe nachweisbar. Zwischen der rEPO-
und Kontrollgruppe gab es keine signifikanten Unterschiede.

Graph B zeigt die Anzahl der Apikaldendriten in Abhangigkeit vom Abstand zum
Soma auf. Hier waren lediglich in der rEPO-Gruppe bei 90 um signifikant mehr Dendriten

nachweisbar im Vergleich zur Hyperoxie-Gruppe.
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Abbildung 4.5: Anzahl der Basal- und Apikaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma im cinguldren Kortex
A: Basaldendriten. B: Apikaldendriten. Kontrolle: n = 11. Hyperoxie: n = 21. Hyperoxie + rEPO: n = 10

*P < 0,05 Hyperoxie gegeniiber Kontrolle. *P < 0,05, #P < 0,01 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO

Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test

4.3.2 Einfluss von Hyperoxie und rEPO im motorischen Kortex

Das gleiche Verfahren wie fur den cingularen Kortex wurde fir den motorischen
Kortex verwendet. Flr den motorischen Kortex wurde zwischen einer oberflachlichen und

tiefen Schicht unterschieden.

4.3.2.1 Motorischer Kortex — oberflachliche Schicht

Hier zeigte sich, dass die Pyramidenzellen der Hyperoxie-Gruppe bei einem
Abstand zum Soma von 20 — 80 um signifikant weniger basale dendritische
Verzweigungen aufwiesen als die der Kontrolltiere. Die Pyramidenzellen der mit rEPO
behandelten Gruppe zeigten erneut eine Annaherung des Verzweigungsgrades der
Basaldendriten an die der Kontrolltiere. Statistisch konnte ein signifikant hoherer
Verzweigungsgrad in der rEPO-Gruppe von 30 — 90 um im Vergleich zur Hyperoxie-

Gruppe nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Anzahl der Basaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der oberflachlichen Schicht des
motorischen Kortex.

Kontrolle: n = 11. Hyperoxie: n = 33. Hyperoxie + rEPO: n = 8. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 Hyperoxie gegenliber
Kontrolle. P < 0,05, #P < 0,01, ##P < 0,001 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler.
Mann-Whitney-U-Test

Bei den apikalen Dendriten konnte bei den Pyramidenzellen der Hyperoxie-
Gruppe eine signifikante Verzweigungsreduktion bei einem Abstand von 40 pm im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Die Pyramidenzellen der mit rEPO
behandelten Tieren enthielten signifikant mehr Apikaldendriten bei 80 — 150 ym im
Vergleich zur Hyperoxie-Gruppe. Zum Teil Ubertrafen die Pyramidenzellen der rEPO-
Gruppe die der Kontrolle im dendritischen Wachstum. So konnten in der rEPO-Gruppe
bei 130, 150 und 180 um signifikant mehr Dendriten gezahlten werden als in der
Kontrollgruppe (siehe Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Anzahl der Apikaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der oberflachlichen Schicht
des motorischen Kortex.

Kontrolle: n = 12. Hyperoxie: n = 33. Hyperoxie + rEPO: n = 8.*P < 0,05 Hyperoxie gegeniiber Kontrolle. *P < 0,05
Hyperoxie gegenuber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test

4.3.2.2 Motorischer Kortex — tiefe Schicht

In den tiefen Schichten sah man in der Hyperoxie-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikante Verzweigungsreduktion der Basaldendriten bei einer
Entfernung von 30 — 110 ym, 150 ym und 180 — 190 uym. Die mit rEPO behandelten
Zellen zeigten erneut eine annahernde Normalisierung der Werte. So war in der rEPO-
Gruppe eine signifikant vermehrte Verzweigung bei 50 — 110 ym im Vergleich zur

Hyperoxie-Gruppe nachweisbar (siehe Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Anzahl der Basaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der tiefen Schicht des
motorischen Kortex.

Kontrolle: n = 12. Hyperoxie: n = 17. Hyperoxie + rEPO: n = 6. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 Hyperoxie gegeniiber
Kontrolle. *P < 0,05 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test

Bei den Apikaldendriten konnte man in der Hyperoxie-Gruppe signifikant weniger
Dendriten bei 40 — 80 und 110 — 140 ym im Vergleich zur Kontrolle zahlen. Die Zellen
der rEPO-Gruppe zeigten erneut eine selektive Annaherung an die Kontrollgruppe,
sodass signifikant mehr Dendriten im Vergleich zur Hyperoxie-Gruppe bei 100 — 170 uym
zu sehen waren. Bei 50 ym waren zusatzlich signifikant weniger Dendriten in der rEPO-

Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sehen (Siehe Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Anzahl der Apikaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der tiefen Schicht des
motorischen Kortex

Kontrolle: n = 5. Hyperoxie: n = 20. Hyperoxie + rEPO: n = 6. *P < 0,05, **P < 0,01 Hyperoxie gegeniiber Kontrolle. *P
< 0,05, #P < 0,01, ##P < 0,001 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-
U-Test

Allerdings ist fUr die tiefe Schicht des motorischen Kortexes wichtig zu erwahnen,
dass ein hoher Anteil der Pyramidenzellen in dieser Auswertung tendenziell in den
tieferen Schichten gesehen wurde, eine zweifelsfrei eindeutige Zuordnung zu einer
tieferen oder oberflachlichen Schicht war lichtmikroskopisch jedoch nicht sicher genug.
Weiterhin zu berucksichtigen ist niedrige die Fallzahl in der Kontrollgruppe flr

Apikaldendriten und in der rEPO-Gruppe sowohl fur Basal-, als auch Apikaldendriten.

4.3.3 Einfluss von Hyperoxie und rEPO im sensorischen Kortex

Im sensorischen Kortex wurde methodisch identisch vorgegangen wie fir den
cingularen und motorischen Kortex. Ebenso wurde zwischen einer oberflachlichen und

tiefen Schicht unterschieden.
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4.3.3.1 Sensorischer Kortex — oberflachliche Schicht

Hier zeigte sich, dass die Pyramidenzellen der Hyperoxie-Gruppe bei einem
Abstand zum Soma von 10 — 80 um weniger basale Dendriten aufwiesen als die der
Kontrolltiere. Erneut glichen sich die Werte der mit rEPO behandelten Neurone denen
der Kontrolltiere an. Die Pyramidenzellen der rEPO-Gruppe zeigte im Vergleich zur
Hyperoxie-Gruppe signifikant mehr Dendriten ab einer Distanz von 10 — 90 um und erneut
ab 130 — 140 um (siehe Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.40: Anzahl der Basaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der oberflachlichen Schicht
des sensorischen Kortex

Kontrolle: n = 22. Hyperoxie: n = 41. Hyperoxie + rEPO: n = 13. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, Hyperoxie gegeniiber
Kontrolle. P < 0,05, #P < 0,01, ##P < 0,001, Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler.
Mann-Whitney-U-Test

Die apikalen Dendriten der Hyperoxie-Gruppe zeigten in der oberflachlichen
Schicht signifikant weniger Verzweigungen bei 30 — 60 um im Vergleich zur Kontrolle.
Aulerdem war in der rEPO-Gruppe signifikant mehr Apikaldendriten bei 10 — 100 pm
gegenuber der Hyperoxie-Gruppe zu sehen (siehe Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.51: Anzahl der Apikaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der oberflachlichen Schicht
des sensorischen Kortex
Kontrolle: n = 19. Hyperoxie: n = 41. Hyperoxie + rEPO: n = 13. *P < 0,05, **P < 0,01 Hyperoxie gegeniiber Kontrolle.

#P < 0,05, P < 0,01, #¥P < 0,001 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler. Mann-
Whitney-U-Test

Wichtig zu erwahnen ist hier erneut der hohe Anteil an Pyramidenzellen in der
Auswertung der Basaldendriten, die nicht eindeutig der tiefen oder oberflachlichen
Schicht zugeordnet werden konnten. Bei den Apikaldendriten trifft dies lediglich auf die

Zellen der Kontroll- und rEPO-Gruppe zu.
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4.3.3.2 Sensorischer Kortex — tiefe Schicht

Auch  hier konnte in der Hyperoxie-Gruppe eine  signifikante
Verzweigungsreduktion basaler Dendriten bei einem Abstand von 10 — 90 ym und 110
Mm im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Pyramidenzellen der rEPO-Gruppe
zeigten wieder eine Annaherung der basaldendritischen Verzweigung an die der
Kontrollgruppe. Bei einem Abstand von 10 — 150 ym war eine signifikant vermehrte
Anzahl basaler Dendriten der rEPO-Gruppe im Vergleich zur Hyperoxie-Gruppe
nachweisbar (siehe Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.62: Anzahl der Basaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der tiefen Schicht des
sensorischen Kortex.

Kontrolle: n = 22. Hyperoxie: n = 41. Hyperoxie + rEPO: n=13. *P <0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 Hyperoxie gegenuber
Kontrolle. P < 0,05, #P < 0,01, ##P < 0,001 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler.
Mann-Whitney-U-Test
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Weiterhin konnte in den tieferen Schichten signifikant weniger Apikaldendriten in
der Hyperoxie-Gruppe bei 90 ym und 190 — 200 um im Vergleich zur Kontrollgruppe
gezahlt werden. In der rEPO-Gruppe waren bei 50 — 110 um signifikant mehr und bei 250
— 260 um signifikant weniger Dendriten im Vergleich zur Hyperoxie-Gruppe nachweisbar
(Siehe Abbildung 4.13).

8.
7- # - Kontrolle
] ## | | = Hyperoxie

-+ Hyperoxie + rEPO

Anzahl der Dendriten
H

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290
Abstand zum Soma [um]

Abbildung 4.73: Anzahl der Apikaldendriten in Abhangigkeit zum Abstand zum Soma in der tiefen Schicht des
sensorischen Kortex.

Kontrolle: n = 16. Hyperoxie: n = 40. Hyperoxie + rEPO: n = 12. *P < 0,05 Hyperoxie gegeniiber Kontrolle. *P < 0,05,
#P < 0,01 Hyperoxie gegeniiber Hyperoxie + rEPO. Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test
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4.4 Histologische Analyse der Synapsen der Pyramidenzelle fur P23

Zur Visualisierung der Synapsen wurden die gleichen Hirnpraparate, die fur die
morphometrischen Untersuchungen verwendet wurden, bei 100-facher Vergréerung
lichtmikroskopisch untersucht. Hierfir wurden ausschlie3lich basale Dendriten mit einer
Lange von mindestens 40 pym im cingularen, motorischen und sensorischen Kortex
herangezogen. Abbildung 4.14 verdeutlicht wie die Pyramidenzelle, insbesondere die
Dendriten, in der Golgi-Cox-Farbung in 100-facher unter dem Mikroskop aussehen. Die
Synapsen wurden mittels ImageJ Software ausgezahlt und durch die entsprechende

Lange dividiert, um das Verhaltnis von Synapsen zur Dendritenlange bzw. die

Synapsendichte zu ermitteln.

Abbildung 4.84: Golgi-Cox-Farbung eines Maushirnpraparats zur Untersuchung der Spines.
Beispielhaft hier aus der tiefen Schicht des sensorischen Kortex einer Maus der Kontrollgruppe in 100-facher
VergréRerung. Der Dendritenverlauf und die Spines als pilzférmige Vorwdlbung sind deutlich erkennbar.
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4.4.1 Einfluss von Hyperoxie und rEPO auf den cingularen Kortex

Auch im cingularen Kortex wurde P23 Cingulérer Kortex

nicht zwischen einer oberflachlichen und

tiefen Schicht differenziert. Hier zeigte
1.0

sich unter allen drei Gruppen Kkein
signifikanter Unterschied in der Anzahl | —T1  —/—

der Synapsen pro um Dendrit (siehe
Abbildung 4.15).

0.9

Synapsen / Ldnge in ym

0.8 1

Abbildung 4.95:

Synapsen pro um basaler Dendrit bei P23 im

cingularen Kortex.

02 = Hyperoxie

Kontrolle und Oz: n = 10. Oz + rEPO: n=12 0.7
Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test ’ Kontltolle 0, 0, + rEPO

4.4.1 Einfluss von Hyperoxie und rEPO im motorischen Kortex

Bis auf die Unterscheidung zwischen einer oberflachlichen und tiefen Schicht
wurde im motorischen Kortex in der Methodik identisch vorgegangen wie im cingularen
Kortex. Hier zeigt sich unter allen drei Gruppen ebenfalls kein signifikanter Unterschied,

sowohl in der oberflachlichen als auch tiefen Schicht (Siehe 4.16).

4.4.2 Einfluss von Hyperoxie und rEPO im sensorischen Kortex

Auch im sensorischen Kortex wurde zwischen oberflachlicher und tiefer Schicht
unterschieden und methodisch identisch wie im prafrontalen und motorischen Kortex
vorgegangen. Auch hier zeigt sich in der oberflachlichen und tiefen Schicht unter allen

drei Gruppen kein signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 4.17).
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A P23 Motorischer Kortex
oberflachliche Schicht

1.1

Synapsen / Lange in pm

Kontrolle 0 O, + rEPO

Synapsen / Lange in pm

P23 Motorischer Kortex - tiefe Schicht

11

Kontrolle 0, O, + rEPO

Abbildung 4.16: Synapsen pro um basaler Dendrit bei P23 im motorischen Kortex.
A: Oberflachliche Schicht. Kontrolle und O, + rEPO: n = 11. O2: n =10

B: Tiefe Schicht. Kontrolle: n = 12. O, und O, + rEPO: n = 10

O = Hyperoxie. Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test

A P23 Sensorischer Kortex
oberfléchliche Schicht

1.2+

Synapsen / Lange in pm

Kontrolle 0, 0, + rEPO

Synapsen / Lange in um

P23 Sensorischer Kortex - tiefe Schicht

1.2

1.1

1.0

Kontrolle 0O, O, + rEPO

Abbildung 4.17: Synapsen pro um basaler Dendrit bei P23 im sensorischen Kortex.
A: Oberflachliche Schicht. Kontrolle: n = 21. Oz und Oz + rEPO: n = 11

B: Tiefe Schicht. Kontrolle und Oz: n = 10. O, + rEPO: n = 11.

Oz = Hyperoxie. Mittelwert + Standardfehler. Mann-Whitney-U-Test
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5 DISKUSSION

5.1 Allgemeine Betrachtung

Klinische Daten aus pro- und retrospektiven Studien deuten darauf, dass
neonatale Hyperoxie bei Frihgeborenen nicht nur Retina und Lunge schadigt, sondern
auch das unreife Gehirn in einer Weise angreift, in der es nachhaltig zu pathologischen
Veranderungen und Entwicklungsverzégerungen kommen kann mit lebenslangen
Einschrankungen von kognitiven und psychomotorischen Fahigkeiten. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es neue Erkenntnisse Uber die Auswirkungen von neonataler
Hyperoxie und rEPO auf das unreife Gehirn zu erlangen. Genauer analysiert wurden
dabei kortikale Pyramidenzellen, da sie in diesem Zusammenhang noch nicht zuvor
untersucht wurden und mit jenen neurologischen Entwicklungsstérungen
pathophysiologisch in Verbindung stehen kénnen, die bei Frihgeborenen gehauft
auftreten. Dazu gehdéren wu.a. die Autimus-Spektrum-Stérung (ASS), die
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung, mentale Retardierung, Depressionen
und Schizophrenie.?”- 28

Da die entscheidenden Prozesse und Ablaufe in der Gehirnentwicklung unter
Saugetieren evolutionar gut erhalten geblieben sind, wurde als Tiermodell die funf Tage
alte Maus gewahlt. Die Hirnentwicklung ahnelt in diesem Alter in vielerlei Hinsicht
derjenigen von fetalen Gehirnen in der 24. Gestationswoche. In der postnatalen Maus
erfolgt zudem ein vergleichbarer Wachstumsschub des Gehirns wie beim Feten im
letzten Trimenon der Schwangerschaft. Untersucht wurden in dieser Arbeit der
prafrontale, der motorische und der sensorische Kortex.

Nachdem funf Tage alte Mause 48 Stunden bei 80% Sauerstoff verbrachten,
zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der absoluten Zellzahl der mit CUX1
markierten Pyramidenzellen in den immunhistochemisch praparierten Hirnschnitten im
Vergleich zu den Kontrolltieren an Raumluft. Die gleichzeitige Gabe von rEPO hatte
ebenfalls keinen sichtbaren Effekt auf die Zahl der CUX1 positiven Zellen. In der
Untersuchung des Dendritenbaums der Pyramidenzellen konnte jedoch in den
untersuchten Kortices eine signifikante Verminderung der dendritischen Verzweigung

durch Hyperoxie im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden, sowohl in
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oberflachlichen als auch tiefen Kortexschichten. Die gleichzeitige Gabe von rEPO
bewirkte zudem eine nahezu vollstdndige Normalisierung der Dendritenanzahl in allen
untersuchten Kortex-Arealen. Bei der Analyse der Synapsendichte auf sekundaren
Basaldendriten zeigten sich keine deutlichen Unterschiede zwischen den drei Gruppen.

Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass neonatale Hyperoxie zu einer starken
Hemmung der dendritischen Entwicklung der kortikalen Pyramidenzellen fuhrt, und dass
durch Anwendung von rEPO diese Schaden vermieden oder gemindert werden. Die
Pyramidenzellzahl und Synapsendichte sind zwar im untersuchten Zeitraum unverandert,
allerdings konnten theoretisch Veranderungen zu spateren Zeitpunkten der Entwicklung
auftreten, die nicht Gegenstand dieser Arbeit waren.

Weitere bisher gut untersuchte und klinisch relevante Ursachen bzw. Modelle fur
perinatale Hirnschadigung bei Frih- und Reifgeborenen umfassen u.a.
Hypoxie/lschamie, Infektion/Inflammation, Exzitotoxizitdt durch Glutamat und deren
Wechselwirkung. Flr diese Schadigungswege sind im Labor entsprechende Tiermodelle
etabliert, durch die das Verstandnis Uber die pathophysiologischen Zusammenhange zu
erklaren sind.*> 170 171 Bekannte und haufige Risikofaktoren fiir perinatale
Hirnschadigung sind uteroplazentare Insuffizienz, Gestose, Infektion,
Nabelschnurzwischenfélle, Geburtstraumata (z.B. abnorme Lage, Schulterdystokie u.a.),
Frihgeburtlichkeit u.a.3% 172

Bei hypoxisch-ischamischen Insulten, unabhangig der Genese, kommt es
aufgrund des Sauerstoffmangels zu einer inflammatorischen Reaktion, in dessen Folge
grole Mengen Glutamat und ROS ausgeschittet bzw. gebildet werden, welche die
Hirnzellen im weiteren Verlauf zum Teil schwer schadigen und ggf. zum Zelltod durch
Apoptose fiihren .42 170,173

Frihgeborene tragen aufgrund der unreifen zerebralen Vaskularisierung ein hohes
Risiko fur einen hypoxisch-ischamischen Insult. Zudem wird das Risiko fur eine
Hypoperfusion zusatzlich durch den unreifen kardiopulmonalen Kreislauf erhdéht und das
Gehirn besitzt nur begrenzt autoregulatorische Fahigkeiten um die Perfusion
aufrechtzuerhalten.’”* Dabei zeigt sich, dass bei Friihgeborenen vor allem die weille
Substanz extremanfallig ist, mit einem Verlust der hier pranatal mehrheitlich
vorkommenden Pra-Oligodendrozyten.'”® Es kommt zu einer fokalen periventrikularen
Nekrose und einer diffusen Schadigung der weillen Substanz, typischerweise auf Hohe

der Seitenventrikel und der Foramina interventricularia gelegen. Diese als
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periventrikulare Leukomalazie (PVL) bezeichnete Hirnschadigung ist vor allem typisch fur
Frihgeborene. 2 98, 176)

Bei der hypoxisch-ischamischen Enzephalopathie (HIE) reifer Neugeborener sind
dagegen insbesondere Areale der tiefer gelegenen grauen Substanz betroffen, so etwa
in Thalamus, Basalganglien, Hippocampus.4? 170, 177
Schwere und zeitlicher Ablauf des Insults und/oder der Inflammation, der Reifegrad,
Komorbiditaten, Geschlecht und Genetik bestimmen die individuelle Vulnerabilitat fur
Hirnschaden und damit das klinische Bild.('"®)

Experimentelle Studien Uber die Auswirkungen von Hypoxie/lschamie auf kortikale
Pyramidenzellen von neugeborenen Ratten und Schafen konnten Ubereinstimmend
zeigen, dass Hypoxie/lschamie zu einem verminderten dendritischen Wachstum fiihrt."”®:
180 Auch bei ausgewachsenen Ratten konnte nach Hypoxie/lschamie ein vermindertes
dendritisches Wachstum kortikaler Pyramidenzellen im Vergleich zu gesunden
Kontrolltieren nachgewiesen werden.'®" Fir hippocampale CA1 Pyramidenzellen bei
Ratten wurde ebenfalls ein vermindertes dendritisches Wachstum nach
Hypoxie/lschamie nachgewiesen. 82

Hinsichtlich der weiteren Pathophysiologie zeigen zahlreiche experimentelle
Studien, dass Ausmal® und Schwere einer perinatalen Hirnschadigung eng mit der
Menge an pro-inflammatorischen Zytokinen und der Aktivitdt von Immunzellen,
insbesondere der Mikroglia, assoziiert sind, vergleichbar wie bei Friihgeborenen.'® Die
initial nach Hirnschadigung aktivierte Mikroglia spielt eine zentrale Rolle in der
Neuroinflammation, bei der tber pro-inflammatorische Zytokine, vor allem TNF-a, IL103,
IL-6 und IL-18, und weiteren Immunzellen aus der Peripherie die Ausschittung von
Proteasen, Glutamat und ROS getriggert und die Hirnschadigung weiter unterhalten
wird."”# 184 Eine groRe klinische Studie aus der Schweiz zeigte dariiber hinaus, dass eine
systemische Inflammation im Rahmen einer Neugeborenensepsis ebenfalls zu
signifikanten Beeintrachtigungen in der neurologischen Entwicklung Frihgeborener fuhrt,
unabhangig von anderen Risikofaktoren wie z.B. ein geringes GA, BPD, Hirnblutungen,
PVL und ROP.'8 Experimentell konnte nach systemischer Inflammation neugeborener
Mause eine verzogerte Reifung von Oligodendrozyten nachgewiesen werden.'83

In einer experimentellen Studie wurden die Auswirkungen einer pranatalen viralen
Infektion mittels eines synthetischen Doppelstrang-RNA Molekuls auf kortikale
Pyramidenzellen ausgewachsener Mause untersucht.'® Bei erhohter Aktivitat von

Mikroglia zeigten die kortikalen Pyramidenzellen ein verandertes dendritisches
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Wachstum mit einer reduzierten Dendritenanzahl bei einem Radius von 50 um Abstand
zum Soma und sogar verstarkt ab 100 ym Abstand zum Soma. Insgesamt war die
Komplexitat des Dendritenbaums deutlich vermindert.’® Nach Injektion eines
synthetischen Doppelstrang RNA-Molekiils bei schwangeren Rhesusaffen, zeigten die
neugeborenen Affen im Alter von 3,5 Jahren keine signifikanten Unterschiede im
dendritischen Wachstum kortikaler Pyramidenzellen, jedoch andere morphologische
Veranderungen, wie z.B. ein verminderter Durchmesser der Apikaldendriten.'® In einem
weiteren Experiment wurde bei Ratten eine pranatale inflammatorische Reaktion mittels
Injektion von Lipopolysacchariden (LPS) getriggert um anschlieRend die Auswirkungen
auf kortikale und hippocampale Pyramidenzellen an drei Zeitpunkten zu untersuchen. Zu
allen Altersstufen (P10, 35, 60) war ein vermindertes dendritisches Wachstum nach LPS
Injektion nachweisbar.'® Vergleichbare Resultate ergaben Experimente aus Zellkulturen
mit embryonalen Neuronen des Kortex und Hippocampus der Maus/Ratte. Die Neurone
wurden pro-inflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-1R und IL-6) ausgesetzt und zeigten
daraufhin ein vermindertes Wachstum der Neuriten.'8% 190

Die exzitotoxische Wirkung durch pathologisch erhdhte Mengen von Glutamat
spielt im Rahmen der perinatalen Hirnschadigung fur Frih- und Reifgeborene
pathophysiologisch eine wichtige Rolle.'”® Sowohl nach Hypoxie/lschamie als auch nach
Inflammation konnte experimentell in Zellkulturen und Tiermodellen eine erhohte
Ausschuttung und verminderte Wiederaufnahme von Glutamat nachgewiesen werden.
Weiterhin waren im Liquor von Neugeborenen mit HIE eine erhohte Konzentration
Glutamat messbar, welche zudem mit der Schwere der HIE korrelierte.’! Mittels
Magnetresonanzspektroskopie wurden auch erhéhte Mengen Glutamat in den
Basalganglien und Thalami Neugeborener mit schwerer HIE nachgewiesen.'®? Der
erhohte extrazellulare Gehalt von Glutamat aktiviert dabei nicht nur synaptische, sondern
auch extrasynaptische NMDA Rezeptoren - mit einem massiven zellularen
Calciumeinstrom als Folge. Der Calciumuberschuss und die durch Calcium getriggerte
Aktivierung der neuronalen Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) fuhren zusammen zu
mitochondrialer Dysfunktion und Produktion von ROS. Im weiteren Verlauf kommt es zur
Aktivierung von Caspasen und folglich zur Apoptose.'70. 193

Hinsichtlich der Auswirkungen von Glutamat auf Pyramidenzellen konnte fur
kortikale und hippocampale CA1 Pyramidenzellen von neugeborenen Ratten gezeigt
werden, dass erhohte Mengen Glutamat zu einem signifikant verminderten dendritischen

Wachstum flhrt, ahnlich wie in der vorliegenden Studie. 94 195
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Insgesamt sind die in diesen Studien gezeigten pathologischen Veranderungen an
kortikalen Pyramidenzellen im unreifen Gehirn vergleichbar mit denen der vorliegenden
Studie. Dies deutet erstmals darauf hin, dass neonatale Hyperoxie im unreifen Gehirn
kortikale Pyramidenzellen ahnlich schwer schadigt, wie in den genannten bereits
etablierten Schadigungsmodellen.

Wie in der Einleitung erwahnt, wurde rEPO erfolgreich als potenzielles
Neuroprotektivum in vielen verschiedenen experimentellen Tiermodellen flr perinatale
Hirnschadigung getestet, i.e. Hypoxie, Hypoxie/lschamie, Ischamie/Reperfusion,
Exzitotoxizitat, intrazerebrale und -ventrikulare Hamorrhagie, Rickenmarksverletzung
und PVL.155 157-159.165 |n ginigen Studien wurde zudem die Auswirkungen von rEPO auf
perinatale Hirnschadigung durch neonatale Hyperoxie bei Mausen/Ratten getestet. Auch
hier zeigte rEPO in allen bisher durchgefuhrten Studien neuro- und zellprotektive
Eigenschaften und verminderte den Hyperoxie induzierten Schaden. Die Anwendung von
rEPO erfolgte hierbei in der Mehrzahl der Studien Uber eine einmalige intraperitoneale
Gabe von 20.000 IE/kg rEPQ.% 111-113,118 |n einer Studie wurde rEPQO intraperitoneal mit
1.000 IE/kg/Tag Uber funf Tage appliziert.'%®

Ein wichtiger zu diskutierender Aspekt ist dabei die Dosierung und
Anwendungsform von rEPO. Damit rEPO die (intakte) Blut-Hirn-Schranke Uberwinden
kann, sind héhere Dosierungen notwendig als fur die Stimulation der Erythropoese.
Verschiedene Studien uUber die Auswirkungen von rEPO auf perinatale Hirnschadigung
bei Nagetieren zeigen den gréfiten neuroprotektiven Effekt durch mehrmalige Gaben von
1000 — 5000 IE/kg."*5 1% |n einer Studie wurden verschiedene rEPO Dosierungen bei
neugeborenen hypoxisch-ischamischen Ratten hinsichtlich groltmoglicher
Neuroprotektion untersucht. Hier erzielte die dreimalige Gabe von 5000 |U/kg oder eine
einmalige Gabe von 30.000 1U/kg den gréf3ten neuroprotektiven Effekt. Insgesamt zeigte
die Effektivitat der Neuroprotektion eine U-férmige Dosiskurve: sowohl zu geringe, als zu
hohe Mengen rEPO verhinderten eine neuroprotektive Wirkung.'®® Bei zu hohen Mengen
steigt jedoch das Risiko fur negative Effekte, so zeigte eine sehr hohe Dosis rEPO (40
IE/ml) neurotoxische Effekte auf neuronale Zellkulturen in vitro und gesteigerte
Zelldegeneration neugeborener Ratten unter moderater Hypoxie.'” Bisher bekannte
Nebenwirkungen bei dauerhafter Einnahme von EPO bei erwachsenen Menschen sind
Polyzythamie, Hautausschlag, Bluthochdruck, Herzinfarkt, Schlaganfall, selten
Krampfanfalle u.a. Uber keine dieser oder andere relevante Nebenwirkungen wurde

bisher bei Neu- und Friihgeborenen berichtet, sowohl bei geringen EPO Dosierungen als
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Therapie im Rahmen einer Anamie, als auch bei hohen Dosierungen im Rahmen
klinischer Studien.'38: 19 Allerdings wurde in einigen Studien eine transiente Neutropenie
bei Neugeborenen beobachtet.'#5 19 Weiterhin zeigte eine retrospektive Studie, dass die
Anwendung von EPO mit einer erhéhten Inzidenz von Hamangiomen bei Friihgeborenen
assoziiert ist.?%

Hinsichtlich der Anwendungsform im experimentellen Setting konnte bereits in
frheren Studien ein eindeutiger neuroprotektiver Effekt durch intraperitoneal appliziertes
rEPO nachgewiesen werden, auch im Hyperoxie-Schadigungsmodell.'08 111. 196 |m
Vergleich zur subkutanen Injektion zeigt die intraperitonale Gabe bei neugeborenen
Ratten eine schnellere Aufnahme ins Blut und ein hdhere maximale
Plasmakonzentration.?’ Da die Passage von rEPO durch die Blut-Hirn-Schranke
abhangig vom Plasmaspiegel ist, kann Uber die intraperitoneale Applikation in kirzerer
Zeit mehr rEPO ins ZNS gelangen als (ber eine subkutane.?”! Die Anwendung bei
Patienten kann subktan oder intravends erfolgen.?%?

Fir die Exprimente in dieser Studie kann die angewendete Dosierung und
intraabdominelle Verabreichung des rEPO als sichere Methode angesehen werden, um

den hier nachgewiesenen neuroprotektiven Effekt auf das rEPO zurtckfihren zu kénnen.

5.2 Interpretation und Einordnung der Ergebnisse

5.2.1 Hyperoxie und rEPO haben keine Auswirkung auf die Anzahl von

CUX1*-Pyramidenzellen

In experimentellen Studien an sechs Tage alten (P6) Wistar Ratten, die Uber 2 —
72 Stunden 80% Sauerstoff ausgesetzt waren, wurde eine erhdhte Rate degenerierender
oder apoptotischer Zellen in mehreren Hirnregionen anhand von Silberfarbung
nachgewiesen.'?”: 166 Anstelle von Ratten wurden in den hier durchgefiihrten
Experimenten im Hyperoxie-Modell Mause im Alter von 5 Tagen Uber 48 Stunden (von
P5 — P7) 80% Sauerstoff ausgesetzt. Bei neugeborenen Mausen im Alter P5 ahnelt der
Reifegrad des Gehirns dem eines 24 Wochen alten menschlichen Feten. Um in den
Mausen spezifischer zu analysieren, ob neonatale Hyperoxie auch zu einem
Zelluntergang von Kkortikalen Pyramidenzellen fuhrt, wurde die Anzahl von
Pyramidenzellen mittels CUX1 als charakteristischem Marker in immunhistologischer

Farbung gleich nach Hyperoxie im Alter P7 und nach einer Erholungsphase an Raumluft
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im Alter P23 ermittelt. Im Alter von P7 vollzieht das Gehirn bei Mausen wie bei Ratten
den groRten Wachstumsschub und ist durch exogene Noxen empfindlich zu stéren.*® Die
Hirnreifung im Alter P23 ahnelt hingegen derjenigen eines 3 — 4-jahrigen Kleinkindes, bei
dem 90 — 95% des adulten Gehirnvolumens bereits erreicht ist.% Weiteres Ziel der Studie
war es zu untersuchen, ob eine Hyperoxie-induzierte Schadigung von Pyramidenzellen
durch die Applikation von rekombinantem Erythropoetin (rEPO) vermieden oder
vermindert werden kann. Mehrere Studienergebnisse weisen auf eine anti-apoptotische
Wirkung durch rEPO hin, wie auch im Hyperoxie-Modell der Ratte bereits dargelegt
wurde.""". 18 Unter anderem wurde die verminderte Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen und pro-apoptotischen Proteinen der Bcl-Familie und
Caspasen unter rEPO Gabe nachgewiesen.!! 112,134

In den immunhistochemischen Farbungen der vorliegenden Studie an
Pyramidenzellen der oberen Schichten Il und Il mit CUX1-Antikdrpern und Darstellungen
der Zellkerne mit DAPI konnte in der Auswertung im sensorischen Kortex sowohl fur P7
als auch fur P23 kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden
werden. Zudem fand sich in der mit rEPO behandelten Gruppe bei P7 ebenfalls kein
signifikanter Unterschied der CUX1 positiven Pyramidenzellen im Vergleich zwischen
den Hyperoxie- und den Kontrolltieren. Dies weist darauf hin, dass neonatale Hyperoxie
zu keinem vermehrten Zelluntergang unreifer kortikaler Pyramidenzellen und anderer
kernhaltiger Zellen im sensorischen Kortex bei P7 und P23 fihrt. Die Anwendung von
rEPO bei P7 hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Zellzahl nach Hyperoxie-Exposition.
Diese Ergebnisse widersprechen somit der Hypothese, dass neonatale Hyperoxie einen
erhohten Zelluntergang in Pyramidenzellen bewirkt. Auch wenn 75 — 80% der Zellen im
Kortex Pyramidenzellen sind, wurde in den Studien aus 2004 und 2008 nicht spezifiziert,
welche Zelltypen in welchen Kortexarealen von der erhdhten Apoptose betroffen waren,
es wurden lediglich Marker fiur Zelldegeneration (TUNEL-Methode, DeOlmos-
Silberfarbung oder ELISA fiir DNA-Fragmente) quantifiziert.’%”- 166 |m Gegensatz dazu
haben wir in dieser Studie eine spezifische Markierung der zu untersuchenden
Zellpopulation durchgeflihrt. Daher ist anzunehmen, dass die zuvor berichtete Erhéhung
von Degeneration oder Apoptose zerebraler Zellen eine andere Zellart betrifft. Zu
beachten ist, dass in unserer Arbeit Mause anstelle von Ratten benutzt wurden. Auch
wenn diese Tierarten sehr viele Gemeinsamkeiten teilen, so gibt es doch Unterschiede
in der Gehirnentwicklung. Dies kdnnte theoretisch einen Einfluss auf die Ergebnisse bei

postnatalen Schadigungsmodellen haben.?%3 204 |n Versuchen zur Auswirkung von
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neonataler Hyperoxie auf die Entwicklung von Oligodendroglia wurde in Mausen gezeigt,
dass nach Hyperoxie Exposition insbesondere die Proliferation und die Reifung von
oligodendrogliaren Vorlauferzellen zu verzeichnen war, und auch dort Zelltod keine
wesentliche Rolle spielte.'®

Wie in der Einleitung bereits erlautert spielen Veranderungen kortikaler
Pyramidenzellen eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie vieler verschiedener
neurologischer Entwicklungsstérungen. Exzitatorische Pyramidenzellen stellen die
dominierende Neuronenklasse sowohl im prafrontalen als auch im sensomotorischen
Kortex dar, also jene Hirnareale, die aufgrund der gezeigten Symptome vor allem im
Spektrum autistischer Stérungen und des Aufmerksamkeitsdefizit-
/Hyperaktivitatssyndroms (ADHS), aber auch Schizophrenie von gro3em Interesse sind.
An dieser Stelle sollen die bisherigen Ergebnisse anhand bisheriger Erkenntnisse im
Autismus-Spektrum-Syndrom  (ASS) als ein  Vertreter flUr neurologische
Entwicklungsstérungen mit Uberaus vielfaltigen Auspragungen diskutiert werden.9: 205
In einer post-mortem Studie an 2- bis 16-jahrigen mit ASS, die parallel zu mehreren
Langsschnittstudien durchgefuhrt wurde, konnte eine um 67% erhdhte Anzahl von
Neuronen im Préafrontalkortex nachgewiesen werden.?%® Der (Pra-)Frontalkortex
kontrolliert verschiedene exekutive Funktionen, einschlieBlich hdéherer kognitiver
Prozesse wie Entscheidungsfindung, Planen, Lernen, Sozialverhalten und das
Verarbeiten von Emotionen und ist daher angesichts der Symptomatik der ASS von
besonderem Interesse in der Forschung.?%” Bei den Langsschnittstudien wurden durch
MRT-Untersuchungen das Gehirn von Kindern mit ASS mit denen gleichaltriger gesunder
Kontrollen verglichen. Ubereinstimmend fand sich bei Kleinkindern mit ASS ein signifikant
UbermafRiges Wachstum des Gehirns zusammen mit einer erhéhten Hirnoberflache,
insbesondere im Frontalkortex, gefolgt von einer Verminderung des Hirnwachstums und
der weiteren Entwicklung, die bis zum Erwachsenenalter anhielt.2’-210 Allerdings
beziehen sich diese Studien nicht auf Frihgeborene und es bleibt unklar, worin die
Ursache dieser Veranderungen in Volumen und Oberflache liegt. In einer vergleichbaren
Studie war nach Auszahlung von Pyramidenzellen im anterioren Gyrus temporalis
superior allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen Menschen mit und ohne ASS
zu erkennen.?! Dieser Hirnbereich ist mitverantwortlich flir das Verarbeiten auditorischer
Signale, von Sprache, sozialer Kognition, z.B. Gesichtserkennung, und mit funktionellen
Veranderungen bei Autismus assoziiert.2'" Aber auch hier war die Fallzahl gering, sodass

diese Studienergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden missen. Studien Uber absolute
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Zellzahlen bei ehemals Frihgeborenen mit ASS oder anderen neurologischen
Entwicklungsstérungen gibt es derzeit nicht. Hier konnten allerdings auch MRT-Studien
bei ehemals sehr unreifen Frihgeborenen mit ASS (MRT zum eigentlichen
Geburtstermin durchgefihrt) signifikante Veranderungen in Wachstum und Grofde
verschiedener Hirnbereiche nachweisen. Dazu zahlen verringerte Volumina im
temporalen, okzipitalen, orbitofrontalen und anterior cingularen Kortex, in der Inselrinde
und im Cerebellum.?'> 213 Veranderungen in diesen Hirnregionen wurden ebenfalls
mehrfach mit ASS in Verbindung gebracht. Allerdings waren im Gegensatz zu den zuvor
genannten Studien keine Veranderungen des Gesamtvolumens des Gehirns
nachweisbar. Hier ware es interessant zu schauen, wie die Veranderungen in Volumen
und Gewicht bei ehemals frihgeborenen ASS-Patienten auf mikroskopischer Ebene zu
Stande kommen, ob es tatsachlich zu Veranderungen in der Anzahl Kkortikaler
Pyramidenzellen kommt und wenn ja, welche Rolle dies flr die Pathophysiologie des
ASS spielt. Im tierexperimentellen Hyperoxie-Modell ware es daher sinnvoll weitere
Zellzahlen aus weiteren Kortexarealen zu ermitteln und Volumen und Gewicht der
verschiedenen Hirnareale im zeitlichen Verlauf zu messen, um zu sehen, ob es hier zu
den beschriebenen Veranderungen ahnlich wie bei Frihgeborenen kommt, auch in
Kombination mit rEPO. Bei ahnlichen Ergebnissen lieRe sich hier eine Verbindung
herstellen zwischen neonataler Hyperoxie und Veranderungen in Volumina und Gewicht
in den verschiedenen Hirnarealen, die mit ASS als neurologische Entwicklungsstérung
assoziiert sind.

Aus methodischer Sicht sind die vorliegenden Ergebnisse als aussagekraftig zu
bewerten, da die immunhistochemische Markierung und Darstellung bestimmter
Zelltypen durch spezifische Primar- und Sekundarantikdrper ein qualitativ hochwertiges
und sicheres Verfahren darstellt, welches international zu den etabliertesten
Forschungsmethoden zahlt. Die Auszahlung der Zellen per Hand bei festgelegter
Fenstergrofle im gleichen Kortexareal erlaubt zusatzlich einen direkten Vergleich
zwischen den Gruppen. Dass die Zellen nur von einem Untersucher ausgezahlt wurden
und nicht von weiteren, um die Zahlen Uberprifen zu kénnen, ist als methodischer

Kritikpunkt zu nennen.
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5.2.2 Applikation von rEPO vermindert die hemmende Wirkung der

Hyperoxie auf die Dendritogenese von Pyramidenzellen

Die Dendritogenese ist ein komplizierter Prozess, bei der eine Vielzahl an intra-
und extrazellularen Signalen beteiligt sind. Dazu zahlen u.a. Transkriptionsfaktoren,
neuronale Aktivitdt, parakrine Signalmolekile und Zellkontakte. Eine prazise
Koordination des dendritischen Wachstums ist essentiell, um eine adaquate neuronale
Funktion und Konnektivitat des ZNS, vor allem der Hirnrinde, zu gewahrleisten.?14-217
Eine gestorte Dendritogenese kortikaler Pyramidenzellen korreliert eng mit dem Auftreten
psychoneurologischer Entwicklungsstérungen und Erkrankungen.®* 6% Da Friihgeborene,
wie bereits erwahnt, ebenfalls ein hoéheres Risiko fir psychoneurologische
Entwicklungsstérungen/Erkrankungen aufweisen, war eine detaillierte morphologische
Untersuchung der unreifen kortikalen Pyramidenzellen Ziel der vorliegenden Arbeit, um
den Einfluss neonataler Hyperoxie auf dendritisches Wachstum darzulegen.
Weitergehend war eine zweite Hyperoxie-exponierte Gruppe erforderlich, um zu testen,
ob die Hyperoxie-induzierte Veranderungen durch die Anwendung von rEPO verhindert
bzw. abgeschwacht werden und damit eine Neuroprotektion erreicht wird.

Bei den drei untersuchten Kortexarealen, dem motorischen, sensorischen und
prafrontalen Kortex, zeigten die Pyramidenzellen des motorischen und sensorischen
Kortexes eine deutlich héhere Vulnerabilitat als die des prafrontalen Kortexes. Aulerdem
scheint das Wachstum der basalen Dendriten empfindlicher auf Hyperoxie zu reagieren
als das der apikalen. In der Untersuchung der Pyramidenzellen der Hyperoxie-
exponierten Mause, die dreimalig mit jeweils 5000 IE/kg KG i.p. rEPO behandelt wurden,
zeigte sich bei den Basaldendriten in allen drei Kortexarealen eine Normalisierung des
dendritischen Wachstums an das der Kontrollgruppe. In den tiefen Schichten des
sensorischen Kortexes Ubertraf das Wachstum der mit rEPO behandelten
Pyramidenzellen sogar teilweise das der Kontrollzellen. Die in der vorliegenden Arbeit
beschriebene und durchgefihrte Untersuchung des Dendritenbaums Kkortikaler
Pyramidenzellen des unreifen Gehirns Hyperoxie-exponierter und mit rEPO behandelter
Mause verdeutlicht somit, dass neonatale Hyperoxie das dendritische Wachstum
kortikaler Pyramidenzellen im unreifen Gehirn signifikant hemmt und dass dieser
schadigende Effekt durch die Anwendung von rEPO vermindert oder gar verhindert wird.

Beide Resultate sind als neuwertige und relevante Erkenntnisse Uber die schadlichen
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Auswirkungen der Sauerstofftoxizitat und der neuroprotektiven Effekte durch rEPO auf
das unreife Gehirn zu sehen.

Die zugrunde liegenden Mechanismen fur diese Resultate lassen sich anhand von
Erkenntnissen der jungsten Forschung diskutieren. Es ist bekannt, dass die durch die
Hyperoxie hervorgerufene Akkumulation von Sauerstoffradikalen zu oxidativem Stress
fuhrt, der funktionelle und strukturelle Zellschaden verursacht und damit ursachlich an
Inflammation, zelluldrer Dysfunktion und Apoptose beteiligt ist.”6 101. 111, 118 Djg
Dendritogenese stellt einen streng organisierten Prozess dar, mit vielen ex- und
intrinsischen Einflussfaktoren. Die Hyperoxie-induzierten Sauerstoffradikale konnten das
dendritische Wachstum der Pyramidenzellen durch Dysregulation von wichtigen
Entwicklungschritten beeintrachtigen. Eine wichtige Komponente zur Steuerung des
Dendritenwachstums sind Wachstumsfaktoren wie brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) und glial-derived neurotrophic factor (GDNF), die eine zentrale Rolle in der
Gehirnentwicklung einnehmen und einen starken dendritischen Wachstumsreiz in
kortikalen Pyramidenzellen auslésen.?'® Es konnte in vorigen Arbeiten gezeigt werden,
dass die Synthese dieser und weiterer Neurotrophine nach Hyperoxie-Exposition bei
Mausen/Ratten deutlich reduziert ist, was zu einem verminderten dendritischen
Wachstum beitragen kann.*% 197. 111 Das unreife Gehirn gilt als deutlich vulnerabler fiir
oxidativen Stress als das reife Gehirn.8 % Zum einen sind die antioxidativen
Schutzsysteme nur unzureichend ausgebildet, zum anderen besitzt der unreife
Organismus nur eine verminderte Kapazitat die Synthese antioxidativer Enzyme unter
erhohtem oxidativen Stress hochzuregulieren.® Zusatzlich verbraucht das unreife Gehirn
mehr Sauerstoff, enthalt hohe Mengen an Eisen und bietet aufgrund seines erhéhten
Anteils an leicht oxidierbaren mehrfach ungesattigten Fettsduren mehr Angriffsflache fur
die schadlichen Sauerstoffradikale.4 '3* Diese Umstande kénnten dazu beitragen, dass
die unreifen kortikalen Pyramidenzellen in unserem Modell empfindlich auf Hyperoxie-
bedingten oxidativen Stress reagieren.

Die Bedeutung von EPO fur die embryonale und fetale Gehirnentwicklung und
dessen Eigenschaften als neuroprotektives Zytokin im Rahmen eines Hirnschadens
unterschiedlicher Natur im unreifen Gehirn wurde bereits mehrfach experimentell
belegt.®% 1%6. 165 Dabei wurden verschiedene Mechanismen beschrieben, auf denen die
Wirkungen von rEPO beruhen, insbesondere auch nach Hyperoxie-induziertem
Hirnschaden.’* Eine zur Protektion nitzliche Eigenschaft von rEPO besteht in der

Reduzierung von oxidativem Stress.®® So zeigte die Anwendung von rEPO bei Hyperoxie-
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exponierten neugeborenen Ratten eine hohere Konzentration von Glutathion und eine
geringere Konzentration von oxidiertem Glutathion-Disulfid im Vergleich zur nicht
behandelten Hyperoxie-Gruppe. Aullerdem zeigte die Gabe von rEPO im gleichen
Experiment eine verminderte Lipidperoxidation und erhohte Level von Hamoxygenase-
1.%5 Zusatzlich bewirkt rEPO durch die Aktivierung der Erythropoese eine gesteigerte
Verwertung und Bindung von frei zirkulierendem Eisen.'?8 156 Weiterhin wirkt rEPO anti-
inflammatorisch, indem es die Synthese Hyperoxie-induzierter pro-inflammatorischer
Zytokine und Aktivierung der Mikroglia hemmt. Damit wird eine Neubildung von
Sauerstoffradikalen unterbunden.''? "85 Durch diese modulierenden Eigenschaften
konnten die schadlichen Auswirkungen von oxidativem Stress auf die Pyramidenzellen
vermindert worden sein. Darlber hinaus induziert rEPO die Synthese von
Neurotrophinen, wie z.B. BDNF und GDNF, wodurch Zelluntergang verhindert, die
Neuro- und Gliogenese stimuliert und dendritisches Wachstum angeregt wird.4% 159, 219,
220 Hierliber konnten die Pyramidenzellen ebenfalls geschiitzt und zur Dendritogenese
angeregt worden sein. Vermittelt werden diese zellularen Effekte von rEPO letztlich Uber
direkte Signaltransduktion durch seinen Rezeptor. Die Bindung von rEPO an seinen
Rezeptor aktiviert dabei verschiedene Signaltransduktionsketten, u.a. den JAK2/STAT5-
, MAPK/ERK- und PI-3K/AKT-Signalweg. Diese Signalwege haben nicht nur direkten
Einfluss auf Dendriten- und Zellwachstum, Proliferation und Apoptose, sondern
interagieren auch mit weiteren fur die Zellfunktion der unreifen Pyramidenzelle wichtigen
Proteinen und Signalmolekilen, wie z.B. Neuregulin, DISC1 u.a.55 134 214,215 Eg ergibt
sich somit aus den bisherigen Erkenntnissen zu Hyperoxie und rEPO ein komplexes
Zusammenspiel zahlreicher Faktoren und Mechanismen, die auch fur die Schadigung
und Protektion des Dendritenwachstums von Pyradmidenzellen in unserem
Schadigungsmodell bedeutsam sind.

Aus Klinischer Sicht sind die Ergebnisse aus der Morphometrie deshalb
interessant, weil sie belegen, dass neonatale Hyperoxie im unreifen Gehirn langfristig zu
morphologischen Veranderungen im dendritischen Wachstum kortikaler Pyramidenzellen
fuhrt, wie sie auch bei Menschen mit verschiedenen neurologischen
Entwicklungsstérungen und Erkrankungen beobachtet wurden. Dazu zahlen unter
anderem Autismus-Spektrum-Storung (ASS) und damit verwandte Stérungen,
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatsstorung  (ADHS),  Schizophrenie, mentale
Retardierung und die Alzheimer-Demenz.85 215 221-224 Eg st noch offen, ob diese

morphologischen Veranderungen beim Menschen die primare Ursache (z.B. durch eine
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genetische Mutation) der Entwicklungsstorungen darstellen oder wie grol3 deren
pathogener Anteil als einer von mehreren Ursachen zu sehen ist.

Bei vielen Frihgeborenen zeigen sich im Laufe der Entwicklung auch ohne den
Nachweis eindeutiger Komplikationen wie Asphyxie, Hirnblutung, zystischer PVL eine
verzogerte neurologische Entwicklung. Aktuell geht man von einer multifaktoriellen
Genese aus, die sich aus genetischen und nichtgenetischen Risikofaktoren und ihrer
komplexen Interaktion zusammensetzt.%> 205 Die erhohte Pravalenz neurologischer
Entwicklungsstorungen bei Frihgeborenen kann jedoch weniger durch genetische
Faktoren erklart werden, sondern vor allem durch exogene Noxen aus der Umwelt — im
Fall des Tiermodells neonatale Hyperoxie — die zu Schaden im vulnerablen unreifen
Gehirn fuhrt. Eine der Fragen, die sich aus diesen Ergebnissen ergibt, ist, inwiefern
neonatale Hyperoxie in diesem Tiermodell zu auffalligem Verhalten im Sinne einer
neurologischen Entwicklungsstérung fihrt. Zumindest fir ADHS konnte in einer
Publikation von Schmitz et al. 2011 gezeigt werden, dass neonatale Hyperoxie bei
Mausen zu hyperaktivem Verhalten und zu verminderter motorischer Koordination fuhrt,
ahnliche wie es bei Kindern mit ADHS auch beobachtet werden kann.% Interessant ware
weitergehend zu untersuchen, ob Hyperoxie-exponierte Mause oder Ratten in
geeigneten Verhaltenstests auch z.B. Autismus- oder Schizophrenie-ahnliches Verhalten
zeigen und ob bei sichtbaren Veranderungen die Anwendung von rEPO auch auf der
Verhaltensebene zu einer signifikanten Verbesserung fihrt. Die Normalisierung der
Hyperoxie-bedingten morphologischen Schaden durch rEPO unterstreicht dessen
potentiellen Stellenwert zur Neuroprotektion. Somit unterstitzen die experimentellen
Erkenntnisse dieser Arbeit die Rolle von rEPO fir Neuroprotektion in der Neonatologie,
speziell bei Frihgeborenen.

Methodisch gilt die Golgi-Cox-Farbung als Goldstandard zur histologischen
Darstellung von Pyramidenzellen und stellt sowohl die Dendriten als auch die
Ultrastrukturen der Pyramidenzellen im Vergleich zu anderen Farbemethoden sehr
detailliert dar. Die Sholl-Analyse erlaubt zudem eine detaillierte morphometrische
Quantifizierung der Dendriten. Darlber hinaus wurden zur Optimierung der Methode
ausschlieRlich Pyramidenzellen analysiert, die vollstandig und intensiv gefarbt waren und
bei denen die Dendriten den Pyramidenzellen eindeutig zugeordnet werden konnten,
wodurch die Verlasslichkeit der morphometrischen Untersuchung der Dendriten

verbessert ist. Ein Schwachpunkt der zweidimensionalen Auswertung war, dass einzelne
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Pyramidenzellen lichtmikroskopisch nicht sicher der oberflachlichen oder tiefen Schicht

zugeordnet werden konnten.

5.2.3 Hyperoxie und rEPO haben keinen Einfluss auf die Synaptogenese

von Pyramidenzellen

Synapsen sind die eigentlichen Kontaktstellen Uber die Neurone miteinander
kommunizieren. Im ZNS lassen sich verschiedene Typen von Synapsen unterscheiden.
In der vorliegenden Arbeit wurden Postsynapsen kortikaler Pyramidenzellen untersucht,
welche als kleine pilzférmige Vorwdlbung zahlreich auf Dendriten erkennbar sind und
funktionell Informationen aufnehmen und Uber die Dendriten zum Zellkérper
weiterleiten.??> Fir die Funktionalitat des neuronalen Netzwerks ist daher eine korrekt
und préazise ablaufende Synaptogenese essentiell.®* Zahlreiche Untersuchungen haben
bei verschiedenen psychoneurologischen Erkrankungen, i.e. ASS und damit verwandte
Stérungen, ADHS, mentale Retardierung, Schizophrenie, Depression, Alzheimer-
Demenz u.a. eine Stérung der Synaptogenese und Synapsenfunktion nachgewiesen.??+-
227 Aus diesem Grund ist eine detaillierte Untersuchung der Synapsen in dem Tiermodell
dieser Arbeit sinnvoll, um die potentielle Schadigung von neuronaler Synapsenbildung
sowie Dendritenbildung durch neonatale Hyperoxie erstmals zu erfassen und dabei den
Effekt von therapeutischer rEPO Anwendung zu definieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkungen von Hyperoxie und rEPO auf
die Synapsendichte kortikaler Pyramidenzellen im unreifen Gehirn untersucht. Hierzu
wurden die Synapsen auf mindestens 40 um langen Basaldendriten per Hand gezahlt
und durch die entsprechende Dendritenlange dividiert. Es zeigten sich unter den drei
Gruppen (Normoxie, Hyperoxie, Hyperoxie mit rEPO) keine signifikanten Unterschiede.
Dies deutet darauf hin, dass Hyperoxie allein und zusammen mit der Gabe von rEPO
keinen Effekt auf die Ausbildung dendritischer Synapsen haben. Zuvor wurden
verschiedenartige Auswirkungen von oxidativem Stress auf Synapsen berichtet;
oxidativer Stress kann demnach sowohl zu einem Verlust als auch zu einem angeregten
Wachstum von Synapsen fiihren.*5 228 229 Zydem konnte oxidativer Stress auch eine
Rolle in der synaptischen Aktivitat bei kognitiven Prozessen wie Lernen und Gedachtnis
spielen.*® 230 Eine mogliche Erklarung, warum Hyperoxie in dieser Arbeit nicht zu einem
deutlichen Verlust von Synapsen gefuhrt hat, kdnnte sein, dass Sauerstoffradikale durch

die Aktivierung des JNK-AP-1 Signalweges und der Autophagie eine stimulierende Rolle
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im Wachstum und Bildung von Synapsen spielen. Die Jun-N-terminal kinase (JNK), eine
MAP-Kinase (MAPK), und Activator protein 1 (AP-1), ein Transkriptionsfaktor, sind
Mediatoren, die durch oxidativen Stress aktiviert werden kénnen und fir die synaptische
Funktion und das synaptische Wachstum wichtig sind.?*' Die Aktivierung erfolgt dabei vor
allem Uber eine Apoptosis-signal-regulating-kinase (ASK), eine JNK Kinase Kinase, die
durch Oxidation von Thioredoxinen aktiviert wird, eine Gruppe antioxidativer Proteine,
welche im unreifen Gehirn der Ratte unter Hyperoxie signifikant starker exprimiert
werden.'® Daneben konnte flir die Autophagie gezeigt werden, dass Hyperoxie zu einem
Anstieg Autophagie-assoziierter Proteine im unreifen Gehirn der Maus fiihrt.""3
Unabhangig davon fand man zusatzlich ein gesteigertes synaptisches Wachstum durch
gesteigerte Autophagie und umgekehrt ein reduziertes synaptisches Wachstum,
nachdem die Autophagie durch induzierte Mutationen in dafur relevanten Genen inhibiert
wurde.?3% 232 Dar(iber hinaus aktiviert der JNK-AP-1-Signalweg unter oxidativem Stress
auch die Transkription Autophagie-relevanter Gene. Diese Mechanismen konnten in der
Summe dazu beigetragen haben, dass die Synapsendichte in der Hyperoxie-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht wesentlich vermindert war. Wichtig zu erwahnen ist
allerdings, dass sich diese Erkenntnisse auf Prasynapsen am Axon beziehen und nicht
auf dendritische Synapsen, obwohl JNK auch hier nachweisbar ist. Gegen eine
Stimulation der Synapsenbildung durch Sauerstoffradikale sprechen auch Ergebnisse
einer experimentellen Studie mit genetisch veranderten Drosophila Fliegen, in der ein
Verlust von neuromuskuldren axonalen Prasynapsen durch Sauerstoffradikale
nachzuweisen war.??® Darliber hinaus zeigten Experimente, die dendritische Synapsen
hippocampaler CA1 und kortikaler Pyramidenzellen von Nagetieren untersucht haben,
dass oxidativer Stress sogar zu einer signifikanten Reduzierung der Synapsendichte
flhrt. 233236 Allerdings wurden hier zum einen reife Gehirne ausgewachsener
Ratten/Mause und keine unreifen Gehirne neonataler oder juveniler Tiere untersucht und
zum anderen wurden zur Induktion von oxidativem Stress Kainsaure, Ozon und
Mefloquin anstelle von erhdhter Sauerstoffkonzentration in der Atemluft verwendet.
Daher sind diese Studien nur eingeschrankt mit der vorliegenden vergleichbar. Die Gabe
von rEPO hatte ebenfalls keinen signifikanten Effekt auf die Synapsendichte. Auch dazu
gibt es in der Literatur nur wenig Daten fir einen Vergleich. Einerseits konnte in zwei
Experimenten gezeigt werden, dass EPO zu einer signifikant erhdhten dendritischen
Synapsendichte in hippocampalen Vorlaufer- und Pyramidenzellen fiihrt.237. 238

Andererseits konnte eine weitere experimentelle Studie an hippocampalen
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Pyramidenzellen keine Veranderungen in der Morphologie und Dichte der Synapsen
durch die Gabe von EPO beobachten.?*° Diese Studien verwendeten allerdings mehrere
Monate alte Mause/Ratten, zwei hiervon im Zusammenspiel mit einem Modell flr
zerebrale Hypoperfusion. Zu diskutieren ist, dass rEPO als Wachstumsfaktor fungiert und
die Expression von Neurotrophinen induziert, welche wiederum die Synaptogenese
fordern, weshalb eine erhdhte Synapsendichte durchaus plausibel ware. Bezuglich einer
Beteiligung des JNK-AP-1-Signalweges bei rEPO vermittelten Effekten gibt es aus
Experimenten an hamatopoetischen Zellkulturen zum Teil widerspriichliche Daten.240-243
Eine Studie, die die Beteiligung der durch rEPO aktivieten MAPK-Signalwege im
unreifen Gehirn des Mauseembryos nach Hypoxie untersucht hat, fuhrte zu dem
Ergebnis, dass rEPO die durch Hypoxie erhdhte Aktivitat des JNK-Signalweges nicht
beeinflusst und dass JNK daher im Hypoxie-Modell keine Rolle in der Neuroprotektion
durch rEPO spielt.?** Ob dieser Signalweg bei der Gabe von rEPO im Hyperoxie Modell
relevant sein kdnnte, bleibt unklar. Zu diskutieren ist ebenfalls die potentielle Rolle von
Autophagie. Es konnte zwar gezeigt werden, dass die Genexpression fur Autophagie-
assoziierter Proteine im unreifen Gehirn durch Hyperoxie induziert und durch rEPO
Gaben wiederum vermindert wird und dass Autophagie mit gesteigertem synaptischem
Wachstum assoziiert ist, allerdings scheint dieser Effekt auf die Kkortikalen
Pyramidenzellen keine ausschlaggebenden Veranderungen bewirkt zu haben.'"3

Es ist bekannt, dass verschiedene neurologische Entwicklungsstorungen,
insbesondere jene, die zum Spektrum der autistischen Stérungen gezahlt werden, aber
auch Schizophrenie, Alzheimer und Depressionen, mit Veranderungen in der
Synapsendichte und -morphologie einhergehen. Zudem ist zu beachten, dass bei jeder
differenzierbaren Entwicklungsstérung auch eine veranderte Dynamik bei der
Synaptogenese und beim selektiven Untergang vorliegt. Bei der tuberdsen Sklerose
werden beispielsweise initial weniger Synapsen gebildet, sind dann jedoch im
Erwachsenenalter deutlich erhdht im Vergleich zum Gesunden. Beim Fragile-X-Syndrom
ist es genau umgekehrt mit noch normaler Synapsendichte im Erwachsenenalter.245-247
Diesen Veranderungen in der Synapsendichte werden nach aktuellen Kenntnissen eine
wichtige Rolle in der Pathophysiologie der Entwicklungsstorungen beigemessen. In
Bezug auf Autismus wurde in einer alteren Studie aus dem Jahr 1980 uber eine
verminderte Synapsendichte auf Apikaldendriten von Pyramidenzellen im Neokortex
berichtet. Neuere Untersuchungen von Golgi-gefarbten kortikalen Pyramidenzellen im

Kortex zeigen jedoch eine erhohte Dichte dendritischer Synapsen bei Menschen mit
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Autismus im Vergleich zu Gesunden. Dies betrifft die apikalen Dendriten in Schicht Il im
frontalen, temporalen und parietalen Kortex und in Schicht V im tempolaren Kortex.
Letzteres korrelierte hierbei mit einer eingeschrankten Autophagie bedingt durch eine
Hyperaktivitat im mTOR-Signalweg. Die erhdhte Synapsendichte korrelierte aullerdem
hierbei negativ mit dem Gehirngewicht und den kognitiven Funktionen.?48-250 Weiterhin
bleibt zu bemerken, dass die Synapsendichte in den vorliegenden Experimenten nur zu
einem Zeitpunkt untersucht wurden. Die Synaptogenese unterliegt allerdings bis ins
Erwachsenenalter einer hohen Dynamik.??” Es waére interessant zu sehen, wie die
dynamische Entwicklung der Synapsen unter neonataler Hyperoxie bis ins spatere adulte
Alter verlauft, und ob eine erhdhte oder verminderte selektive Eliminierung der Synapsen
im Vergleich zur Kontrolle erfolgt. Da auf3erdem verschiedene Entwicklungsstérungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten eine normale Synapsendichte aufweisen kdénnen, lasst
sich aus diesen Ergebnissen eine pathologische Veranderung weder sicher ableiten noch
ausschlie®en, zumal lediglich eine Aussage Uber die Dichte getroffen wird, nicht jedoch
uber die Morphologie, die ebenfalls eine wichtige Rolle fur die Aktivitat und Funktion

neuronaler Netzwerke einnimmt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Auch wenn die Mortalitatsrate Fruhgeborener in Deutschland und weltweit dank
besserer medizinischer Versorgung stetig sinkt, ist Frahgeburtlichkeit weiterhin die
haufigste Todesursache fur Kinder unter 5 Jahren. Bei sinkender Mortalitat bleibt jedoch
die langfristige Morbiditatsrate hoch, mit grolen sozio6konomischen und besonders
emotionalen Belastungen fur Betroffene und Angehdrige. Insbesondere das breite
Spektrum an neurologischen Erkrankungen und Entwicklungsstérungen stellt Arzte sowie
Forscher vor grole medizinische Herausforderungen hinsichtlich Therapie und
Pravention. Auch bei einem komplikationsfreien Verlauf der ersten Wochen und Monate
nach Geburt hat ein Frihgeborenes, so zeigen es mehrere grol’e retrospektive
Nachuntersuchungen, ein deutlich erhéhtes Risiko fur neurologische Beeintrachtigungen
im spateren Leben. Dazu zahlen neben Stérungen aus dem autistischen Formenkreis
auch ADHS, Schizophrenie, Demenzerkrankungen und affektive Stérungen. Eine
potentielle Ursache flir Hirnschadigung, flr die sich experimentell und in klinischen
Studien Hinweise finden, ist die unphysiologisch erhdhte Sauerstoffexposition durch
Frihgeburt und die damit verbundenen Auswirkungen durch Hyperoxie. Die Unreife des
Organismus insgesamt mit einem Mangel an antioxidativen Schutzsystemen bedingen
die enorme Vulnerabilitdt des Frihchens gegenuber jeglicher Umweltnoxe, sogar dem
Sauerstoff in der Raumluft. Hier gilt es Wege und Malknahmen zu finden um das
empfindliche unreife Gehirn besser schitzen kénnen.

Zelldegeneration und Inflammation, gestorte Axon-Oligodendrozyten-Interaktion,
und hyperaktives Verhalten sind nur einige Aspekte, welche experimentell die
schadigenden Effekte durch neonatale Hyperoxie im unreifen Gehirn auf molekularer,
zellularer und Verhaltensebene verdeutlichen. Auf der Suche nach geeigneten
pharmakologischen Therapien konnte fir Erythropoetin verschiedene zellprotektive
Eigenschaften im ZNS nachgewiesen werden, sowohl experimentell als auch in der
klinischen Anwendung. Klinische Daten weisen zudem auf einen Nutzen durch die
Anwedung von EPO fir das neurologische Langzeit-Outcome bei Frihgeborenen mit
Hirnblutung an.

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt von neonataler Hyperoxie und EPO
auf kortikale Pyramidenzellen untersucht, welche u.a. mit 0.g. Morbiditaten assoziiert

sind. Hier konnte in dieser Studie erstmals nachgewiesen werden, dass neonatale
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Hyperoxie die Dendritogenese der Pyramidenzellen massiv einschrankt. Daruber hinaus
normalisierte sich die Anzahl der Dendriten unter Gabe von EPO. Allerdigs blieben
Anzahl der Pyramidenzellen und die Synapsendichte unverandert. Auch wenn die in der
Fragestellung formulierten Hypothesen damit nur eingeschrankt verifziert werden
kénnen, kann aus diesen Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass durch die stark
eingeschrankte Dendritogenese kortikaler Pyramidenzellen unter Hyperoxie signifikanter
Schaden im unreifen Gehirn entstanden ist mit méglichen langerfristigen Auswirkungen.
Weiterhin belegen die Ergebnisse, dass die Gabe von EPO einen protektiven Effekt auf
die gestorte Dendritogenese kortikaler Pyramidenzellen unter Hyperoxie hat.

Eine Limitation dieser Arbeit ist, dass keine Aussage Uber den weiteren Verlauf
der Entwicklung der Pyramidenzellen getroffen werden kann. Weitere histologische
Nachuntersuchungen koénnten in kinftigen Arbeiten Aufschluss dartiber geben.
Interessant ware auch zu sehen, ob Veranderungen von Biomarkern flr oxidativen Stress
messbar sind, die als Ursache fur die Veranderungen (Schadigung wie auch Protektion)
auf molekularer Ebene in Frage kommen. Die Analyse der Synapsen konnte zudem
vertieft werden, indem Veranderungen der Synapsenmorphologie untersucht werden.
Weitere Fragen schlieBen sich an die vorliegende Studie an und sollten in
weiterfuhrenden Studien adressiert werden. So kdnnte mittels geeigneter Verhaltenstest
in weiteren Details zu klaren sein, inwieweit neonatale Hyperoxie auch im Mausmodell
zu verandertem Verhalten flhrt, wie sie bei ehemals friihgeborenen Menschen mit
neurologischen Entwicklungsstérungen beobachtet werden kann und ob die Gabe von
EPO auch daflr eine geeignete Therapie darstellt. Zudem kénnte in Bezug auf die
veranderten Pyramidenzellen untersucht werden, ob neonatale Hyperoxie neben
morphologischen Veranderungen auch zu funktionellen Veranderungen fihrt und wenn
ja, ob EPO auch hier einen protektiven Effekt erzielt, wozu elektrophysiologische
Untersuchungen dienen kénnen.

Insgesamt liefern die Ergebnisse dieser Studie neue und wichtige Erkenntnisse
Uber die Auswirkungen neonataler Hyperoxie und EPO auf kortikale Pyramidenzellen im
unreifen Gehirn. Darlber hinaus stitzt diese Studie die Theorie, dass neonatale
Hyperoxie schadliche Auswirkungen auf das unreife Gehirn Frihgeborener hat und die
Gabe von EPO als ein bereits etabliertes Medikament ein potentielles Neuroprotektivum

darstellt.
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