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Abstract

Die Behandlung des perinatalen Sauerstoffmangels mit hohen Sauerstoffspannungen konnte
das noch unreife Gehirn des Neugeborenen zusitzlich schidigen. Am Modell der juvenilen
hippokampalen organotypischen Hirnschnittkultur (OHSK) wurde die Auswirkung von hohen
Sauerstoffspannungen auf Funktion und Struktur von Nervenzellpopulationen unmittelbar
nach Hypoxie oder Normoxie untersucht. Stérungen der Funktion wurden anhand von
Verianderungen reizinduzierter Feldpotentiale elektrophysiologisch gemessen. Strukturelle
Zellschdden wurden mittels Messung der Propidium Jodid Fluoreszenzintensitit in der
Hirnschnittkultur ~ und  Bestimmung der  Laktatdehydrogenase-Konzentration im

Kulturmedium quantifiziert und beschrieben.

In einer ersten Versuchreihe konnte ich nachweisen, dass sich Hypoxie-induzierte
strukturelle Zellschdden substantiell grofler darstellen, wenn die Reoxygenation mit hohen
Sauerstoffspannungen durchgefiihrt wurde. In einer zweiten Versuchreihe konnte ich zeigen,
dass Hypoxie Verdnderungen der Feldpotentialcharakteristiken in der Area CA1 induziert und
die nachfolgende hyperoxische Reoxygenation einen lang andauernden Ausfall der
neuronalen Funktion verursacht. In gemeinsamen Untersuchungen mit anderen Mitgliedern
der Projektgruppe wurde deutlich, dass (i) erhohte Sauerstoffspannungen per se (95 % und 60 %
im Vergleich zu 20 %) zu reversiblen und irreversiblen Zellschiden in OHSK fiihren und (ii)
eine Behandlung der OHSK mit Erythropoietin die Erhaltung der neuronalen Funktion des

juvenilen Hippokampus wihrend Ischdmie und hyperoxischer Reoxygenation begiinstigt.

Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das klinische Szenario wird kritisch diskutiert. Die
Aufkldrung der Schidigungsmechanismen und des neuroprotektiven Einflusses von

Erythropoietin bleibt Gegenstand weiterfiihrender Untersuchungen.
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Einleitung

Die Asphyxie des Neugeborenen kurz vor oder wéhrend der Geburt (Geburtsasphyxie) ist
durch Sauerstoffmangel, Atemdepression und Kreislaufversagen charakterisiert. Diese
Symptome verursachen zwangslaufig einen Mangel an Sauerstoff und Glukose sowie eine

Anhidufung von CO, und Metaboliten (Hypoxie/Ischdmie) im Gehirn.

Etwa 4 Millionen Neugeborene sind weltweit jahrlich davon betroffen, etwa 1 Million ver-
stirbt an den Folgen und etwa 1 Million Neugeborene sind nach einer moderaten bis schweren

Asphyxie durch neurologische Schiadigungen ein Leben lang schwer beeintrachtigt (41).

Die Reanimation nach einer Geburtsasphyxie erfolgt in der Regel mit Sauerstoff. Obwohl
internationale Leitlinien flir die Reanimation von Neugeborenen standardmifig die
Ventilation mit 100 % Sauerstoff empfehlen (37, 38) erlauben die neuen Reanimations-
leitlinien 2005 erstmalig in den ersten 90 Sekunden einen initialen Versuch mit

Raumluftventilation zu erwégen.

Urséchlich fiir diese Neuerung in den Reanimationsleitlinien sind die in den letzten Jahren
sich mehrenden Hinweise, dafl die Therapie mit hohen Sauerstoffspannungen, insbesondere
nach einer stattgehabten hypoxisch-ischdmischen Episode, das noch unreife Gehirn des

Neugeborenen schidigen konnte (4, 30).

Klinische Studien zum Vergleich der Reanimation mit 100 % Sauerstoff und mit Raumluft
brachten unterschiedliche Ergebnisse. Vento et al (39, 40) konnten zeigen, dass bei
Neugeborenen, die mit 100 % Sauerstoff reanimiert worden waren, die Marker fiir oxidativen
Stress nach 72 Stunden und noch nach 28 Tagen signifikant erhoht waren. Die internationale
Resair 2-Studie ergab hinsichtlich der Mortalitdt und der neurologischen Entwicklung (32)
keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Studiengruppen, wéhrend Davis et al
2004 (4) in einer Meta-Analyse der Vergleichs-Gruppen aller eingeschlossenen Studien einen
signifikanten Vorteil fiir Kinder, die mit Raumluft reanimiert worden waren, feststellen

konnten.



Studien an neugeborenen Tieren deckten auf, dass Reoxygenation mit 15-21 % Sauerstoff im
Gegensatz zu 95 % Sauerstoff das Risiko fiir einen Anstieg von exzitatorischen Aminosduren
sowie fiir Verinderungen im zelluliren Energiestoffwechsel, der Aktivitit der Na'-K'
ATPase sowie des Dopamin- und NO Metabolismus senkten (9, 14, 18, 20, 34). Die
Reoxygenation mit niedriger Sauerstoffkonzentration resultierte in kleineren neurologischen
Defiziten (20), kleineren Hirnschidden (26) und geringeren histopathologischen Verdnder-
ungen eine Woche nach dem hypoxischen Hirntrauma (33). Obwohl andere Arbeiten diese
Beobachtungen nicht bestitigen konnten (7, 8, 28, 29) weisen die insgesamt vorliegenden
Ergebnisse indirekt darauf hin, dass hohe Sauerstoffkonzentrationen einen schidigenden
Einfluss auf Neurone ausiiben kénnen. Als Schiadigungsmechanismen sind unter anderem ein
vermehrter Anfall reaktiver Sauerstoffspezies, sowie Induktion von Apoptose und
Inflammation (39, 15, 36) zu diskutieren. Deshalb wird die reduzierte antioxidative Kapazitit
des neugeborenen Organismus (31) als ein wesentlicher Faktor der Schidigung angesehen.
Neuere Erkenntnisse zeigen, dass Erythropoietin, dessen Produktion nach dem schlagartigen
Anstieg des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks bei der Geburt eingestellt wird,
neuroprotektive Eigenschaften besitzt. (25, 1). Folglich koénnte auch ein Mangel an
Erythropoietin die schiddigende Wirkung der hyperoxischen Reoxygenation nach der
Geburtsasphyxie begiinstigen.

Die direkten funktionellen und strukturellen Auswirkungen von hyperoxischer oder
normoxischer Reanimation auf hoch vulnerable Regionen des Gehirns wie den Hippokampus
sind in situ nicht beobachtbar und daher unbekannt. Da sich ihre direkte Untersuchung am
Neugeborenen verbietet, hat sich eine Projektgruppe der Kinderklinik und des Institutes fiir
Neurophysiologie an der Charit¢ zum Ziel gesetzt, entsprechende Untersuchungen an

juvenilen organotypischen Hirnschnittkulturen des Hippokampus durchfiihren.

Das Modell der ,,juvenilen organotypischen Hirnschnittkultur (OHSK)* eignet sich gut fiir die
Untersuchung von Schidigungsmechanismen im postnatalen Hippokampus. Das neuronale
Netzwerk bleibt im Wesentlichen erhalten (11, 35) und sowohl die Zusammensetzung als
auch die Temperatur des artifiziellen Liquors konnen konstant gehalten bzw. manipuliert
werden. Weiterhin sind OHSK hochauflésenden elektrophysiologischen und fluoreszenz-
mikroskopischen Techniken zuginglich und haben gegeniiber akut préiparierten Hirnschnitten
den Vorteil, dass Schiadigungsmechanismen ohne Interferenz mit dem akuten

Priparationstrauma untersucht werden kdnnen. Zudem eignen sie sich fiir die Prainkubation



mit neuroprotektiven Substanzen und fiir Untersuchungen von Langzeiteffekten. In der

vorliegenden Arbeit wurde folgenden Fragen nachgegangen:

1. Werden strukturelle Schadigungen juveniler Nervenzellen nach Sauerstoffmangel

durch hyperoxische oder normoxische Reoxygenierung verstarkt?

2. Werden Storungen der Funktion nach Sauerstoffmangel in juvenilen neuronalen

Netzwerken durch hyperoxische oder normoxische Reoxygenierung verstérkt?

3. Verursachen hyperoxische Sauerstoffspannungen per se strukturelle Schaden und

Verianderungen der Funktion in neuronalen Netzwerken?

4. Kann eine Prikonditionierung juvenilen Gewebes mit Erythropoietin einen
neuronalen Zellschaden durch Ischdmie und hyperoxische Reoxygenation

effektiv reduzieren?



Methodik

Priaparation und Kultivierung von juvenilen organotypischen hippokampalen
Schnittkulturen (OHSK)

Hippokampale Hirnschnitte wurden aus Gehirnen von Wistar-Ratten beiderlei Geschlechts im
Alter von 6-8 Tagen prépariert und entsprechend der Methode von Stoppini et al. (35)
kultiviert. Die Kultivierung erfolgte fiir 7-10 Tage bei einer Sauerstoffspannung von 20 %.
Eine Kulturmembran enthielt je 3 OHSK. Die Dicke der OHSK betrug zunéchst 400 um und
nahm wéhrend der Kultivierung auf 150-200 um ab.

Inkubatorversuche

Nach der Kultivierungszeit wurden die Schnittkulturen in einen Inkubator transferiert, der auf
eine Temperatur von 36,5 Grad Celsius, eine Sauerstoffkonzentration von 3 %, eine
Kohlendioxidkonzentration von 4,6 %, gesittigtem Wasserdampfdruck und komplementére
Anteile Stickstoff eingestellt war. Unter diesen hypoxischen Bedingungen verblieben die
Schnittkulturen fiir 30, 60 oder 120 min um dann fiir 60 min mit 18,8 % Sauerstoff

(normoxisch) oder 85 % Sauerstoff (hyperoxisch) reoxygeniert zu werden.

Bestimmung des strukturellen Zellschadens

Es wurden zwei Methoden angewendet: Die Anfarbung der OHSK mit Propidium Jodid (PJ)
unmittelbar im Anschluss an die Behandlung und die Messung der LDH-Aktivitit im
Kulturmedium eine Stunde nach Beendigung der Behandlung.

PJ ist eine DNA interkalierende, die intakte Zellmembran nicht durchdringende Substanz. Nur
bei einer Verletzung der Membranintegritét tritt PJ in das Zytosol und den Zellkern iiber und
bildet mit der DNA einen stabilen fluoreszierenden Komplex, dessen Fluoreszenzintensitit
mikroskopisch gemessen werden kann. Zur Darstellung der Schadigung wurde das Verhiltnis
der Intensitdten behandelter Kulturen (Hypoxie und Reoxygenation) und nicht behandelter

Kontroll-Kulturen aus dem Kultur-Inkubator benutzt.

LDH ist chemisch und biologisch stabil und befindet sich bei intakter Zellmembran im
Zytosol. Nur bei Membranschiadigung tritt es in das extrazelluldre Medium iiber. Die Menge

des ausgetretenen LDH korreliert mit der Anzahl der geschidigten Zellen (16). Die LDH-
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Aktivitit wurde nach der Methode von Koh et al. (16) bestimmt und als Verhéltnis der

Aktivitdtswerte behandelter Kulturen und Kontroll-Kulturen dargestellt.

Die Verwendung von PJ bietet gegeniiber der LDH Messung zwei entscheidende Vorteile: Im
Gegensatz zum grofBen LDH Molekiil, das einen héheren Grad an Zellmembrandesintegration
bendtigt, um aus der Zelle ins Medium {iberzutreten, ermdglicht das kleiner PJ-Molekiil eine
unmittelbare Beobachtung des entstehenden Zellschadens. Zweitens sind eine regionale und

eine populationsspezifische Zuordnung des Zellschadens im Fluoreszenzmikroskop mdoglich.

Elektrophysiologische Messungen
Die elektrophysiologischen Messungen wurden in einer modifizierten doppelten Zwei-

Phasen-Kammer, die das Einsetzen der Kulturmembran als Ganzes erlaubte, durchgefiihrt.

Eine Phase wurde von kiinstlichem Liquor gebildet, der die OHSK perfundierte. Die andere
Phase bestand aus einem mit Wasserdampf geséttigten Gasgemisch. Beide Phasen enthielten
je nach Experiment 0 %, 20 % oder 95 % Sauerstoft, 5 % Kohlendioxid und komplementére
Anteile Stickstoff. Spontane und Reiz-induzierte Feldpotentiale sowie Verdnderungen der
extrazelluliren Kalzium-Konzentration wurden mit ionensensitiven Mikroelektroden im
Extrazelluldirraum der Regionen CA3 oder CA1 sowie des Gyrus Dentatus (GD) gemessen.
Die elektrische Reizung erfolgte mit bipolaren Reizelektroden entweder im Hilus oder im

Stratum radiatum der Area CA3.

Vorversuche zur Priinkubation mit Erythropoietin

In 120 Versuchen wurde getestet, wie viel Einheiten Erythropoietin eine Reduktion von
Zellschdden in der nachfolgenden PJ-Fluoreszenzmessung erkennen lassen. Weitere 200
Versuche dienten zur Bestimmung des flir einen neuroprotektiven Effekt notwendigen
Inkubationszeitfensters. Dazu wurden die Schnittkulturen je nach Ansatz 12, 24, 48 oder 72 h
mit jeweils 1, 10, 40, 100 und 1000 Einheiten/ml prdinkubiert, durchliefen dann 30 min
Hypoxie und 60 min Reoxygenation und wurden 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 oder 24 Stunden nach

dem Insult mit PJ gefarbt und fluoreszenz-mikroskopisch analysiert.

Die Vorversuche ergaben, dass eine Pridinkubation mit 40 Einheiten/ml (332 ng/ml)
Erythropoietin fiir 48 h und 1-2 Stunden Ruhezeit nach dem Experiment die geeigneten

Zielparameter darstellten.
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Messung des Sauerstoffpartialdruckes

Der Sauerstoffpartialdruck in der OHSK wurde fiir alle experimentellen Bedingungen in der
elektrophysiologischen Messkammer mit einer sauerstoffselektiven Mikroelektrode,
beginnend an der Oberfliche bis zu einer Tiefe von 150 um, in Schritten von 25 pm,

gemessen.

Losungen und Pharmaka

Wihrend der Préparation und Kultivierung von OHSK kamen Pferdeserum, Erythromycin,
Penicillin und tbliche industriell angebotene Kulturlosungen zum Einsatz. Wihrend der
elektrophysiologischen Messungen wurden die OHSK mit kiinstlichem Liquor (ACSF), der
physiologische Konzentrationen von Ionen und Glukose enthielt, perfundiert. Bei Versuchen
mit Sauerstoff-Glukose-Deprivation wurde glucosefreie ACSF benutzt. Als Pharmaka wurden

Erythropoietin und Januskinase 2 (Jak2)- Inhibitoren verwendet.

Statistik

Die Messwerte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes entweder fiir
Originalwerte oder normalisierte Werte angegeben. Zum Gruppenvergleich wurden
hauptsédchlich parameterfreie Verfahren angewendet (Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whithney-
U-Test, Wilcoxon-Test, Friedman-Test; Chi-Quadrat-Test). In einzelnen Fillen wurde der

Student-T-Test eingesetzt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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Ergebnisse

Akuter neuronaler Zellschaden nach Hypoxie wird durch erhohte
Sauerstoffspannungen in der Reoxygenationsphase verstirkt

Um die Frage zu beantworten, ob strukturelle Schddigungen juveniler Nervenzellen nach
Sauerstoffmangel durch hyperoxische oder normoxische Reoxygenierung verstirkt werden,

wurden drei Versuchsgruppen organotypischer hippokampaler Schnittkulturen gebildet.

Gruppe A: Hypoxie (30, 60, oder 120 min), Reoxygenation (60 min) mit 19 % Sauerstoff.

Gruppe B: Hypoxie (30, 60, oder 120 min), Reoxygenation (60 min) mit 85 % Sauerstoft.

Gruppe C: Hyperoxie (60 oder 120 min) mit 85 % Sauerstoff, normoxische Erholung (60 min).

Als Parameter fiir die entstandenen strukturellen Schiden dienten die Intensitiat der PJ-

Fluoreszenz in den Schnittkulturen sowie die LDH-Aktivitat im Kulturmedium.

Im Gegensatz zur PJ-Fluoreszensmessung verursachten 30 Minuten Hypoxie und
nachfolgende Reoxygenation noch keine wesentlichen Verdanderungen in der LDH Aktivitit.
Wir fithren dies auf die Tatsache zuriick, dass fiir den Austritt des groBeren LDH Molekiils
ein hoherer Verlust an Membranintegritdt vorhanden sein muss als fiir den Eintritt des
kleineren PJ-Molekiils. Da der Verlust der Membranintegritit mit der Zeit und mit der
Schwere des Traumas zunimmt zeigt die ausgetretene LDH einen groBeren Zellschaden spéter
an wihrend die PJ-Fluoreszenzmessung den beginnenden Zellschaden unmittelbar detektieren
kann. Deshalb beschrinke ich mich im Folgenden auf die Darstellung der PJ-

Fluoreszenzmessungen.

Nach 30 min Hypoxie und 60 min Reoxygenation zeigte sich in der Area CA1 ein Anstieg der
Signalintensitit von 40 % (1,4 + 0,1) in der normoxischen Gruppe A und von 160 % (2,6 +
0,19) in der hyperoxischen Gruppe B. Nach 60 min Hypoxie beobachteten wir in Gruppe A
einen Anstieg der Signalintensitdt um 70 % (1,7 + 0,18) und in Gruppe B von 200 % (3,0 £
0,47). Nach 120 min Hypoxie erreichte die PJ-Signalintensitit in beiden Gruppen ihre
Maxima, 100 % (2,0 = 0,23) Zunahme in der normoxischen Gruppe und 370 % (4,7 £ 0,7) in



13

der hyperoxischen Gruppe. Im Unterschied zur CA1 Region war in der CA3 Region nach 30

min Hypoxie noch kein Unterschied zwischen den Gruppen A und B nachzuweisen.

In Gruppe C war die Zunahme des PJ-Signals nach 60 min Hyperoxie und 60 min
normoxischer Erholung gleich der Zunahme des PJ-Signals nach 120 min Hypoxie und 60

min normoxischer Reoxygenation.

Bei jeweils identischen Hypoxie-Expositionszeiten ergab der Vergleich der Gruppen A und B
einen signifikant groBeren Zellschaden in der Gruppe B, also nach hyperoxischer
Reoxygenation. Damit konnten wir zeigen, dass sich Hypoxie-induzierte Zellschiden
substantiell grofer darstellen, wenn die Reoxygenation mit hohen Sauerstoffspannungen

durchgefiihrt wurde.

Auswirkungen von Hypoxie und nachfolgender hyperoxischer oder normoxischer
Reoxygenation auf die neuronale Aktivitit in der Area CAl des juvenilen Hippocampus
In einigen Testversuchen war nach 60 min Hypoxie in der CA1 Region keine Erholung der
Feldpotentiale zu beobachten. Deshalb wihlten wir fiir die Untersuchung der neuronalen
Aktivitdit wihrend Hypoxie und normoxischer oder hyperoxischer Reoxygenation eine
Hypoxie-Dauer von 30 min. Um festzustellen, ob eventuell vorhandene sauerstoffabhingige
Differenzen in der Erholung der Feldpotentiale regional spezifisch sind, wurde aufler der CA1
Region auch die als weniger hypoxie-empfindlich beschriebene CA3 Region untersucht. Fiir
beide Regionen wurden je zwei Gruppen OHSK gebildet. Der Unterschied zwischen beiden
Gruppen bestand in der Sauerstoffspannung (19 % oder 95 %) des wihrend der Vorbereitung

und der Reoxygenation verwendeten Gasgemisches.

Zur Testung der neuronalen Erregbarkeit wurden im Abstand von 10 min durch gepaarte
elektrische Pulse paarige Reizantworten in Form typischer orthodromer Feldpotential-
Transienten ausgeldst. Als Parameter dienten die Feldpotential-Charakteristik (positives Feld-
EPSP, Populationsspike, positives Nachpotential), die Groe des Populationsspikes, die Zeit
zwischen Reizinduktion und Reizantwort (Latenzzeit) und der Paarpulsindex (das Verhiltnis

der Amplituden von zweiter und erster Reiz-Antwort).

Zu Beginn des Experimentes zeigten die beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede der

Reizantworten.
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Hypoxie induziert Verinderungen der Feldpotentialcharakteristiken in der Area CA1l

30 min Hypoxie fiihrte in 77,3 % der Schnittkulturen zu Verdnderungen der Feldpotential-
form. Das positive Feld-EPSP, der Populationsspike und das positive Nachpotential
verschwanden und es entwickelte sich eine linger andauernde negative Komponente.
Wihrend der ersten 10 min Hypoxie kam es bei allen Feldpotentialen zu einer signifikanten
Abnahme der Amplitude (im Mittel auf 33 %), einer Zunahme der Latenzzeit, einem méfBigen
Anstieg des Paarpuls-Index und einem Abfall der extrazelluldren Kalziumkonzentration ohne
signifikante Differenzen zwischen den Gruppen. Im weiteren Verlauf der Hypoxie blieben die

Verdnderungen nahezu konstant.

Hyperoxische Reoxygenation verursacht einen langdauernden Ausfall der neuronalen
Funktion in der CA1 Region

Die Feldpotentialamplituden unter 95 % oder 19 % Sauerstoff erholten sich unterschiedlich.
Nach 30 min zeigte sich in der hyperoxischen Gruppe eine deutlich stirkere Zunahme der
Feldpotentialamplituden (in 9 von 12 Schnitten auf 82,3 + 8,11 % des Ausgangswertes) als in
der normoxischen Gruppe (50,6 = 19,07 % in 9 von 10 Schnitten). Die restlichen
Schnittkulturen reagierten nicht mehr auf die Reizung. In den nichsten 30 min verloren noch
weitere 6 Schnittkulturen der hyperoxischen Gruppe und eine Schnittkultur der normoxischen
Gruppe ihre Responsivitidt auf Stimulation. Am Ende der Reoxygenation erreichten die
Feldpotentialamplituden in der hyperoxischen Gruppe (3 von 12) 70 % (70,4 + 8,07 %) des
Ausgangswertes und in der normoxischen Gruppe (8 von 10) 22 % (21,9 + 6,62 %).

Der Verlust der Responsivitét ging einher mit ,,terminalen negativen Potentialabweichungen*
und begleitenden Abfillen der extrazelluldren Kalziumkonzentration. Diese Ereignisse waren
phdnomenologisch identisch mit langdauernden Aktivitits-Depressionen (,,Spreading
Depressions® (SD)). Die Bezeichnung ,.terminal* reflektiert, dass innerhalb der folgenden 60
min keine Reizantworten mehr auszulosen waren. Da in benachbarten Regionen wie der Area
CA3 oder dem Gyrus Dentatus noch Reizantworten evoziert werden konnten, handelt es sich
um regional spezifische Ereignisse, die einen kompletten Funktionsausfall anzeigen. In der
normoxischen Gruppe waren ,,terminale negative Potentialabweichungen signifikant seltener
zu beobachten als in der hyperoxischen Gruppe (2 von 10 versus 9 von 12). In beiden
Gruppen traten vereinzelt sogenannte SD-dhnliche Ereignisse und ,,Anoxische

Depolarisationen‘ auf.
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Die Ergebnisse weisen aus, dass die hyperoxische Reoxygenation eine stirkere
Beeintrachtigung der neuronalen Funktion zur Folge hatte als die normoxische
Reoxygenation. Die schnelle initiale Zunahme der Antwortamplituden in der hyperoxischen
Gruppe koinzidierte mit dem Auftreten der ,terminalen negativen Potentialabweichungen®
und dem Verlust der Responsivitit. Diese Koinzidenz deutet darauthin, dass eine schnelle
Zunahme der Feldpotentialamplitude wihrend der hyperoxischen Reoxygenation kein
Nachweis fiir eine bessere Regeneration der neuronalen Funktion ist. Weder die
Verdnderungen der  Feldpotentialcharakteristik noch  die  Verdnderungen  der
Kalziumkonzentration wihrend der Hypoxie oder das seltene Auftreten mutmaBlich
schiadigender Ereignisse (Anoxische Depolarisationen und SD-&hnliche Ereignisse) standen
im Zusammenhang mit dem Auftreten der ,,terminalen negativen Potentialabweichungen® in

der Reoxygenation.

In Area CA3 fithren hyperoxische und normoxische Reoxygenation zu keinen
Unterschieden zwischen den beiden experimentellen Gruppen

Wihrend der Hypoxie verringerten sich die Feldpotentialamplituden signifikant auf 40 %
ihrer Ausgangswerte in beiden Gruppen. Es wurden keine SD &hnlichen Ereignisse
beobachtet und die Kalziumkonzentration blieb iiber die gesamte Versuchsdauer
weitestgehend  konstant.  Wéhrend der  Reoxygenation  erholten  sich  die
Feldpotentialamplituden auf rund 80 % ihrer initialen Werte, ebenfalls in beiden
experimentellen Gruppen. In der hyperoxischen Gruppe wurde eine ,,negative terminale

negative Potentialabweichung® beobachtet.

Isolierte Hyperoxie fiihrt zu akuter Zellschidigung und Abnahme der

Amplitude Reiz-induzierter Feldpotentiale

Nachdem gezeigt werden konnte, dass hohe Sauerstoffspannungen nach Hypoxie in der CAl
Region eine stirkere Zellschddigung verursachen als normoxische Sauerstoffspannungen,
wurde in einem Kooperationsprojekt mit Pomper et al. (ausgewdhlte Publikationen (1)) der
Frage nachgegangen, ob hyperoxische Sauerstoffspannungen per se strukturelle Schiaden und

Verianderungen der Funktion in neuronalen Netzwerken verursachen konnen.

Wihrend eines elektrophysiologischen Beobachtungszeitraumes von 90 min wurden 3
Gruppen OHSK untersucht, die sich nur in der Sauerstoffspannung des in der

elektrophysiologischen Messkammer verwendeten Gasgemisches (20 %, 60 % und 95 %)
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unterschieden. Bei Stimulation an der Grenze Hilus-CA3 erfolgte die Messung der Reiz-
induzierten Feldpotentiale mit Kalium-sensitiven Mikroelektroden in der CA1 Region des
Hippokampus. Im Gegensatz zur 20%-Gruppe kam es im Verlauf der Experimente mit
erhohten Sauerstoffspannungen zu einer Abnahme der Feldpotentialamplitude. Die Abnahme
war in der 60%-Gruppe maBig und in der 95%-Gruppe deutlich ausgeprégt. Insgesamt war sie
in beiden Gruppen gegeniiber der 20%-Gruppe signifikant groBer. Die Latenz des
Feldpotentials nahm im Verlauf zu und war in der 95%-Gruppe gegeniiber der 20%-Gruppe
signifikant erhoht.

Um strukturelle Zellschdden nachzuweisen wurden die Schnittkulturen im Anschluss an das
elektrophysiologische Experiment mit Propidium Jodid geférbt. Die Fluoreszenzintensitit war
in allen Regionen des Hippocampus in der 60%-Gruppe und 95%-Gruppe gegeniiber der
20%-Gruppe signifikant erhoht. Die hochsten Werte fanden sich in der 95%-Gruppe.

Somit konnte gezeigt werden, dass hohe Sauerstoffspannungen per se sowohl zu
Zellmembranschidigung als auch zu funktioneller Beeintrachtigung fithren. Das Ausmal} der
Zellschiden ist bei einer Sauerstoffspannung von 60 % méBig und bei einer
Sauerstoffspannung von 95 % deutlich erhoht. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen

Sauerstoffpartialdruck und Ausmall der Zellschdden lésst sich folglich darum vermuten.

Pria-Inkubation der juvenilen OHSK mit Erythropoietin verbessert die synaptische
Transmission wihrend Hypoxie/Ischimie wund nachfolgender hyperoxischer
Reoxygenation

Fiir das Zytokin Erythropoietin (EPO), das fiir seine entscheidende Rolle in der Erythropoiese
bekannt ist, wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass es neuroprotektive Eigenschaften
gegeniiber ischdmischem, metabolischem und exzitotoxischem Stress besitzt (19, 23). Dabei
aktiviert EPO via EPO-Rezeptor die intrazelluldre Janus 2-Kinase. Diese moduliert
intrazelluldre  Signalkaskaden die dazu  beitragen, das  Mitochondrienpotenial
aufrechtzuerhalten. Es wird davon ausgegangen, dass der Zusammenbruch des
Mitochondrienpotentials eine wichtige Determinante des entstehenden Zellschadens und der

Induktion von Apoptose ist.

Um der Frage nachzugehen, ob eine Prakonditionierung juvenilen Gewebes mit

Erythropoietin erstens einen neuronalen Zellschaden durch Ischdmie effektiv reduzieren kann
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und zweitens eine protektive Wirkung gegeniiber dem nachfolgenden hyperoxischen
Reoxygenierungsschaden aufweisen konnte wurden drei Versuchgruppen gebildet. Eine
Gruppe wurde nicht vorbehandelt und diente als Kontrollgruppe. Die Schnittkulturen der
zweiten Gruppe wurden 48 h vor der elektrophysiologische Beobachtung mit EPO
priainkubiert und eine dritte Gruppe wurde 48 h mit EPO und einem Jak2-Inhibitor
prainkubiert. Fiir die elektrophysiologische Beobachtung wurden die Schnittkulturen in die
Messkammer transferiert. Der Beobachtungszeitraum umfasste 30 min Sauerstoff-Glukose-
Entzug (OGD) und 120 min Reoxygenation mit 95 % Sauerstoff. Die neuronale Reizung
erfolgte an der Grenze Hilus-CA3 und die Ableitelektrode wurde in der Area CAl des

Hippocampus positioniert.

In der Kontrollgruppe war wihrend der Sauerstoff-Glukose-Deprivation (OGD) eine
Abnahme der Feldpotentialamplituden auf 8,9 + 5,8 % des Ausgangswertes und wéhrend der
hyperoxischen Reoxygenation nur eine sehr méfBige Erholung auf 15,2 + 7,2 % des

Ausgangswertes nachweisbar.

In der EPO Gruppe sah man wihrend der OGD im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen
Unterschied in der Reduktion der Feldpotentialamplituden. Jedoch nach 120 min
hyperoxischer Reoxygenation war die mittlere Feldpotentialamplitude auf 70,6 + 19,8 % des
Ausgangswertes angestiegen. Im Unterschied dazu war in der mit EPO plus Jak2-Inhibitor
prainkubierten Gruppe keine signifikante Erholung der Feldpotentialamplituden (10,9 + 5,2 %
versus 3,9 + 4,0 % des Ausgangswertes) zu beobachten. Diese Befunde zeigen, dass die
Behandlung mit EPO die Erholung der Feldpotentialamplituden nach OGD und hyperoxischer

Reoxygenation begiinstigt.

Die Ergebnisse der im Anschluss an die elektrophysiologischen Untersuchungen
durchgefiihrten PJ-Fluoreszenzmessungen korrelierten inhaltlich eng mit den Beobachtungen
der funktionellen Verdnderungen. Es zeigte sich ein deutlich stirkerer Zellschaden in der
Kontroll- und in der EPO plus Jak2-Inhibitor Gruppe als in der EPO Gruppe. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Erythropoietin (i) einen Teil der Hypoxie induzierten
Zellschiadigungen reduzieren/verhindern kann und (ii) die durch hyperoxische Reoxygenation

verursachte Zellschddigung mindern kann.
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Diskussion

Beziiglich der in der Einleitung aufgeworfenen Fragen ergeben sich aus den Versuchsreihen

die folgenden Antworten:

1. Hypoxie induzierte strukturelle neuronale Zellschdden im juvenilen Hirngewebe
werden durch hyperoxische Reoxygenation im Vergleich zu normoxischer

Reoxygenation verstérkt.

2. Reoxygenation mit hyperoxischen Sauerstoffspannungen nach Hypoxie verstérkt die

Beeintrachtigung der neuronalen Funktion.

3. Hyperoxische Sauerstoffspannungen fithren per se sowohl zu strukturellen Zell-
schidden als auch zu funktionellen Beeintrdchtigungen. Das Ausmal} der Zellschdaden

ist bei einer Sauerstoffspannung von 60 % miBig und bei 95 % deutlich ausgeprigt.

4. 48 Stunden Prdinkubation der juvenilen OHSK mit Erythropoietin verbessert die
synaptische Transmission nach Hypoxie/Ischdmie und nachfolgender hyperoxischer

Reoxygenation signifikant und reduziert ebenso den strukturellen Zellschaden.

Aufgrund der Unterschiede zwischen den Spezies, praparations- und kultivierungsbedingter
struktureller Veranderungen (z. B. abnorme Konnektivitidt (11)) und einer moglicherweise
kultivierungsabhéngigen Vulnerabilitit gegeniiber Partialdruck-Verdanderungen des Sauer-
stoffs in den OHSK ist die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die humane in vivo Situation
grundsitzlich eingeschriinkt. Eine weitere Einschrinkung der Ubertragbarkeit dieser
Ergebnisse besteht darin, dass die posthypoxische hyperoxische Reoxygenation in juvenilen
OHSK einen deutlich hoheren Sauerstoffpartialdruck mit circa 63 kPa (in 100 pm Tiefe) im
Gewebe erzielt als dies vermutlich im humanen Gehirn der Fall ist. Erhohte
Sauerstoffspannungen entstehen im kindlichen Hippokampus, wenn z. B. im Rahmen einer
Reanimation bei perinataler Asphyxie mit 100 % Sauerstoff beatmet wird. Soweit wir wissen
gibt es keine Daten iliber den daraus resultierenden Sauerstoffpartialdruck im kindlichen
Hirngewebe. Indirekte Hinweise ergeben sich aus den arteriell gemessenen

Sauerstoffpartialdriicken bei Neugeborenen nach Reanimation mit 100 % Sauerstoff (20,9 +



19

3,4 kPa), aus intraoperativen Messungen im Hirngewebe bei neurochirurgischen Patienten
(18,4 bis 46,4 kPa) und aus arteriellen Sauerstoffpartialdriicken nach Ventilation mit 100 %
Sauerstoff in Tiermodellen (47-57 kPa) (9, 10, 17, 18, 24, 40).

Da sich Untersuchungen am kindlichen Gehirn ethisch verbieten, stellt die juvenile
hippokampale Schnittkultur ein gut geeignetes und zugéngliches Modell fiir die Untersuchung
von Schidigungen und Schidigungsmechanismen einer Hochsauerstoffapplikation und fiir die

Testung mogliche Protektionsstrategien dar.

Die zellschdadigende Wirkung von hohen Sauerstoffspannungen beruht auf einer Vielzahl von
biochemischen Verdnderungen im Gehirn, die auf die vermehrte Entstehung von
Sauerstoffradikalen, unter anderem NO™ (6, 13), zuriickgefiihrt werden. Daraus resultieren
unter anderem eine Glutamat- und Aspartat- vermittelte Exzitotoxizitdt (5), mitochondriale
Dysfunktion und Verlust des Mitochondrienmembranpotentials (22), Lipid- und
Proteinperoxidation (2), Inhibition der Na-K-ATPase (10) und Triggerung von Nekrose und
Apoptose durch DNA-Schidigungen (6, 15, 36).

Vorangegangene tierexperimentelle Studien beschrieben bereits indirekt, dass Zellschiden
durch hyperoxische Sauerstoffspannungen nach Asphyxie auch eine Auswirkung auf die
Nervenzellfunktion haben konnten, direkt gezeigt werden konnte diese Beobachtung aber

erstmals durch die hier aufgefiihrten Versuchsergebnisse.

Obwohl die Erholung der Feldpotentialamplituden in der CA1 wéhrend der hyperoxischen
Reoxygenation initial deutlich besser zu sein schien als in der normoxischen Gruppe
entwickelte sich in der zweiten Hélfte der Reoxygenation in 75 % der Fille eine lang
anhaltende negative Potentialabweichung begleitet von einem extrazelluliren Ca®" Abfall, in
deren Folge keine Reizantworten mehr auszuldésen waren. Obwohl nicht ausschlie3en ist, dass
es sich hierbei um eine voriibergehende Unerregbarkeit der Neurone handelt, liegt der Schluss
nahe, dass ein Zusammenbruch des Potentialgradienten iiber den Zellmembranen vorlag, der
zu einer intrazelluldren Ca**-Uberfrachtung fithrte. Dies, so wird vermutet, ist ein Vorgang,

der den Zelltod einleitet (12).
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Die Ergebnisse der Propidium Jodid-Farbungen sowie der LDH- Messungen in OHSK, mit
deutlich erhohten Zelltodmarkierungen in der hyperoxischen Gruppe im Vergleich zur

normoxischen Gruppe, stiitzen diese Uberlegung.

Erythropoietin moduliert eine Vielzahl an vitalen zelluldren Funktionen eingeschlossen
Neuroprotektion, Angiogenese, DNA-Reparaturmechanismen und die Aufrechterhaltung der
Zellmembranintegritét (21, 23). Ein adaptive Anstieg der Produktion und Sekretion von EPO
sowie die verstirkte Expression des EPO-Rezeptors bei Sauerstoffmangel und/oder
oxidativem Strel (21, 23, 27) deuten daraufhin, dass EPO eine entscheidende Rolle in der

Pravention und Therapie von Hirnschiddigungen spielen konnte.

Unsere Ergebnisse im juvenilen Hippokampus der Ratte zeigen, dass EPO nicht nur den
Hypoxie-induzierten Zellschaden reduzieren kann, sondern auch den Hyperoxie-induzierten
Zellschaden. Dabei tragen vermutlich mehrere Eigenschaften von EPO zur Neuroprotektion in
juvenilen OHSK bei. So konnten Morishita et al (25) zeigen, dass EPO den durch Glutamat
induzierten Zelltod in hippokampalen Neuronenkulturen signifikant reduzieren konnte. Via
Janus Kinase 2 kann es die Induktion von Entziindungsreaktionen und Apoptose blockieren
und damit die Entwicklung eines neuronalen Zellschadens reduzieren. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass EPO bei oxidativem Stress der Zelle die Depolarisation des
Mitochondrienmembranpotentials verhindern kann und damit zur Aufrechterhaltung des
zelluldren Energiestatus beitrdgt (3, 19). Gerade letzteres konnte eine wesentliche Rolle
wiahrend der hyperoxischen Reoxygenation hypoxisch vorgeschéddigten Nervenzellen spielen.
Es bleibt offen, ob das unreife antioxidative System des neonatalen Gehirns von der Gabe des
Erythropoietin profitieren konnte. Dies wire ein interessanter Gegenstand zukiinftiger

Versuchsreihen.
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