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1 Abstract 

Former preterm infants often suffer from impaired postnatal brain development. In general, brain 

injury is reported to be caused by hypoxia/ischemia, infection/inflammation and hyperoxia. Due to 

recent insights, pathologies of the cerebellum can often be found, too. Preterm birth seems to be 

associated with a reduction of the cerebellar volume and decreased cell density in the cerebellar 

cortex. However, the mechanisms of cerebellar injuries are poorly understood. Directly after human 

birth, the arterial oxygen tension of the newborn increases by three- to fourfold. In preterm infants, 

the rise of oxygen concentration caused by premature birth into room air hits the immature 

cerebellum at a vulnerable phase of dynamic growth nearly unparalleled elsewhere in the brain with 

highly increased precursor proliferation. In this study, it was analyzed whether postnatal hyperoxia 

perturbs cerebellar growth and affects white matter and neuronal development. 

Newborn rats were exposed to 24 hours 80% O2 from postnatal day 6 (P6) to postnatal day 7 (P7) to 

mimic the sharp increase of oxygen tension. Cerebellar injury was analyzed by Magnetic Resonance 

Imaging, quantitative Real-time PCR, Western blot, ELISA and immunohistochemistry at the ages P7, 

P11 and P30. 

Hyperoxia resulted in a reduction of cerebellar volume together with long term white matter damage 

and impaired neuronal development. Decreased proliferation and increased cell death of 

oligodendroglial precursor cells led to a myelination deficit. A lack in granule cell survival and impaired 

granule cell precursor proliferation resulted in a long-term injury of cerebellar granule cells. Cerebellar 

injury was triggered by impaired astrocytic growth factor supply, as indicated by results of cell culture 

experiments and ex vivo analysis with a reduction of PDGFA and BDNF as important regulating factors.  

The affection of the cerebellar Purkinje cells by hyperoxia resulted in delayed development including 

impairment of dendrite growth and neuronal branching. Moreover, Purkinje cell SHH expression and 

GABA secretion were reduced by postnatal hyperoxia. In the cerebellum postnatal precursor 

proliferation is regulated by SHH. These results indicate that reduction of SHH expression contributed 

at least partially to the impaired precursor proliferation and that cerebellar morphogenesis is altered 

by the lower GABA level. 

Neonatal injury induced by hyperoxia alters the regulatory program of the postnatal cerebellar 

development by the inhibition of Purkinje cell function and the impairment of glial and neuronal 

crosstalk. As a conclusion, the maldevelopment of the cerebellum found in preterm infants can be 

caused by postnatal oxygen toxicity. 
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2 Zusammenfassung 

Frühgeborene Kinder leiden im Laufe ihrer Entwicklung häufig an einer Störung der funktionellen und 

strukturellen Reifung des Gehirns. Diese Defizite werden im Allgemeinen durch Hypoxie/Ischämie, 

Infektionen und Endzündungen, aber auch durch Hyperoxie verursacht. 

Bei vielen unreif geborenen Kindern kommt es dabei auch zu einer Beeinträchtigung des Kleinhirns in 

Form einer Volumenreduktion und einer veränderten Zelldichte in der Kleinhirnrinde. Die Ursachen 

für diese Entwicklungsstörung sind kaum beschrieben. 

Als eine mögliche Ursache kommt eine Toxizität oder Dysregulation durch den zu früh eintreffenden 

Anstieg des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks direkt nach der Geburt infrage. Zu diesem Zeitpunkt 

befindet sich das unreife Kleinhirn des Fötus bzw. von extrem frühgeborenen Kindern in einer 

Wachstumsphase, die in keiner anderen Hirnregion zu finden ist. Eine hohe Anzahl unreifer 

Vorläuferzellen zeigt eine hohe Proliferationsaktivität, unreife Vorläuferzellen sind gegenüber 

drastischen Umweltveränderungen sehr vulnerabel. 

Um den starken Anstieg des Sauerstoffangebots, der im Fötus bei Frühgeburt unter Raumluft auftreten 

kann, im experimentellen Modell zu imitieren, wurden neugeborene Ratten von Tag sechs bis Tag 

sieben nach der Geburt (P6 bis P7) mit 80% Sauerstoff inkubiert. Der sehr unreife Zustand des Gehirns 

wird in diesem Alter der Tiere oftmals verglichen mit der Unreife der Gehirne von extrem 

Frühgeborenen. In der aktuellen Studie im Hyperoxiemodell wurde eine Beeinträchtigung der 

Kleinhirnentwicklung mittels Magnetresonanztomographie, quantitativer Real Time PCR, Western 

Blot, ELISA und Immunhistochemie zu den Entwicklungszeitpunkten P7, P11 und P30 analysiert. Der 

Hauptfokus lag hierbei zum einen auf der Entwicklung der weißen Substanz und zum anderen auf der 

neuronalen Entwicklung der Kleinhirnrinde. 

Die neonatale Hyperoxie induzierte bei den Ratten eine Verminderung des Kleinhirnvolumens, die von 

einer andauernden Schädigung der weißen Substanz und einer gestörten Entwicklung der 

Kleinhirnneurone begleitet wurde. Durch eine verminderte Proliferationsrate und einem erhöhten 

Zelltod von Vorläuferzellen der für die Myelinisierung verantwortlichen Oligodendrozyten kam es zu 

einem signifikanten Myelinisierungsdefizit. Die erhöhte Apoptose von unreifen Körnerzellen sowie die 

verminderte Proliferation der Vorläufer der Körnerzellen führten zu einer dauerhaften Schädigung 

dieser neuronalen Population. 

Die gestörte Entwicklung des Kleinhirns wurde durch eine verminderte Expression von astrozytären 

Wachstumsfaktoren mit induziert. Die in vivo detektierte Reduktion von PDGFA und BDNF konnte in 

vitro, sowie ex vivo in Astrozyten bestätigt werden. 

Die zusätzlich verzögerte Reifung der Purkinjezellen, mit einer gestörten neuronalen Verzweigung und 

einem verzögerten Auswuchs der Dendriten, führte zu einer verminderten Expression von SHH sowie 
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einer reduzierten Sekretion von GABA. Zu diesem Entwicklungszeitpunkt wird die Proliferation von 

Vorläuferzellen im Kleinhirn von SHH stimuliert. Die verminderte Expression von SHH konnte demnach 

mit der gestörten Proliferation der Vorläuferzellen in Verbindung gebracht werden. Zusätzlich kann die 

allgemeine Entwicklung des Kleinhirns durch die reduzierte GABA-Konzentration beeinträchtigt 

worden sein. 

Die durch Hyperoxie induzierte Schädigung hemmt die Funktion der Purkinjezellen und stört die 

Interaktion von Gliazellen und Neuronen. Sauerstoff kann demnach eine Ursache der gestörten 

Kleinhirnentwicklung bei sehr unreifen Frühgeborenen sein. 
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3 Einleitung 

 

3.1 Das Kleinhirn 

Das Kleinhirn oder Cerebellum ist eine Hirnstruktur, die sich an der Rückseite des Gehirns befindet. 

Direkt unterhalb des Occipitallappens und des Temporallappens ist es in der hinteren Schädelgrube 

gelagert (Abb. 1) (DUVERNOY, 1995). Obwohl es nur 10% des Gesamtvolumens des Gehirns ausmacht, 

enthält es ca. 80% aller Neuronen des Gehirns (HERCULANO-HOUZEL, 2010; RÖSSERT u. a., 2015). 

Artübergreifend kommen durchschnittlich 3,6 Neurone im Kleinhirn auf 1 Neuron im Großhirn 

(HERCULANO-HOUZEL, 2010). Dies ist insbesondere auf die immense Anzahl an Körnerzellen 

zurückzuführen (RÖSSERT u. a., 2015) und wird durch die spezielle Struktur des Kleinhirns ermöglicht. 

Durch eine kompakte Faltung der Folia kommt es zu einer, gemessen am Volumen des Kleinhirns, 

überproportional großen Oberfläche (SUDAROV & JOYNER, 2007; WELKER, 1990). 

 
Abbildung 1: MRT Aufnahme eines Gehirns  
MRT Aufnahme des Gehirns eines gesunden 8-jährigen Jungen mit der Hervorhebung des Kleinhirns (modifiziert nach VAN DER 
KNAAP u. a., 2002). 
 

Das Kleinhirn spielt eine essenzielle Rolle bei der Kontrolle der Motorik. Darüber hinaus ist das 

Kleinhirn nicht nur eine Prozessoreinheit, die verschiedene Signale verarbeitet um Bewegungsabläufe 

zu koordinieren (WANG u. a., 2014), sondern es ist auch an kognitiven Funktionen wie Aufmerksamkeit, 

Lernverhalten und Sprache beteiligt (LAMETTI u. a., 2016; STEINLIN, 2008; STOODLEY u. a., 2012). Neuste 
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Studien gehen davon aus, dass das Kleinhirn sogar an Emotionen wie Freude und Angst beteiligt ist 

(ADAMASZEK u. a., 2016). 

 

3.2 Der Aufbau des Kleinhirns 

Strukturell lässt sich das Kleinhirn in mehrere Regionen unterteilen. Es besteht aus einem Mittelteil, 

der Vermis, die links und rechts jeweils von einer Hemisphäre des Kleinhirns flankiert wird (Abb. 2B). 

Die Kleinhirnrinde, die das Kleinhirn bedeckt, ist eng gefaltet. Eine einzelne Faltung wird Folium 

genannt. Mehrere Folia bilden ein Läppchen (Abb. 2A). Die Läppchen werden durch die Fissuren 

getrennt. 

Jedes Läppchen hat eine mediane Region in der Vermis und eine laterale Region in den Hemisphären. 

Das Kleinhirn von Säugetieren und Vögeln wird üblicherweise in drei Lobi unterteilt, die weiter in 10 

Läppchen (I-X) untergliedert werden. Die Läppchen laufen in den Lobus anterior cerebelli, den Lobus 

posterior cerebelli und den Lobus flocculonodularis zusammen. Lobus anterior cerebelli und Lobus 

posterior cerebelli werden durch die Fissura prima getrennt, Lobus posterior cerebelli und Lobus 

flocculonodularis durch die Fissura posterior (Abb. 2B) (DUVERNOY, 1995; MARZBAN u. a., 2014).  

 

 
Abbildung 2: Aufbau des Kleinhirns 
A) Sagittale Ansicht auf das Zentrum des Kleinhirns mit der Kennzeichnung eines Foliums und eines Läppchens 
B) Draufsicht auf das Kleinhirn mit der Unterteilung in Hemisphäre und Vermis sowie die Bezeichnungen der Lobuli und der 
wichtigsten Fissuren (modifiziert nach B.C. Open Textbook, Anatomy and Physiology, OpenStax). 
 
Funktionell wird das Kleinhirn in drei Untereinheiten eingeteilt. Das Spinocerebellum umfasst 

anatomisch die Vermis und angrenzende Bereiche (KOPPEN u. a., 2016; NEDELESCU u. a., 2016). 

Hauptaufgabe des Spinocerebellums ist die Regulierung der Bewegungen und des Gleichgewichts 

(NEDELESCU u. a., 2016). Das Cerebrocerebellum bildet die beiden Hemisphären (KOPPEN u. a., 2016). Es 

ist die größte funktionelle Untereinheit des Kleinhirns. Neben der Planung von Bewegungen und der 

Planung der zeitlichen Abfolge von Bewegungen ist das Cerebrocerebellum auch an kognitiven 
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Funktionen beteiligt (NEDELESCU u. a., 2016; RODRIGUES u. a., 2016; KANDEL, 2013). Das 

Vestibulocerebellum umfasst anatomisch den Lobus flocculonodularis (KOPPEN u. a., 2016). Neben der 

Verarbeitung der Informationen über die Körperlage ist das Vestibulocerebellum essenziell an der 

Steuerung der Augenbewegung beteiligt (SHELIGA u. a., 1999; STRAKA u. a., 2006; KANDEL, 2013). 

Die Kleinhirnrinde (Kleinhirncortex) ist die zentrale Untereinheit des Kleinhirns. Unterhalb der 

Kleinhirnrinde befindet sich die weiße Substanz des Kleinhirns. In dieser befinden sich die Neurone der 

Kleinhirnkerne (GLICKSTEIN u. a., 2011). Beim Menschen unterscheidet man vier Kleinhirnkerne 

(DIMITROVA u. a., 2002). 

Die Kleinhirnrinde ist in ihrem Aufbau die wahrscheinlich am besten beschriebene Region des 

zentralen Nervensystems (Abb. 3) (HARVEY & NAPPER, 1988). Sie ist strukturell in drei Untereinheiten 

unterteilt. Die molekulare Schicht (Molecular Layer, der ML) enthält die ML-spezifischen GABAergen 

Interneurone (Korb- und Sternzellen). Der ML befindet sich oberhalb der Purkinjezell-Schicht und wird 

von den Dendriten der Purkinjezellen durchzogen. Unterhalb der Purkinjezell-Schicht befindet sich die 

Körnerzellschicht. In der Körnerzellschicht sind Körnerzellen die dominante Zellpopulation. Sie 

erhalten hier, genauso wie die Golgi-Zellen, ihre afferenten Signale von den Moosfasern. Im unreifen 

Kleinhirn wird die Körnerzellschicht in die innere und die äußere Körnerzellschicht unterteilt. In der 

äußeren Körnerzellschicht proliferieren im unreifen Kleinhirn die Körnerzell-Vorläuferzellen. Die 

äußere Körnerzellschicht ist oberhalb des ML angesiedelt. Sie verschwindet allerdings im reifen 

Kleinhirn. Die innere Körnerzellschicht bildet in adulten Tieren die Körnerzellschicht. (CHANG u. a., 

2015; D’ANGELO u. a., 2011; GLICKSTEIN u. a., 2011; GOLDOWITZ & HAMRE, 1998; VOOGD & GLICKSTEIN, 1998; 

WHITE & SILLITOE, 2013). 

Neben den Neuronen, die an der elektrischen Übertragung und der Informationsverarbeitung direkt 

beteiligt sind, stellen die Gliazellen eine weitere, sehr große Zellpopulation im zentralen Nervensystem 

(ZNS) dar. Die am weitesten verbreiteten Gliazellen sind Astrozyten und Oligodendrozyten (auch: 

Astroglia und Oligodendroglia) (JESSEN, 2004). Spezifisch für das Kleinhirn sind die Bergmann-Glia, ein 

Subtyp der Astrozyten, der sehr stark mit den Purkinjezellen assoziiert ist (BUFFO & ROSSI, 2013). Ein 

weiterer Subtyp der Gliazellen sind die Mikroglia. Dabei handelt es sich um Makrophagen-ähnliche 

Zellen des Immunsystems, die aus Monozyten des Bluts entstammen und mit der beginnenden 

Vaskularisierung des ZNS in das Gehirn einwandern (HARRY & KRAFT, 2012; JESSEN, 2004; KETTENMANN 

u. a., 2011). 
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Abbildung 3: Querschnitt durch die reife Kleinhirnrinde und durch die weiße Substanz des Kleinhirns 
Querschnitt durch die Kleinhirnrinde und durch die weiße Substanz des Kleinhirns mit den anregenden (rot) und hemmenden 
(blau) neuronalen Verschaltungen. (Quelle: Lexikon der Neurowissenschaft - Spektrum der Wissenschaft) 
 

3.3 Die Entwicklung des Kleinhirns 
 
3.3.1 Exponentielles Wachstum des Kleinhirns im letzten Trimenon der Schwangerschaft 

Die Entwicklung des menschlichen Gehirns beginnt in der dritten Schwangerschaftswoche mit der 

Differenzierung der neuronalen Vorläuferzellen und erstreckt sich zumindest bis ins späte 

Erwachsenenalter, wenn nicht sogar über die gesamte Lebensdauer (STILES & JERNIGAN, 2010). Während 

des ersten Monats der Schwangerschaft kommt es zur Anlage des Kleinhirns (TEN DONKELAAR u. a., 2003; 

VOLPE, 2009a).  

Für die Entwicklung des Kleinhirns ist die Ausbildung von zwei unterschiedlichen proliferativen Zonen 

wichtig (TEN DONKELAAR u. a., 2003; VOLPE, 2009a). Die dorsomediale ventrikuläre Zone bildet den 

Ursprung der Purkinjezellen, der Interneurone, der Kleinhirnkerne, der Golgizellen sowie der Korb- und 

Sternzellen. Alle Neurone, die der ventrikulären Zone (VZ) entstammen, sind GABAerge Neurone. Die 

zweite proliferative Zone, die rhombische Lippe, ist Ursprung aller glutamatergen Neurone des 

Kleinhirns. Der rhombischen Lippe entstammen Neurone der Kleinhirnkerne und die Vorläufer der 

Körnerzellen. Die Vorläufer der Körnerzellen bilden die äußere Körnerzellschicht (external granular 

layer, der EGL). Reifende neuronale Vorläuferzellen des EGLs bilden mit fortlaufender Entwicklung die 

innere Körnerzellschicht (internal granular layer, der IGL) (CARLETTI & ROSSI, 2008; FINK u. a., 2006; 

VOLPE, 2009a). Vorläuferzellen der Oligodendrozyten migrieren während der frühen embryonalen 

Entwicklung aus dem ventralen Mittelhirn in das sich entwickelnde Kleinhirn (MECKLENBURG u. a., 2011). 
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Ein geringer Anteil, etwa 6% aller Oligodendrozyten, entstammt der ventrikulären Zone des Kleinhirns 

(HASHIMOTO u. a., 2016). 

Astrozyten haben ihren Ursprung im ventrikulären Neuroepithelium des embryonalen Kleinhirns 

(BUFFO & ROSSI, 2013). 

Nach der Beendigung der 20. Schwangerschaftswoche (SSW) beschleunigt sich das Wachstum des 

Kleinhirns (Abb. 4A, B) (VOLPE, 2009a). Die neuronalen Vorläuferzellen im EGL sind hochproliferativ. 

Der EGL erreicht seinen maximalen Durchmesser bis SSW 25 (CARLETTI & ROSSI, 2008). 

Im letzten Trimenon der Schwangerschaft, von SSW 24 bis SSW 40, erreicht das Kleinhirn eine 

Wachstumsrate, die in keiner anderen Gehirnregion zu finden ist (VOLPE, 2009a). In dieser 

Entwicklungsphase des exponentiellen Wachstums verfünffacht sich das Volumen des Kleinhirns 

(CHANG u. a., 2000). Die Oberfläche nimmt aufgrund der voranschreitenden Faltung der Folia um mehr 

als das 30-fache zu (VOLPE, 2009a) (Abb. 4A, B). 

 

 
Abbildung 4: Wachstum des Kleinhirns ab der 20. Schwangerschaftswoche 
A) Die Zunahme der Oberfläche des unreifen Kleinhirns von der 20. Schwangerschaftswoche (SSW) bis zum Ende der 
Schwangerschaft (SSW 40). 
B) Die Zunahme des Kleinhirnvolumens von SSW 20 bis SSW 40. Die mittlere Kurve zeigt das durchschnittliche Wachstum des 
Kleinhirns, die obere das Wachstum der oberen 5% und die untere Kurve das der unteren 5% (modifiziert nach VOLPE, 2009a). 
 
3.3.2 Die Entwicklung von Oligodendrozyten 

Während der embryonalen und fetalen Gehirnentwicklung migrieren Vorläuferzellen von 

Oligodendrozyten (oligodendrocyte precursor cells, OPCs) aus verschiedenen Germinal-Regionen in 

das Hirngewebe (MITEW u. a., 2014). Ein Großteil der Oligodendrozyten des Kleinhirns stammt aus dem 

ventralen Mittelhirn. OPCs wandern über das Marksegel (Velum medullare) in das Kleinhirn ein 

(MECKLENBURG u. a., 2011). Nur ein sehr geringer Anteil der Oligodendrozyten entstammt der 
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ventrikulären Zone des Kleinhirns (HASHIMOTO u. a., 2016). Während der Entwicklung sind die OPCs 

hoch proliferativ. Die Proliferation von OPCs wird durch extrazelluläre Signale gesteuert, die zum 

größten Teil die Differenzierung unterbinden (CUI u. a., 2010; WANG u. a., 2007). Das wahrscheinlich 

wichtigste Mitogen für das Überleben von OPCs ist der Platelet-derived growth factor A (PDGFA) 

(FRUTTIGER u. a., 1999; MITEW u. a., 2014). Die Expression des PDGFA-Rezeptors (PDGFRA) ist spezifisch 

für OPCs (PRINGLE u. a., 1992). Die Proliferationsrate von OPCs ist ebenfalls PDGFA-abhängig (CALVER 

u. a., 1998; FRUTTIGER u. a., 1999; MITEW u. a., 2014). Auch das Mitogen Sonic hedgehog (SHH) ist 

essenziell für die Proliferation von OPCs und spielt auch in der adulten Genese von Oligodendrozyten 

eine wichtige Rolle (BOUSLAMA-OUEGHLANI u. a., 2003, , 2012; FERENT u. a., 2013).  

Die Reifung von Oligodendrozyten wird durch mehrere Faktoren gesteuert. Neben der Unterbindung 

von pro-proliferativen Signalwegen (MITEW u. a., 2014) spielen die Schilddrüsenhormone Triiodo-L-

thyronin (T3) und Thyroxin (T4) eine essenzielle Rolle (BARRES u. a., 1994; LOURENÇO u. a., 2016).  

Die OPCs gehen in eine postmitotische Phase über und differenzieren zu prä-myelinisierenden 

Oligodendrozyten. Bei der humanen Gehirnentwicklung können unreife Oligodendrozyten in dieser 

Phase mehrere Monate verweilen (BACK u. a., 2002). Weitere Reifungsschritte werden nach dem 

Kontakt mit einem Axon eingeleitet (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001). Für die Myelinisierung der Axone 

bilden Oligodendrozyten mehrere Myelin-Komponenten, unter anderem das Myelin-Basisches Protein 

(MBP) (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001; BIJLARD u. a., 2015). Mit der Aktivierung der Nonreceptor-

Tyrosinkinase Fyn wird die Myelinisierung der Axone eingeleitet (KRÄMER-ALBERS & WHITE, 2011). Ein 

reifer Oligodendrozyt myelinisiert bis zu 40 Axone (MITEW u. a., 2014). 

Während der voranschreitenden Differenzierung exprimieren Oligodendrozyten spezifisch 

unterschiedliche, membrangebundene und intrazelluläre Marker, die Rückschlüsse auf den Reifegrad 

zulassen (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001) (Abb. 5). 

Neben den beschriebenen Prozessen sind weitere Neuron-Glia-Interaktionen und Glia-Glia-

Interaktionen (CLEMENTE u. a., 2013; SIMONS & TRAJKOVIC, 2006) von großer Bedeutung für die 

Entwicklung von Oligodendrozyten. Speziell im Kleinhirn werden verschiedene Entwicklungsphasen 

der Oligodendrozyten durch das Ausschütten verschiedener Faktoren durch Purkinjezellen reguliert 

(BOUSLAMA-OUEGHLANI u. a., 2012). Purkinjezellen exprimieren SHH für die Stimulation der Proliferation 

und später Vitronectin (VTN), um eine Reifung der OPC zu induzieren (BOUSLAMA-OUEGHLANI u. a., 2012). 

Astrozyten exprimieren unter anderem PDGFA, um, wie bereits beschrieben, die Proliferation und das 

Überleben von OPCs zu stimulieren (CLEMENTE u. a., 2013; FRUTTIGER u. a., 1999; WILSON u. a., 2003). 
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Abbildung 5: Die Reifung von Oligodendrozyten 
Die Reifung vom OPC über den unreifen Oligodendrozyt (OL), zum reifen OL, zum myelinisierenden OL und zum myeliniserten 
OL mit der Expression der unterschiedlichen Reifungsmarker (modifiziert nach CAI u. a., 2010). 
 

3.3.3 Die Entwicklung von Astrozyten 

Astrozyten weisen in ihrer Funktion und in ihrer Morphologie eine hohe Diversität auf. Astrozyten 

bilden den Kontakt zu den Blutgefäßen und steuern so die Blut-Hirn-Schranke. Sie haben aber auch 

Kontakt zu einzelnen Synapsen und modifizieren die synaptische Übertragung durch eigene Signale 

(JESSEN, 2004). Während der Gehirnentwicklung generieren sie essenzielle Faktoren, wie BDNF, PDGFA 

und CNTF für die Proliferation und Reifung anderer Gliazellen und neuronaler Zellen (BELLAMY, 2006; 

BROWN & RANSOM, 2007; CLEMENTE u. a., 2013; XU u. a., 2013). 

Ein Großteil der Astrozyten des Kleinhirns wird in der späten embryonalen Entwicklung desselben im 

ventrikulären Neuroepithelium gebildet. Astrozyten migrieren deutlich später als die Vorläufer der 

GABAergen Neurone aus der ventrikulären Zone in das sich entwickelnde Kleinhirngewebe (BUFFO & 

ROSSI, 2013). Dass Astrozyten auch einen Ursprung in der zweiten proliferativen Zone des Kleinhirns, 

der sogenannten rhombische Lippe (RL), haben, konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden. In vitro-

Versuche zeigten, dass die Vorläuferzellen der RL das Potential haben zu Astrozyten zu differenzieren, 

in vivo konnte dies allerdings bislang nicht bestätigt werden (BUFFO & ROSSI, 2013).  

Die morphologische Reifung der Astrozyten ist eng gebunden an deren Funktionen. Ein Mechanismus, 

der diesen Prozess reguliert, ist noch weitestgehend unerforscht (FREEMAN, 2010; MOLOFSKY & DENEEN, 

2015). Es wird davon ausgegangen, dass die Morphologie und das Antigenprofil von Astrozyten stark 

abhängig von den Einflüssen der Neurone des Kleinhirns sind (BUFFO & ROSSI, 2013). Morphologisch 

lassen sich die Astrozyten der Kleinhirnrinde in drei Subtypen unterteilen. Die buschigen 

protoplasmatischen Astrozyten und die dünnen, langfaserigen protoplasmatischen Astrozyten sind im 

gesamten Gehirn verbreitet. Spezifisch für das Kleinhirn ist die Ausbildung der Bergmann-Glia (YAMADA 

& WATANABE, 2002). Die anatomische und funktionelle Entwicklung der Bergmann-Glia ist stark mit den 

Purkinjezellen assoziiert (BELLAMY, 2006). 
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3.3.4 Die Entwicklung von Körnerzellen 

Körnerzellen sind mit durchschnittlich nur vier kurzen Dendriten die kleinsten Neurone des Gehirns 

(CHADDERTON u. a., 2004). Ihren Ursprung haben die glutamatergen Körnerzellen (granule cells, GCs) in 

der rhombischen Lippe. Während der embryonalen und fetalen Entwicklung migrieren Körnerzell-

Vorläufer (granule cell precursors, GCPs) rostral über die Oberfläche der Kleinhirnanlagen und bilden 

den EGL (CARLETTI & ROSSI, 2008; FINK u. a., 2006; HATTEN & HEINTZ, 1995). Der EGL wird nur temporär 

angelegt und verschwindet im Laufe der Entwicklung (Abb. 6). Bei der humanen Entwicklung des 

Kleinhirns wird der EGL nach der 8. SSW angelegt (MARZBAN u. a., 2014). Die GCPs sind hoch proliferativ 

(CARLETTI & ROSSI, 2008). Gesteuert wird die Proliferation der GCPs im EGL über die Sekretion von SHH 

durch Purkinjezellen (WECHSLER-REYA & SCOTT, 1999). SHH hat direkten Einfluss auf die Zellteilung der 

GCPs. SHH induziert die Expression von N-Myc, Cyclin D1 und Cyclin D2, die wiederum den Zellzyklus 

aktivieren und die DNA-Replikation initiieren (KENNEY & ROWITCH, 2000; KENNEY u. a., 2003; KNOEPFLER 

u. a., 2002; OLIVER u. a., 2003). Ein aktiver NOTCH-Signalweg kann die GCPs im Vorläuferstadium halten, 

um die Differenzierung zu unterbinden und somit die Proliferation zu fördern (SOLECKI u. a., 2001). Die 

Reifung der GCPs kann durch den Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (Fibroblast Growth Factor 2, FGF2) 

induziert werden. FGF2 blockiert den SHH-Signalweg und unterbindet somit die Proliferation (FOGARTY 

u. a., 2007; YU u. a., 2011). Auch knochenmorphogenetische Proteine (Bone morphogenetic proteins, 

BMPs) sind in der Lage die SHH induzierte Proliferation der GCPs zu unterbinden und die Reifung zu 

induzieren (BEHESTI & MARINO, 2009). 

Unreife GCs aus dem EGL migrieren entlang der Fasern der Bergmann-Glia durch den ML und die 

Purkinjezellschicht und formen den IGL. Im IGL wird die Reifung der GCs beendet (Abb. 6) (VAILLANT & 

MONARD, 2009). 

 
Abbildung 6: Reifung und Migration von Körnerzellen in der Kleinhirnrinde 
Die Vorläufer der Körnerzellen proliferieren im EGL. Unreife GCs migrieren aus dem EGL entlang der Fasern der Bergmann-
Glia (BG) durch die molekulare Schicht (ML) sowie die Purkinjezell-Schicht (PCL) und bilden den IGL. Mit dem Voranschreiten 
der Reifung des Kleinhirns verschwindet der EGL (modifiziert nach XU u. a., 2013). 
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3.3.5 Die Entwicklung von Purkinjezellen 

Purkinjezellen (PCs) erhalten ihre Signale aus dem Kleinhirn und von ZNS-Strukturen außerhalb des 

Kleinhirns. Sie sind die einzigen Zellen der Kleinhirnrinde, die Signale über die tiefen Kleinhirnkerne in 

das ZNS weiterleiten (CHAN-PALAY, 1971; WATT u. a., 2009). Sie sind somit von entscheidender 

Bedeutung für die Funktion des Kleinhirns. 

Ihren Ursprung haben die GABAergen PCs in der ventrikulären Zone (VZ) des Kleinhirns (YUASA u. a., 

1991). Dort durchlaufen sie ihre terminale Mitose in der embryonalen Entwicklung und migrieren als 

post-mitotische Zellen als eine der ersten Neuronenfraktionen in das sich entwickelnde Kleinhirn 

(DASTJERDI u. a., 2012; WATT u. a., 2009). In der Kleinhirnrinde bilden sie eine ein-Zell-dicke Schicht 

(GOLDOWITZ & HAMRE, 1998). Mit fortschreitender Entwicklung reifen die Purkinjezellen und bilden den 

für sie typischen dendritischen Baum aus (MCKAY & TURNER, 2005; SIMONS & TRAJKOVIC, 2006). 

Die Ausbildung der Dendriten ist sowohl abhängig von intrinsischen genetischen Programmen, als auch 

von Faktoren (u. a. Neurotrophine und Neurotransmitter), die von anderen Zellen in den ML sekretiert 

werden, in dem sich die PC-Dendriten verzweigen (KAPFHAMMER, 2004; KAWAGUCHI u. a., 2010; METZGER, 

2010). Jede Purkinjezelle steht im Kontakt mit circa acht Bergmann-Glia. Die Interaktion mit den 

Bergmann-Glia ist essenziell für die Reifung der PCs (BELLAMY, 2006). Das Wachstum und die 

Auswuchsrichtung der Dendriten wird von den Bergmann-Glia geleitet (LORDKIPANIDZE & DUNAEVSKY, 

2005). Neben der Interaktion mit den Bergmann-Glia ist auch die Wechselwirkung der Purkinjezellen 

mit den Körnerzellen entscheidend für die Reifung der PCs (MORRISON & MASON, 1998).  

Auch die Neurotransmitter GABA und Glutamat spielen eine regulierende Rolle in der Entwicklung der 

PC-Dendriten (KAWAGUCHI u. a., 2010). Wesentlich für den Auswuchs der Dendriten sind 

Neurotrophine, wie der Gehirn stammende neurotrophe Faktor (Brain-derived neurotrophic factor, 

BDNF), Neurotrophin 3, Neurotrophin 4 und der Nervenwachstumsfaktor (KAPFHAMMER, 2004; 

METZGER, 2010). Aber auch andere Wachstumsfaktoren, wie der Ciliary neurotrophic factor und der 

insulinähnliche Wachstumsfaktor 1, spielen eine entscheidende Rolle in der Reifung der Purkinjezellen 

(KAPFHAMMER, 2004).  

Die Reifung der PCs und damit verbunden der Auswuchs der Dendriten lässt sich nach Ramon Y Cajal 

(RAMÓN Y CAJAL, 1909) in verschiedene Phasen einteilen (KAPFHAMMER, 2004). In der Phase der 

„fusiformen Zelle“ haben die Purkinjezellen nur ein Axon zu den tiefen Kleinhirnkernen ausgebildet 

(Abb. 7A). Am Ende dieser Phase wird die Zellstruktur der PCs etwas komplexer. Es entstehen 

vereinzelte Verzweigungen an der Zelle (ARMENGOL & SOTELO, 1991; KAPFHAMMER, 2004). In der 

darauffolgenden Phase sind die PCs „sternförmig mit desorientierten Dendriten“. Dies ist die Phase, in 

der sich die PCs endgültig in einer ein-Zell-dicken Schicht orientieren. Der Auswuchs der Dendriten in 

den ML wird langsam beschleunigt (Abb. 7B1-B3) (KAPFHAMMER, 2004). In der „Phase der Orientierung 

und der Streckung der dendritischen Bäume" wird der typische dendritische Baum der Purkinjezellen 
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gebildet. Der Auswuchs und die Verzweigung der Dendriten erreichen in dieser Phase ihre maximale 

Geschwindigkeit (Abb. 7C) (KAPFHAMMER, 2004). Noch während der Reifung und der Ausbildung der 

Dendriten fungieren Purkinjezellen als zentrale Regulatoren der Entwicklung des Kleinhirns und sind 

an sehr wichtigen Schritten der Entwicklung von zum Beispiel Bergmann-Glia (YAMADA & WATANABE, 

2002), Körnerzellen (WECHSLER-REYA & SCOTT, 1999) und Oligodendrozyten (BUFFO & ROSSI, 2013) 

beteiligt. 

 

 
Abbildung 7: Die Phasen der dendritischen Entwicklung von Purkinjezellen 
Die Abbildung zeigt die Purkinjezellen des Kleinhirns in den unterschiedlichen Entwicklungsphasen nach Ramon y Cajal: 
A) Fusiforme Zelle: Die Ansätze des dendritischen Baums sind nur teilweise ausgebildet. 
B1-B3) Sternförmige Purkinjezellen mit desorientierten Dendriten: Es bilden sich vereinzelte Verzweigungen am Soma der 
Purkinjezelle, der Auswuchs des dendritischen Baumes ist am Ende der Phase zu erkennen. 
C) Phase der Orientierung und der Streckung der dendritischen Bäume: Die Geschwindigkeit des Auswuchses der Dendriten 
und die Verzweigung der Dendriten ist auf ihrem Maximum. Die Struktur des dendritischen Baumes ist eindeutig zu erkennen 
(modifiziert nach KAPFHAMMER, 2004). 
 

3.4 Der Sonic-hedgehog-Signalweg 

Bei Säugetieren gibt es drei paraloge Hedgehog-Gene: Indian hedgehog (IHH), das in erster Linie an der 

Knochendifferenzierung beteiligt ist, Desert-Hedgehog (DHH), das unter anderem bei der 

Differenzierung der Keimdrüsen eine essenzielle Rolle spielt und Sonic-Hedgehog (SHH) (ALMAN, 2015; 

O’HARA u. a., 2011).  

SHH ist an sehr vielen Entwicklungsprozessen beteiligt und ist das am besten beschriebene Hedgehog-

Gen (MCMAHON u. a., 2003; VARJOSALO & TAIPALE, 2008). SHH spielt eine wesentliche Rolle bei der 

Entwicklung von Organen, Knochen und dem Gehirn (ALMAN, 2015; ÁLVAREZ-BUYLLA & IHRIE, 2014; 

BOHNENPOLL & KISPERT, 2014; KUGLER u. a., 2015). SHH wird als 45-kDa-Form translatiert und 

anschließend auto-proteolytisch gespalten. Die 26-kDa-Untereinheit des C-Terminus weist keine 

weitere Aktivität auf. Die 19-KDa-Untereinheit des N-Terminus fungiert als Signalmolekül. Nach der 

Addition von Cholesterol und Palmitat an die 19-kDa-Untereinheit wird diese membrangängig und 

ausgeschüttet (COHEN, 2003; DE LUCA u. a., 2015b; PORTER u. a., 1996). 
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Aktives SHH induziert die Genexpression der GLI-Transkriptionsfaktoren (GLI1-GLI3). Die GLI-

Transkriptionsfaktoren induzieren die Genexpression von Faktoren, die den Zellzyklus aktivieren (DE 

LUCA u. a., 2015b; VAILLANT & MONARD, 2009). 

Bindet aktives SHH an den Rezeptor PATCHED1 (PTC), wird die Inhibierung des Rezeptors 

SMOOTHENED (SMO) aufgehoben. SMO akkumuliert an der Zelloberfläche und deaktiviert den GLI3-

Inhibitor SUFU (Suppressor of fused homolog) (CHOUDHRY u. a., 2014). Einzelne Studien konnten 

zusätzlich zeigen, dass über die Aktivierung von SMO ein Rezeptor-gekoppeltes inhibitorisches G-

Protein aktiviert wird. Das aktive G-Protein (Gαi) stoppt die Bildung von cAMP und unterbindet somit 

die Aktivität der Proteinkinase A, wodurch die GLI3-Aktivität nicht mehr unterbunden wird (DECAMP 

u. a., 2000). GLI3 bildet einen Komplex mit GLI2 und induziert die Genexpression von GLI1. Der GLI-

Komplex veranlasst die Expression von wichtigen Faktoren für die Proliferation (FUCCILLO u. a., 2006; 

HUANGFU & ANDERSON, 2006) (Abb. 8A, B). 

Eine Beteiligung des morphogenetischen Faktors SHH bei der Kontrolle und Regulierung der 

Proliferation von neuronalen Vorläuferzellen wurde als erstes im Kleinhirn dokumentiert (VAILLANT & 

MONARD, 2009). Neben der Steuerung der Proliferation der Vorläuferzellen im EGL und damit 

verbunden die Ausbildung der Folia und Läppchen wirkt SHH auch regulierend auf die Proliferation und 

Reifung der Oligodendrozyten sowie der Bergmann-Glia im Kleinhirn (DE LUCA u. a., 2015b). 

 

 
Abbildung 8: SHH-Signalweg 
A) Ohne die Bindung von SHH an den Rezeptor PATCHED1 (PTC) blockiert dieser den Rezeptor SMOOTHENED (SMO). SUFU 
bindet an GLI3 und leitet somit die Phosphorylierung über die Proteinkinas A (PKA) ein. Phosphoryliertes GLI3 belegt die 
Promotorregionen der Zielgene des SHH-Signalwegs und unterbindet so die Transkription. 
B) SHH bindet an den Rezeptor PTC und unterbindet damit die Blockierung von SMO. Über die Aktivierung von SMO wird ein 
Rezeptor-gekoppeltes inhibitorische G-Protein aktiviert, das die Bildung von cAMP unterbindet und somit die Aktivität der 
PKA blockiert. SMO blockiert SUFU. GLI3 wird nicht mehr phosphoryliert. Der Komplex aus GLI1-GLI3 (GLI) leitet die 
Transkription der SHH-Zielgene ein. 
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3.5 Frühgeburt 

Frühgeburt ist sowohl in den Industrie- als auch in den Entwicklungsländern eines der größten 

pädiatrischen Gesundheitsprobleme. Laut der Weltgesundheitsorganisation (World Health 

Organization, WHO) werden jedes Jahr weltweit rund 15 Millionen Kinder zu früh geboren (KINNEY u. a., 

2012; „WHO | Preterm birth“). Als Frühgeburt wird jede Geburt vor Vollendung der 37. 

Schwangerschaftswoche bezeichnet. Frühgeburten werden in drei generelle Subtypen unterteilt: 

1. extrem frühgeborene Kinder (<28 SSW oder Gewicht unter 1000 Gramm) 

2. sehr frühgeborene Kinder (28 bis <32 SSW oder Gewicht unter 1500 Gramm) 

3. mäßig bis spät frühgeborene Kinder (32 bis <37 SSW oder Gewicht unter 2500 Gramm) 

(TUCKER & MCGUIRE, 2004; „WHO | Preterm birth“). 

Aufgrund der weiterentwickelten medizinischen Versorgung konnte die Überlebensrate von 

frühgeborenen Kindern gesteigert werden. 75% aller Kinder, die zwischen der 22. und 28. SSW in den 

USA geboren werden, überleben heutzutage (PATEL u. a., 2015). 

Die Ursachen einer Frühgeburt sind vielfältig. Neben Infektionen oder Entzündungen, utero-

plazentaren Ischämien oder Blutungen, hohem Nikotin- oder Alkoholkonsum und Stress können auch 

andere immunologische Prozesse zu vorzeitigen Wehen führen (GOLDENBERG u. a., 2008). 

 

3.6 Folgen der Frühgeburt 

Trotz gesunkener Mortalität ist die Morbidität bei unreif geborenen Kindern deutlich höher als bei reif 

geborenen Kindern (COSTELOE u. a., 2012). Je unreifer das Kind, desto schwerwiegender können die 

Folgen sein (MOORE u. a., 2012). Insbesondere die Patienten, die vor Beendigung der 32. SSW geboren 

werden, leiden wesentlich häufiger unter den Folgen der Frühgeburt (TUCKER & MCGUIRE, 2004). 

Natürliche Schutzsysteme gegen äußere Stimuli sind bei sehr frühgeborenen Kindern noch nicht 

ausreichend ausgeprägt. Aufgrund eines wesentlich geringeren Fettgewebes sind sie besonders 

anfällig für Hyperthermien, aber auch Hypoglykämien (JAIN u. a., 2008; KUMAR u. a., 2009). Sehr 

frühgeborene Kinder sind anfälliger für Infektionen (HORNIK u. a., 2012; RAND u. a., 2016; STOLL u. a., 

2004) und werden in ihrer Entwicklung durch nicht physiologische Sauerstoffkonzentrationen, 

Hypoxie-Ischämie oder Hyperoxie beeinträchtigt (BACK & MILLER, 2014; DEULOFEUT u. a., 2007; LEVITON 

u. a., 2010). Neben der negativen Wirkung auf die unreife Lunge ist davon besonders die 

Gehirnentwicklung beeinträchtigt (BECK u. a., 2010; HOWSON u. a., 2013; O’REILLY u. a., 2013). 

Funktionelle Störungen der Koordination, der Aufmerksamkeit, der Sprachentwicklung, des 

Verhaltens, des Sehvermögens und des Hörens können einzeln oder auch in Kombination als Folge der 

Schädigung des unreifen Gehirns auftreten (MARLOW u. a., 2005; MOORE u. a., 2012). Als Ursache 

hierfür wird auch die Schädigung der weißen Substanz beschrieben (BACK & MILLER, 2014). Neben der 

periventrikulären Leukomalazie (PVL) treten Mikrostrukturanomalien der weißen Substanz auf, die 



Einleitung 

21 
 

während der voranschreitenden Gehirnentwicklung und bei ehemals sehr Frühgeborenen auch noch 

im Erwachsenenalter zu beobachten sind (ALLIN u. a., 2011; IWATA u. a., 2012; SKIÖLD u. a., 2012; 

THOMPSON u. a., 2011). Zusätzlich zu der Schädigung des Großhirns ist oft auch eine Schädigung des 

Kleinhirns zu beobachten. Eine Veränderung der weißen Substanz im Kleinhirn steht oft mit der 

Schädigung der weißen Substanz im Großhirn in Verbindung (LIMPEROPOULOS u. a., 2010). Häufig wird 

ein geringeres Volumen des Kleinhirns und eine geringere Zelldichte in den kortikalen Schichten des 

Kleinhirns beobachtet (BROSSARD-RACINE u. a., 2015; LIMPEROPOULOS u. a., 2005; VOLPE, 2009a). Eine 

Volumenreduktion des Kleinhirns kann auch noch im Erwachsenenalter von sehr frühgeborenen 

Kindern beobachtet und mit eingeschränkten motorischen und kognitiven Fähigkeiten in Verbindung 

gebracht werden (BROSSARD-RACINE u. a., 2015; KIM u. a., 2016). Traktographische MRT Untersuchungen 

belegen Störungen in der kognitiven und motorischen Entwicklung (SHANY u. a., 2016). In post-mortem 

Analysen von Kleinhirn-Gewebe Frühgeborener ist die Expression von SHH vermindert (HALDIPUR u. a., 

2011). SHH ist essenziell für das normale Wachstum des unreifen Kleinhirns (DAHMANE & RUIZ I ALTABA, 

1999). Die Ursachen für die Schädigung des Kleinhirns sind unzureichend beschrieben. Der Kontakt zu 

den unphysiologischen ex utero Bedingungen trifft das Kleinhirn von sehr unreif geborenen Kindern in 

einer sehr dynamischen Wachstumsphase. Zelluläre Entwicklungsprozesse sind zu diesem Zeitpunkt 

gegenüber unnatürlichen Stimuli sehr vulnerabel (HALDIPUR u. a., 2011; VOLPE, 2009a, , 2009b). 

 

3.7 Sauerstofftoxizität 

Eine ausreichende Sauerstoffversorgung ist essenziell für das Überleben aller aeroben Organismen. 

Eine dauerhaft erhöhte Sauerstoffexposition ist widerum ein Risikofaktor für Gewebeschäden 

(JENKINSON, 1993).  

Bei Frühgeborenen steigt der arterielle Sauerstoffpartialdruck kurz nach der Geburt auch ohne 

künstliche Beatmung auf das fast 3,5-fache von 25mmHg auf 60 bis 85mmHg an (CASTILLO u. a., 2008; 

RUDOLPH, 2003). Ein solcher Anstieg erzeugt eine relative Hyperoxie bei sehr unreif geborenen Kindern, 

deren physiologisches Milieu noch der fetale, hypoxische Lebensraum in utero sein würde. 

Oxidativer Stress, verursacht von vermehrt auftretenden reaktiven Sauerstoffspezies, trifft in dieser 

Entwicklungsphase auf einen Organismus mit nur geringen Abwehrmöglichkeiten (GEORGESON u. a., 

2002). Zum einen ist die Kapazität an antioxidativen Enzymen in Serum und Gewebe nicht ausreichend 

ausgebildet, zum anderen ist es dem Organismus nicht möglich den erhöhten Bedarf an antioxidativen 

Enzymen durch eine erhöhte Synthese dieser zu decken (IKONOMIDOU & KAINDL, 2011). Reaktive 

Sauerstoffspezies können zelluläre Makromoleküle wie DNA, Proteine und Lipide schädigen, was zu 

einem nekrotischen und apoptotischen Zelltod führen kann (CHEN u. a., 2012). Die Proliferation von 

neuronalen Vorläuferzellen wird bei einer höheren Sauerstoffkonzentration im Vergleich zu 

niedrigeren Sauerstoffkonzentrationen gehemmt (RODRIGUES u. a., 2010). 
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Bei sehr unreif geborenen Kindern (COLLINS u. a., 2001; HAYNES u. a., 2009; LEVITON u. a., 2010) und auch 

im Tiermodell (ENDESFELDER u. a., 2014; SCHMITZ u. a., 2014) konnte eine erhöhte Sauerstoffexposition 

mit neurologischen Folgeerscheinungen in Verbindung gebracht werden. 

 

3.8 Das Tiermodell 

Die Phase der exponentiellen Expansion der neuronalen Zellen des Kleinhirns findet beim Menschen 

im letzten Trimenon der Schwangerschaft statt (VOLPE, 2009a). Bei Nagern ist diese Phase postnatal 

angelegt (DOBBING & SANDS, 1979; GOLDOWITZ & HAMRE, 1998) (Abb. 9). Der Stand der 

Gehirnentwicklung bei sechs Tage alten Ratten ist vergleichbar mit der Gehirnentwicklung beim 

Menschen um die 28. SSW. Die Expansion von neuronalen Vorläuferzellen ist auf ihrem Maximum 

(IKONOMIDOU & KAINDL, 2011). 

 
Abbildung 9: Wachstum des unreifen Kleinhirns bei Nagern 
Grafische Darstellung der Zunahme von Oberfläche und Volumen des unreifen Nagerkleinhirns über die Zeit (modifiziert 
nach GOLDOWITZ & HAMRE, 1998). 
 

Zum Zeitpunkt der Geburt der Ratten ist die Purkinjezellschicht komplett ausgebildet. Bis zum 

Zeitpunkt P90 (postnataler Tag 90) ist die Reifung der Purkinjezellen und der Auswuchs der Dendriten 

nahezu abgeschlossen (MCKAY & TURNER, 2005). Die Sekretion von SHH durch Purkinjezellen ist in der 

ersten postnatalen Woche auf ihrem Maximum und nimmt danach langsam ab (WECHSLER-REYA & 

SCOTT, 1999; WECHSLER-REYA, 2003). Die GCPs im EGL sind zu diesem Zeitpunkt hochproliferativ und 

erreichen ihre maximale Proliferationsrate bis zum Zeitpunkt P8 (BEHESTI & MARINO, 2009; ROUSSEL & 

HATTEN, 2011). SHH steuert direkt die Expression von CyclinD2 in den GCPs (VAILLANT & MONARD, 2009). 

Die Proliferation und Reifung von GCPs und GCs findet bis zu einschließlich der dritten postnatalen 

Woche statt. Mit dem Abschluss dieser Entwicklungsphase ist der EGL im Kleinhirn von Nagern 

verschwunden (CHANG u. a., 2015). 

Astrozytäres PDGFA und SHH der Purkinjezellen stimulieren die Proliferation der OPCs (BOUSLAMA-

OUEGHLANI u. a., 2012; CLEMENTE u. a., 2013). Im Kleinhirn von Nagern ist die Proliferationsrate von OPCs 

bis zum Zeitpunkt P10 deutlich erhöht (GHOUMARI u. a., 2003; LEVINE u. a., 1993). Die Myelinisierung der 

Axone wird zwischen P7 und P9 eingeleitet und hat ihren Höhepunkt zwischen P15 und P21 (YUEN u. a., 

2014). 



Einleitung 

23 
 

Um bei sechs Tage alten Ratten, die evolutionär an 21% Sauerstoff der Raumluft angepasst sind, einen 

ähnlichen Anstieg des arteriellen Sauerstoffpartialdrucks zu induzieren, werden die Tiere gemeinsam 

mit ihren laktierenden Müttern für 24 Stunden von P6 bis P7 bei 80% Sauerstoff und anschließend bis 

zu den späteren Analysezeitpunkten P11 und P30 unter Raumluftbedingungen gehalten (Abb. 10). 

Blutgasanalysen in einem Hyperoxie-Mausmodell konnten eine etwa dreifache Erhöhung des 

arteriellen Sauerstoffpartialdrucks durch die induzierte Hyperoxie zeigen (SCHMITZ u. a., 2011). 

 

 
Abbildung 10: Schematische Darstellung der erhöhten Sauerstoffexposition 
Sechs Tage alte Ratten werden gemeinsam mit ihren laktierenden Muttertieren für 24 Stunden bei 80% 
Sauerstoff und anschließend unter Raumluftbedingungen bis zu den Zeitstufen P7 (direkt nach der Hyperoxie), 
P11 und P30 gehalten (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
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4 Zielsetzung 

Die Frühgeburt ist eines der größten pädiatrischen Gesundheitsprobleme. Vor allem sehr 

frühgeborene Kinder, die vor der Beendigung der 32. Schwangerschaftswoche geboren werden, zeigen 

im Verlauf häufig neurologische Defizite. Neben der Beeinträchtigung des Großhirns ist das Kleinhirn 

ebenfalls von einer durch Frühgeburt bedingten verzögerten Entwicklung betroffen. Diese kann, je 

nach Ausmaß, Folgen bis in das Erwachsenenalter haben. Versuche mit Tiermodellen weisen darauf 

hin, dass ein erhöhtes Sauerstoffangebot und die damit verbundene Zunahme oxidativen Stresses das 

sehr unreife Gehirn schädigen kann. 

Ziel dieser Arbeit ist es in einem etablierten Hyperoxiemodell die Entwicklung des Kleinhirns in 

neonatalen Ratten zu untersuchen und diese mit der bereits bekannten eingeschränkten Entwicklung 

bei sehr frühgeborenen Kindern zu vergleichen. 

Hauptaugenmerk liegt hierbei auf:  

(1) der Entwicklung der Gliazellen und der weißen Substanz mit 

 Oligodendrozyten, 

 Astrozyten, 

 Mikroglia, 

(2) der neuronale Entwicklung mit 

 Purkinjezellen, 

 Körnerzellen, 

(3) der Interaktion der einzelnen Zellpopulation im Kleinhirn mit  

 Der Identifizierung gestörter Signalwege. 
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5 Material 

 
5.1 Geräte 
 

Tabelle 1: Geräte 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Binokular BMS 74956 Breukhoven 

Eismaschine Ice Flaker Brema 

Elektronenmikroskop LEO EM 906 E Zeiss 

Fluoreszenzmikroskop Leica DM 2000 Leica 

Fluoreszenzmikroskop BZ 9000 Keyence 

Gefrierschrank (-20°C) RV 1.03 Liebherr 

Gefrierschrank (-80°C) C660 New Brunswick Scientific 

Geldokumentationssystem UV Solo Biometra 

Gelelektrophorese-Zubehör Schlitten, Kammern, Kämme PeqLab 

Imager Universal Hood II BioRad 

Kleintier MRT 7 Tesla rodent scanner Pharmascan 70/16, Bruker BioSpin 

Kryotom Microm HM400 Microm 

Kühlschrank KS 1340 Liebherr 

Laborwaage Scout II Ohaus 

Laborzentrifuge 5417 R Eppendorf 

Magnetrührer MR 3003 Heidolph 

Mikroplattenleser iMark Microplate Absorbance 
Reader 

BioRad 

Mikrotom SM 2000 R Sliding Microtome Leica 

Mikrowelle NN-A880W Panasonic 

Nanodrop ND-1000 Thermo Scientific 

Netzteil EPS 2A200 GE Healthcare Life Sciences 

OctoMACS OctoMACS Seperator Miltenyi Biotec 

QuadroMACS OuadroMACS Seperator Miltenyi Biotec 

OxyCycler OxyCycler BioSpherix Lacona 

PCR Cycler Eppendorf 6325 Mastercycler Eppendorf 

pH-Meter Lab850 Schott 

Pipetten 2.5, 10, 20, 100, 200, 1000µl Eppendorf/Gilson 

Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann 

Präparierbesteck Augenschere, Pinzette, Schere, 
Spatel 

Dumont 

Präzisionswaage Kern 770 Kern 

qPCR Cycler Realtime PCR system StepOnePlus Applied Biosystems 

Schüttler IKA Vibrax VXR IKA 

Semi-Dry-Blotter Trans-Blot Turbo Transfer System BioRad 

Sterilbank Laminair HBB 2448 Heraeus 

Stoppuhr   Roth 
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Thermomixer Thermomixer Comfort Eppendorf 

Tischzentrifuge IKA mini G IKA 

Ultraschallbad Transsonic 460 Elma 

Vortex Vortex Genie 2 VWR 

Wasserbad   GFL 

Zellkulturinkubator CBI 150 Binder 

Zellzählkammer Neubauer Brand 

Zentrifuge 5810 R Eppendorf 

 

5.2 Softwareprogramme 
 

Tabelle 2: Software 

Software Hersteller 

Adobe Illustrator Adobe 

Adobe Photoshop Elements 14 Adobe 

BZ Analyzer Keyence 

BZ Viewer Keyence 

GraphPad PRISM 5.0 GraphPad Software 

Image J National Institutes of Health 

Image Lab Biorad 

Leica Application Suite Leica 

MS Office Microsoft 

Primer3 (online tool) SourceForge 

Quantity One Biorad 

StepOne 2.1 Applied Biosystems 

 

5.3 Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle 3: Verbrauchsmittel 

Bezeichnung Hersteller 

12-Well-Platten Falcon 

6-Well-Platten Falcon 

96 Well-Platten (ELISA) Nunc 

96 Well-Platten (qPCR) Applied Biosystems 

Autoklavierband 3M 

Cell Strainer (70µm) Falcon 

Deckgläser R. Langenbrinck 

Disposable Cell Lifter Fisherbrand 

Einbettförmchen Polysciences 

Einmalhandschuhe VWR 

Falcon-Röhrchen: 15 ml; 50 ml BD 
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Kanülen: 20g; 21g; 22g; 23g; 24g Braun 

Klingen Microm 

MS Columns Miltenyi Biotec 

Nitrocellulosemembran Roth 

Optical Adhesive Covers Applied Biosystems 

PCR 8er-SoftStrips 0,2ml Biozym 

Petrischalen Falcon 

Pipetten: 1ml; 2ml, 5ml; 10ml; 25ml Falcon 

Pipettenspitzen: 10μl, 200μl, 1000μl Sarstedt, Eppendorf, Biozym 

Rasierklingen ASR 

Reaktionsgefäße: 0,5ml-; 1,5ml-; 2ml-; 5ml-tubes Sarstedt 

Spritzen: 1ml, 2ml, 15ml Braun 

Sterilfilter Whatman 

Super Frost Plus Objektträger R. Langenbrinck 

Zellkulturflaschen: 25cm²; 75cm²; 150cm² Falcon 

 

5.4 Chemikalien 
 
 
Tabelle 4: Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma 

Acrylamid-Rotiphorese Roth 

Agarose Sigma 

Ammoniumpersulfat Serva 

BSA Serva 

Chloroform Merck 

Citric Acid Sigma 

Complete mini Proteaseinhibitor Tabl. Roche 

Ethanol Merck 

Ethidiumbromid Roth 

FKS Merck (Biochrom) 

Isopropanol Merck 

Magermilch (Pulver) Roth 

Mercaptoethanol Roth 

Natriumchlorid Merck 

Natronlauge Merck 

Nonidet P40 ICN Biomedicals 

MEDITE PURE Paraffin MEDITE 

PBS (Pulver) Merck 

PDL Sigma 

PFA Merck 

Saccharose Roth 
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Salzsäure  Merck 

Sodiumdodecysulfat Roth 

Tetramethylethylendiamin Serva 

Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan Roth 

Triton X 100 Merck 

Tween 20 Serva 

Wasserstoffperoxid (30%) Merck 

 
5.5 Puffer und Lösungen 
 
Tabelle 5: Puffer und Lösungen 

Bezeichnung Hersteller/Zusammensetzung 

50x TAE-Puffer Fermentas 

Hanks’ Balanced Salt Solution Roth 

RIPA Sigma-Aldrich 

MACS-Puffer 0,5% BSA, PBS 

Agarosegel 1% Agarose in 1xTAE-Puffer 

10x TBS-Puffer 300ml 5 M NaCl, 100ml 1 M Tris pH 7,5, add 1 l mit A.bidest 

TBS-T-Puffer 1xTBS, 0,1% (w/v) Tween 20 

4x Trenngelpuffer  0,4% SDS (w/v) 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 

4x Sammelgelpuffer  0,4% SDS (w/v) 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 

10x dreamTag Green Buffer Fermentas 

M-MLV RT 5x Reaktionspuffer Promega 

PBS Merck (Biochrom) 

Lämmli-Probenpuffer Biorad 

10x Tris/Glycin/SDS-Laufpuffer Biorad 

5x Trans-Blot Turbo-Transferpuffer Biorad 

Roti - Immuno Block Roth 

Roti Histol Roth 

Citrat Puffer 10mM Citric Acid 0.05% (w/v) Tween 20, pH 6,0 

peqGold RNA-Pure PeqLab 

RNAsin Promega 

dNTP-Mix 10mM Promega 

dNTP Mix 2mM Fermentas 

Zufallsoligonukleotide BioTEZ 

Nuklease-freies Wasser Qiagen 

Ketamin (10%) Bela-Pharm GmbH 

Rompun (2%) Bayer 

Antibody Diluent Dako 

Fluoroshield with DAPI Sigma-Aldrich 

Rnase-Zap Sigma-Aldrich 
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5.6 Enzyme 
 
Tabelle 6: Enzyme  

Bezeichnung Hersteller 

DNase I Qiagen 

DreamTag DNA-Polymerase Fermentas 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix Thermo Scientific 

M-MLV Reverse Transkriptase Promega 

Proteinase K Sigma-Aldrich 

qPCRBIO Probe Mix Hi-ROX PCR Biosystems 

RNase A Sigma-Aldrich 

Trypsin Merck (Biochrom) 

 

5.7 Synthetisch hergestellte Oligonukleotide 
 
5.7.1 Oligonukleotide für die quantitative Real Time PCR 
 
Tabelle 7: Primer und Sonden für die quantitative Real Time PCR 

Gen   Forward Primer Reverse Primer Sonde 
Bdnf Brain-derived 

neurotrophic factor 
TCAGCAGTCAAGTGC
CTTTGG 

CGCCGAACCCTCATA
GACATG 

CCTCCTCTGCTCTTTCTGC
TGGAGGAATACAA 

Calb1 Calbindin 1 CTGACCACAGTGGCT
TCATAGAA 

TCGTATCATCCACGGT
CTTGTT 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Ccnd2 Cyclin D2 CGTACATGCGCAGGA
TGGT 

AATTCATGGCCAGAG
GAAAGAC 

TGGATGCTAGAGGTCTGT
GA 

Fgf2 Fibroblast growth 
factor 2 

CGTCAAACTACAGCTC
CAAGC 

CCATCTTCCTTCATAG
CCAGGTA 

AAGAGAGAGGAGTTGTG
TCC 

Gfap Glial fibrillary acidic 
protein 

TCTGGACCAGCTTACT
ACCAACAG 

TGGTTTCATCTTGGAG
CTTCTG 

AGAGGGACAATCTCACAC
AG 

Glast Glutamate aspartate 
transporter 

CCCTGCCCATCACTTT
CAAG 

GCGGTCCCATCCATGT
TAAT 

CTGGAAGAAAACAATGG
TGTGG 

Gs Glutamine 
synthetase 

TGGACCCCAAGGACC
CTATT 

TACAAGCAGGCCCGG
TAGTG 

TTATGGCCGAGATATCGT
GGA 

Hes1 Hes family bHLH 
transcription factor 1 

GCCGGGCAAGAATAA
ATGAA 

GAATGTCTGCCTTCTC
CAGCTT 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Hprt Hypoxanthine 
phosphoribosyltransf
erase 1 

GGAAAGAACGTCTTG
ATTGTTGAA 

CCAACACTTCGAGAG
GTCCTTTT 

CTTTCCTTGGTCAAGCAG
TACAGCCCC 

Il-1β Interleukin 1 beta CTCCACCTCAATGGAC
AGAACA 

CACAGGGATTTTGTC
GTTGCT 

CTCCATGAGCTTTGTACA
AG 

Igf1 Insulin-like growth 
factor 1 

CGGACCAGAGACCCT
TTGC 

GCCTGTGGGCTTGTT
GAAGT 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Ngf Nerve growth factor ACCCAAGCTCACCTCA
GTGTCT 

GACATTACGCTATGC
ACCTCAGAGT 

CAATAAAGGCTTTGCCAA
GG 

Notch2  Notch 2 GATGAGCAGGAACAG
GAGATAATAGG 

CTTGAAGCACTGGTCT
GAGTCTTG 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Nt-3 Neurotrophin 3 AGAACATCACCACGG
AGGAAA 

GGTCACCCACAGGCT
CTCA 

AGAGCATAAGAGTCACC
GAG 
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Pax6 Paired box 6 TCCCTATCAGCAGCA
GTTTCAGT 

GTCTGTGCGGCCCAA
CAT 

CTCCTCCTTTACATCGGGT
T 

Pdgfa Platelet-derived 
growth factor 
subunit A  

TACCCCGGGAGTTGA
TCGA 

CCCCTACGGAGTCTAT
CTCCAA 

CTCGAAGTCAGATCCACA
GC 

Pcp2 Purkinje cell protein 
2 

GCATGGATGACCAGC
GTGTA 

GTGTCCCGGGTCGTT
TCTG 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Pcp4 Purkinje cell protein 
4 

CCACCCGAAGACACC
AAGTT 

AGGTTAGCAGCGGAG
TGTGTACT 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Prox1 Prospero homeobox 
1 

TGCCTTTTCCAGGAGC
AACTAT 

CCGCTGGCTTGGAAA
CTG 

ACATGAACAAAAACGGT
GGC 

Sdf1 Stromal cell-derived 
factor 1 

CCCCTGCCGATTCTTT
GAG 

CAACAATCTGAAGGG
CACAGTTT 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Shh Sonic hedgehog  GCTGATGACTCAGAG
GTGCAAA 

CCTCAGTCACTCGAA
GCTTCACT 

CAAGTTAAATGCCTTGGC
CA 

Slc1a6 Solute carrier family 
1 (high affinity 
aspartate/glutamate 
transporter), 
member 6 

GGAACCCCTTTCCCTT
CATC 

GGAAAGTGATAGGCA
GAGTTGCA 

Detektiert mit SYBR 
Green 

Tbr2 T-box brain protein 2 
(Eomes) 

ACGCAGATGATAGTG
TTGCAGTCT 

ATTCAAGTCCTCCACA
CCATCCT 

CACAAATACCAACCTCGA
CT 

Tnfα Tumor necrosis 
factor alpha 

CCCCCAATCTGTGTCC
TTCTAAC 

CGTCTCGTGTGTTTCT
GAGCAT 

TAGAAAGGGAATTGTGG
CTC 

Vtn Vitronectin TGCCTTCACTCGCATC
AACT 

TGCGTCAACGTTGTCT
GGTA 

Detektiert mit SYBR 
Green 

 
 
 
5.7.2 Oligonukleotide für die Standard-PCR 
 
 
Tabelle 8: Primer der Standard-PCR 

Gen   Forward Primer Reverse Primer 

Actb Beta-actin CCCTAAGGCCAACCGTGAAAAAGATG GAACCGCTCATTGCCGATAGTGATG 

 
 

5.8 Antikörper 
 
5.8.1 Primäre Antikörper 
 
Tabelle 9: Primäre Antikörper 

Antikörper Protein Wirt Firma IHC Western 
Blot 

A5316 ß-ACTIN Maus Sigma   1:5000 

OP80 APC Maus EMD Millipore 1:200   

ab75524 CALB1 Maus Abcam 1:500   

AB1778 CALB1 Kaninchen Millipore 1:1000   
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#9664  cleaved Caspase 3 Kaninchen Cell Signaling 1:200   

sc-8066 Doublecortin Ziege Santa Cruz Biotechnology 1:100   

ab86186 GABA Maus Abcam 1:100   

sc-25778 GAPDH Kaninchen Santa Cruz Biotechnology   1:1000 

G3893 GFAP Maus Sigma 1:500   

019-19741 IBA1 Kaninchen Wako 1:750   

ab16667 Ki67 Kaninchen Abcam 1:200   

SMI-99 MBP Maus Covance 1:500 1:1000 

MAB377 NeuN Maus Millipore   1:1000 

MAB5384 NG2 Maus Millipore 1:100   

06-284 Nitrotyrosin Kaninchen Millipore   1:1000 

MAB5552 PAX6 Maus Millipore 1:200   

LS-C179903 PAX6 Kaninchen LifeSpan Biosciences 1:200   

ab29 PCNA Maus Abcam 1:500   

sc-9024 SHH Kaninchen Santa Cruz Biotechnology 1:20 1:500 

 
 
5.8.2 Sekundäre Antikörper 
 
Tabelle 10: Sekundäre Antikörper 

Antikörper    Wirt Firma IHC Western 
Blot 

#7074 goat-anti-rabbit IgG HRP Ziege Cell Signaling   1:5000 

115-035-146 goat-anti-mouse IgG HRP Ziege Jackson Immuno 
Research 

  1:3000 

A-11034 Alexa Fluor 488 goat-anti-rabbit 
IgG 

Ziege Thermo Fisher 
Scientific 

1:200   

A-11029 Alexa Fluor 488 goat-anti-
mouse IgG 

Ziege Thermo Fisher 
Scientific 

1:200   

A-11055 Alexa Fluor 488 donkey-anti-
goat IgG 

Esel Thermo Fisher 
Scientific 

1:200   

A-11037 Alexa Fluor 594 goat-anti-rabbit 
IgG 

Ziege Thermo Fisher 
Scientific 

1:200   

A-11032 Alexa Fluor 594 goat-anti-
mouse IgG 

Ziege Thermo Fisher 
Scientific 

1:200   

A-10040 Alexa Fluor 546 donkey-anti-
rabbit IgG 

Esel Thermo Fisher 
Scientific 

1:200   

111-175-146 goat-anti-mouse Cy5 Ziege Dianova 1:100   
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5.9 Reaktionssysteme 
 
Tabelle 11: Kits 

Bezeichnung Hersteller 

In Situ Cell Death Detection Kit, TMR red Roche 

BCA Protein Assay Thermo Scientific 

FD Rapid GolgiStain kit FD Neuro Technologies 

Anti GABA ELISA LifeSpan BioScience 

 
 

5.10 Zellkulturmedien 

Primäre Astrozyten: DMEM + 10% FKS 

 

Primäre Astrozyten im Sauerstoffversuch: DMEM + 1% FKS
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6 Methoden 

 

6.1 Tiere und Organentnahme 

Sechs Tage alte Wistar-Ratten wurden gemeinsam mit ihren laktierenden Müttern für 24 Stunden bei 

80% Sauerstoff beziehungsweise bei Raumluftbedingungen (21% Sauerstoff) gehalten. Die kontrolliert 

erhöhte Sauerstoffexposition erfolgte in einem OxyCycler (BioSpherix). Anschließend wurden die 

Hyperoxietiere gemeinsam mit den Kontrolltieren bis zu den Untersuchungszeitpunkten P7, P11 und 

P30 gehalten. Für die Organentnahme mit anschließender RNA- und Proteinisolation wurden die Tiere 

sediert (Ketamin und Rompun) und transcardial mit PBS perfundiert. Entnommene Kleinhirne wurden 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. Dienten die 

Organentnahmen für folgende histologische Färbungen, wurden die Tiere noch zusätzlich mit 4% PFA 

in PBS perfundiert, die Kleinhirne über Nacht in 4%er PFA/PBS-Lösung bei 4°C fixiert und anschließend 

weiter prozessiert. 

 

6.2 Molekularbiologische Methoden 

 

6.2.1 Isolation von RNA 

RNA aus Kleinhirnhemisphären und primären Astrozyten wurden mittels Phenol-Chloroform-

Extraktion isoliert. Hierfür wurden die Hemisphären bzw. die Zellen in peqGold RNA-Pure komplett 

gelöst und anschließend mit Chloroform versetzt. Nach intensivem Vortexen und anschließender 

Zentrifugation befindet sich die RNA in der obigen, wässrigen Phase. Diese wurde abgenommen und 

die RNA mit Isopropanol präzipitiert. Nach zwei folgenden Waschschritten wurde die isolierte RNA in 

ein entsprechendes Volumen RNase freien Wassers aufgenommen und bei -80°C gelagert. Am Folgetag 

wurde die RNA-Konzentration mittels Nanodrop (Thermo Scientific) bestimmt. 

 

6.2.2 Amplifizierung von DNA mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Mittels PCR lassen sich spezifische DNA-Abschnitte selektiv vervielfältigen (MULLIS, 1990). Analytische 

PCRs wurden mit der DreamTaq-Polymerase wie folgt durchgeführt: 

 
Tabelle 12:Pipettierschema der Standard-PCR 

Komponenten Volumen in µl 

10x DreamTaq™ Puffer 2,5 

dNTP-Mix 2 mM 2,5 

Primer fw 10 µM 0,5 
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Primer rev 10 µM 0,5 

DreamTaq™DNA-
Polymerase 5 U/µL 

0,2 

cDNA 1 

RNase-freies Wasser ad 25 

Gesamtvolumen 25 

 
 
Tabelle 13: Standard-PCR 

Reaktion Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklenzahl 

Initiale Denaturierung 94 5 1 

Zyklische Denaturierung 94 1 
 

Hybridisierung der Oligonukleotide 70 1 40 
Extension der Oligonukleotide 72 1 

 

Finale Elongation 72 10 1 

 
 
6.2.3 Agarosegelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Größenauftrennung von DNA-Fragmenten durchgeführt. 

Hier wurde eine 1% Agarosekonzentration in 1x TAE-Puffer mit 0,3μg/ml Ethidiumbromid verwendet. 

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x TAE-Puffer bei 10V/cm für ca. 30 Minuten. Als 

Größenstandard diente der Gene Ruler 50 bp DNA ladder (Fermentas). 

 

6.2.4 cDNA Synthese 

Ein bis zwei µg Gesamt-RNA wurden mittels MMLV Reverse Transkriptase zu cDNA synthetisiert. Vorab 

wurden alle Proben DNase behandelt, um eine mögliche Kontamination der synthetisierten cDNA 

durch genomische DNA zu unterbinden. Um den Erfolg der cDNA Synthese zu überprüfen, wurde 

mittels PCR eine Teilsequenz des Actb Gens amplifiziert. Die Auswahl der Primer erfolgte so, dass sie 

in zwei unterschiedlichen, aufeinanderfolgenden Exons binden. Anhand der Größe des amplifizierten 

Fragments, die abschließend mittels Agarosegelelektrophorese bestimmt wurde, ließ sich so abermals 

eine Kontamination durch genomische DNA ausschließen. 

Synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert. 

 

6.2.5 Quantitative Real Time PCR (qPCR) 

Die qPCR erlaubt den Vergleich der Expressionsstärke von Genen in verschiedenen Proben. Ihr Prinzip 

beruht auf einer exponentiellen Amplifizierung von DNA Teilsequenzen. Erreicht die Konzentration 

eines Konstrukts einen bestimmten Schwellenwert, dient der Zyklus der Amplifikation als Maßstab für 

die Ausgangsmenge des eingesetzten Zielgens. Um eine möglichst hohe PCR-Effizienz und damit eine 
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hohe Genauigkeit der Quantifizierung zu erreichen, wurden kurze Amplikons von 50-150bp Länge 

gewählt. 

Zur Detektion der Amplikons wurde der interkalierende Farbstoff SYBR Green bzw. sequenzspezifische 

Taqman-Sonden verwendet. Als Bezugswert diente die Genexpression eines Haushaltsgens (HPRT), 

dessen Expression in allen Proben gleich war. Ausgewertet wurden die Expressionsdaten nach der 2-

ΔΔCT Methode (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). 

 

6.2.6 Proteinisolation 

Für die Isolation von zytoplasmatischen Proteinen und Kernproteinen wurde eine Hemisphäre eines 

Kleinhirns in RIPA-Puffer (Sigma-Aldrich) gelöst und anschließend zum Aufschluss der Kerne in einem 

Ultraschallbad inkubiert. Um Zellbruchstücke zu entfernen, wurden die Proben bei maximaler 

Geschwindigkeit zentrifugiert. Im Überstand befand sich ein Gemisch aus zytoplasmatischen Proteinen 

und Kernproteinen.  

Anschließend wurde der Gesamtproteingehalt mittels dem BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo 

Scientific) und einem Mikroplattenleser (Biorad) nach der Anleitung des Herstellers bestimmt. 

 
6.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS- PAGE) und Western Blot 

 

6.2.7.1 SDS PAGE 

Zur Größenauftrennung wurden ca. 20µg der Proteinlysate auf ein 12% Polyacrylamidgel aufgetragen. 

Die Trennung erfolgte in einer Laufkammer (Biorad) nach dem Anlegen einer Spannung. Die 

Proteinlysate wurde vor dem Auftragen mit reduzierendem Ladepuffer versetzt und für 10min bei 95°C 

denaturiert. Zur späteren Größendetektierung wurde ein Proteinmarker (Precision Plus Protein, 

Biorad) auf eine Spur des Proteingels aufgetragen. 

 

6.2.7.2 Western Blot 

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mittels des semi-dry Blot-Verfahrens (Trans-

Blot Turbo, Biorad) auf eine Nitrocellulose Membran übertragen. 

 

6.2.7.3 Proteindetektion mittels spezifischer Antikörper 

Zum Nachweis von spezifischen Proteinen wurden die Membranen mit selektiven, primären 

Antikörpern inkubiert. Der Nachweis erfolgte über eine detektierte Chemilumineszenz, die von einem 

HRP konjugierten Zweitantikörper nach Substratzugabe (Supersignal West Pico, Pierce) vermittelt 

wurde. Detektiert wurde die Lumineszenz mittels Digital Imager (Biorad). Um unspezifische Bindungen 
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der Antikörper zu minimieren, wurden alle Membranen in Roti-Block Puffer (Roth) inkubiert. Als 

Referenzwert für die Proteinexpression diente die Chemilumineszenz eines Haushaltsproteins.  

 

6.2.8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Die Konzentration von GABA wurde mittels kompetitivem ELISA bestimmt. Hierbei binden GABA-

Moleküle an spezifische Antikörper, die an den Untergrund einer Mikrotiterplatte gebunden sind. 

Freibleibende Bindungsstellen der Antikörper werden anschließend mit Biotin gekoppeltem GABA 

gesättigt. Nach einer folgenden Inkubation mit einem HRP konjugierten anti-Biotin Antikörper und 

einem Farbumschlag nach Substratzugabe, kann die GABA-Konzentration der Proben mittels 

Mikroplattenleser (Biorad) bestimmt werden. Die Signalstärke ist hier umgekehrt proportional zur 

Konzentration des gesuchten Antigens. 

Die GABA-Konzentration im Kleinhirn wurde mittels ELISA Kit der Firma LifeSpan BioScience nach den 

Angaben des Herstellers ermittelt. 

 

6.2.9 Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) 

Aus dem Kleinhirn sieben Tage alter Ratten wurden mittels magnetisch markierter Antikörper 

Astrozyten isoliert. Hierfür wurden die frisch präparierten Kleinhirne mit Trypsin und DNase inkubiert 

und mittels Zellsieb (70µm, Falcon) in eine Ein-Zell-Suspension überführt. 107 Zellen wurden in 80µl 

MACS-Puffer überführt und nach den Angaben des Herstellers mit anti-Glast1-Microbeads inkubiert 

(Miltenyi Biotec). Magnetisch markierte Astrozyten wurden mittels MS Säulen (Miltenyi Biotec) und 

Octomacs (Miltenyi Biotec) nach Angaben des Herstellers isoliert und aufgereinigt. Mittels MACS 

isolierte Astrozyten wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung 

bei -80°C gelagert. 

 

6.3 Zellbiologische Methoden 

 

6.3.1 Isolation und Kultivierung von primären Astrozyten 

Während des Entwicklungszeitpunktes E20 bis P1 wurden den Ratten die Kleinhirne entnommen, in 

eine Ein-Zell-Suspension überführt und in Medium (DMEM + 10% FKS) aufgenommen (ARMSTRONG u. a., 

1990). Nach einer Inkubationszeit von 12 Tagen wachsen Mikroglia und OPCs auf einem konfluenten 

Astrozyten-Zellrasen. Durch permanentes Schütteln wurden die Mikroglia nach zwei Stunden gelöst 

und entfernt. OPCs wurden durch permanentes Schütteln bis zum Folgetag gelöst und entfernt 

(MCCARTHY & DE VELLIS, 1980). 2x106 Astrozyten wurden in eine Poly-D-Lysin (PDL) beschichtete 

Zellkulturflasche überführt. Durch täglichen Wechsel des Mediums an den Folgetagen konnte eine 

Kontamination durch andere Gliazellen ausgeschlossen werden. 
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Für die Versuche bei 80% Sauerstoff wurden 1,8x105 Astrozyten pro Well in eine PDL beschichtete 12-

Well-Platte ausgesät. Am Folgetag wurde das Medium gewechselt und die Zellen für 24 Stunden bei 

80% Sauerstoff bzw. 21% Sauerstoff kultiviert. Abschließend wurden alle Zellen in peqGold RNA-Pure 

aufgenommen und bei -80°C gelagert. Für die Versuche mit unterschiedlichen 

Sauerstoffkonzentrationen wurden Astrozyten in DMEM mit 1% FKS kultiviert. 

 

6.4 Histologische Methoden 

 

6.4.1 Paraffineinbettung und Anfertigung von Paraffinschnitten 

Die über Nacht in 4% PFA/PBS fixierten Kleinhirne wurden wie folgt prozessiert: 

• 2-3h mit fließendem Leitungswasser waschen (Raumtemperatur, RT) 

• Entwässerung in aufsteigender Alkoholreihe 

•  70% EtOH, 3-4h, RT 

•  80% EtOH, üN, RT 

•  96% EtOH, 60min, 40°C 

•  100% EtOH, 60min, 40°C 

•  100% EtOH, 60min, 40°C 

•  100% EtOH/ Chloroform 1:1, 60min, 40°C 

• Chloroform, 60min, 40°C 

• Chloroform, 60min, 40°C 

 

• Imprägnierung mit reinem Paraffin 

• Paraffin I, 45min-60min bei 60°C (Paraffinschrank) 

• Paraffin II, üN bei 60°C 

Abschließend wurden die Kleinhirne in flüssigem Paraffin eingebettet. 

Nach dem Aushärten des Paraffins wurden die Kleinhirne bei Raumtemperatur gelagert bis sie 

mittels Mikrotom geschnitten wurden (ENDESFELDER u. a., 2014). 
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6.4.2 Anfertigung von Kryoschnitten 

Die über Nacht in 4% PFA/PBS fixierten Kleinhirne wurden zur Kryoprotektion in 30% Saccharose 

überführt und bis zum Schneiden mit dem Kryotom bei 4°C gelagert (SCHEUER u. a., 2015; SCHMITZ u. a., 

2014). 

 

6.4.3 Immunhistochemie 

Mittels Fluoreszenz-Immunhistochemie (IHC) wurden in Paraffinschnitten und Kryoschnitten 

spezifische Proliferations-, Reifungs- und Zellmarker nachgewiesen. Die Paraffinschnitte wurden vorab 

mit Roti-Histol (Roth) entparaffiniert. Anschließend wurden die Paraffinschnitte nach einer 

abfallenden Ethanol Reihe (100%, 90%,80%, 70%, 0%) zur Antigendemaskierung in Citrat-Puffer für 

10min (Mikrowelle, 600W) gekocht. 

Initial wurden Paraffin- und Kryoschnitte 15min mit 0,2% Triton X 100 permeabilisiert. Um 

unspezifische Signale zu unterbinden, erfolgte die Blockierung der Gewebeschnitte mit 3% BSA/PBS. 

Nach dem Blockierschritt wurde das Gewebe über Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper 

inkubiert. Am Folgetag wurden die Gewebeschnitte mit einem Fluochrom markierten, sekundären 

Antikörper inkubiert und abschließend mit DAPI enthaltendes Fluoroshield eingedeckelt. 

Die immunhistochemischen Färbungen mit NG2 + Tunel, NG2 + Ki67, APC und IBA1 sowie deren 

Auswertung und Interpretation wurden in Zusammenarbeit mit Vivien Brockmöller durchgeführt. 

 
6.4.4 Golgi Färbung 

Purkinjezellen im Kleinhirn wurden nach der Angabe des Herstellers mit dem FD Rapid GolgiStain kit 

(FD Neuro Technologies) und der Modifizierung nach Zaqout und Kaindl (ZAQOUT & KAINDL, 2016) in 

Zusammenarbeit mit Dr. Yuliya Sharkovska angefärbt. 

 

6.4.5 Sholl- Analyse 

Die Analyse nach Sholl (SHOLL, 1953) wurde von Dr. Yuliya Sharkovska am Institut für Zell- und 

Neurobiologie durchgeführt. 

 

6.5 Mikroskopie 
 
6.5.1 Fluoreszenzmikroskopie 
 
6.5.1.1 Zeiss LSM 510 

Mit dem Zeiss LSM 510 Confocal Laser Scanning Mikroskop System wurden die NG2 und Tunel sowie 

die NG2 und Ki67 immunhistochemisch gefärbten Kleinhirnschnitte analysiert. Die Intensität der 

Immunfluoreszenz wurde in einem 225 × 225 × 10μm großen Areal bestimmt (X-, Y-, Z-Ebenen). Der 
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Mittelwert von der Intensität von drei Bildern pro Tier wurde für die statistische Auswertung 

verwendet. Zur Analyse und Aufbereitung der Bilder wurden die Programme Confocal Assistant 4.02, 

Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) und Photoshop CSM verwendet. Analysen 

mit dem Zeiss LSM 510 wurden mit der Hilfe von Vivien Brockmöller durchgeführt. 

 

6.5.1.2 Leica DM 2000 

MBP, APC, IBA1 und GFAP immunhistochemische gefärbte Kleinhirnschnitte wurden unter 

Verwendung des Leica DM 2000-Mikroskops mit einem 10x und 20× Objektiv und der Leica Application 

Suite-LAS-Software analysiert. Zur statistischen Auswertung wurde der Mittelwert der Pixel-Intensität 

von 3 Bildern von jedem Tier mit Image J analysiert. 

 
6.5.1.3 Keyence Kompakt BZ 9000 

PAX6, DCX, CASP3, PCNA, SHH, GABA und CALB1 immunhistochemische gefärbte Kleinhirnschnitte 

wurden unter Verwendung des Keyence Kompakt-Fluoreszenzmikroskops BZ 9000 sowie der 

dazugehörigen Software, BZ-II Viewer und BZ-II Analyzer, analysiert. Zur statistischen Auswertung 

wurde der Mittelwert der Pixel-Intensität von 3 Bildern von jedem Tier mit Image J analysiert bzw. die 

absolute Zellzahl mittels Photoshop CSM bestimmt. 

 

6.5.2 Elektronenmikroskopie 

Anästhesierte Ratten wurden mit PBS und anschließend zur Vorabfixierung mit 4% Formaldehyd, 2,5% 

Glutaraldehyd und 0,5% NaCl in PBS mittels Perfusionspumpe (Flussgeschwindigkeit 5ml/h) 

transkardial perfundiert (KARLSSON & SCHULTZ, 1965). Anschließend wurden die entnommenen 

Kleinhirne für 48 Stunden bei 4°C fixiert (4% Formaldehyd, 2,5% Glutaraldehyd und 0,5% NaCl in PBS). 

200µm dicke Vibratomschnitte wurden erneut in 2% OsO4 in PBS fixiert und nach der Entwässerung 

mit Ethanol und Propylenoxid in EPON eingebettet (MÖBIUS u. a., 2010). Mit Uranylacetat und Bleicitrat 

gefärbte 50nm Schnitte wurden unter Verwendung eines Transmissions-ZEISS-Elektronenmikroskops 

("Leo 906", Jena, Deutschland) analysiert. Pro Tier wurden 500 bis 600 Kleinhirnaxone ausgemessen, 

wobei Axone von <0,2μm von der Analyse ausgeschlossen wurden. Ermittelt wurden der gesamte 

Faserdurchmesser (Axon mit Myelin), der innere Axondurchmesser, der Durchmesser der 

Myelinscheide und die G-Ratio als Ergebnis des inneren Axondurchmessers über dem 

Außendurchmesser. Die Analysen und Auswertungen wurden mit der Hilfe von PD Dr. Thomas Schmitz 

sowie der AG Bachmann am Institut für vegetative Anatomie durchgeführt. 
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6.6 Magnetresonanztomographie (MRT) 
Die Bestimmung des Kleinhirnvolumens 30 Tage alter Ratten wurde am Zentrum für 

Schlaganfallforschung Berlin von Susanne Müller durchgeführt. 

Die mittels 3% Isofluran anästhesierten Ratten wurden auf einer Heizdecke (37,8°C) gelagert. Über 

eine Atemmaske wurde die Narkose mit einem konstanten Luftstrom (0,5L/min 100% O2) mit 1,5%-2% 

Isofluran aufrecht gehalten. Das Volumen des Kleinhirns wurde mittels eines T2w MRTs bestimmt. 

Verwendet wurde der 7 Tesla rodent scanner (Pharmascan 70/16, Bruker BioSpin, Ettlingen, 

Deutschland). Die Berechnung des Volumens erfolgte mit der Analyze 5.0 Software (AnalyzeDirect, 

Inc., Lenexa, USA). 

 

6.7 Statistik 

Die Ergebnisse werden im Allgemeinen als Mittelwert +/- Standardfehler dargestellt. 

Für die statistische Analyse der Ergebnisse wurde der t-Test verwendet (two-tailed, unpaired). Alle 

statistischen Analysen wurden mit der Graph Pad Prism 5.0-Software durchgeführt (Signifikanz bei 

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). 
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7 Ergebnisse 

 

7.1 Hyperoxie induzierte Volumenveränderung des Kleinhirns 

Um den Einfluss einer erhöhten Sauerstoffexposition auf das Wachstum des Kleinhirns zu ermitteln, 

wurden sechs Tage alte Ratten mit ihren laktierenden Muttertieren für 24 Stunden bei 80% Sauerstoff 

gehalten. Anschließend wurden die neugeborenen Hyperoxietiere gemeinsam mit gleichaltrigen 

Kontrolltieren, ohne erhöhte Sauerstoffexposition, bis zu der Altersstufe P30 bei 

Raumluftbedingungen gehalten. Bei 30 Tage alten Hyperoxie- und Kontrolltieren wurde mittels 

Kleintier-MRT das Volumen des Kleinhirns bestimmt. Die Tiere der Hyperoxiegruppe hatten ein 

signifikant vermindertes Volumen des Kleinhirns (im Durchschnitt 208.4 mm3) im Vergleich zu den 

Kontrolltieren (im Durchschnitt 230.3 mm3) (Abb. 11A, B). 

 

 
Abbildung 11: Volumenbestimmung des Kleinhirns mittels MRT 
Messung des Kleinhirnvolumens mittels MRT bei 30 Tage alten Ratten (A). Das Volumen des Kleinhirns ist nach Hyperoxie 
vermindert (B) (*p < 0,01, t-Test, n=8) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
 

7.2 Hyperoxie verursacht oxidativen Stress im unreifen Kleinhirn 

Sechs Tage alte Ratten wurden, wie bereits beschrieben, für 24 Stunden bei 80% Sauerstoff gehalten. 

Anschließend wurden die Kleinhirne entnommen und aus einer der Hemisphären ein 

Gesamtproteinlysat erstellt. Mittels Western Blot wurde der Nitrotyrosingehalt im Proteinlysat 

bestimmt. Nitrotyrosin entsteht bei einer Radikal bedingten Nitrierung von Tyrosin (ISCHIROPOULOS, 

1998) und ist somit ein Nachweis für oxidativen Stress. Der Nitrotyrosingehalt in 

Kleinhirnproteinlysaten war bei den Tieren der Hyperoxiegruppe im Vergleich zu den 

Kontrolltierlysaten deutlich erhöht (Abb. 12A, B). Hyperoxie erzeugt demnach oxidativen Stress im 

neonatalen Kleinhirn. 
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Abbildung 12: Oxidativer Stress im Kleinhirn nach Hyperoxie 
Nitrotyrosin Western Blot Analyse (A) von Kontroll- und Hyperoxietieren mit ß-ACTIN als Ladekontrolle. Der 
Nitrotyrosingehalt war im Kleinhirn nach Hyperoxie bei 7 Tage alten Tieren erhöht (B) (***p < 0,001, t-Test, n=6) (modifiziert 
nach SCHEUER u. a., 2015). 
 

7.3 Gliazellschädigung  
 

7.3.1 Oligodendrozyten 
 

7.3.1.1 Erhöhter Zelltod von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen im Kleinhirn nach Hyperoxie  

Oligodendrozyten (OLs) sind die dominante Zellart in der weißen Substanz des zentralen 

Nervensystems (ZNS) (JIANG u. a., 2011a). Ein Großteil der OLs ist zum Zeitpunkt der Geburt noch sehr 

unreif und sensitiv gegenüber oxidativem Stress (BAUD u. a., 2004; BAUMANN & PHAM-DINH, 2001; 

SCHMITZ u. a., 2012a; VOLPE, 2009a). Oligodendrozyten leiten sich von Oligodendrozyten-

Vorläuferzellen (OPCs) ab, die die Fähigkeit besitzen, sich zu vermehren, zu migrieren und in 

myelinisierende Oligodendrozyten zu differenzieren (DOMINGUES u. a., 2016). OPCs exprimieren das 

NG2 Proteoglycan (NG2) (POLITO & REYNOLDS, 2005). 

Um den Einfluss von Hyperoxie auf den Fortbestand von OPCs zu untersuchen, wurde eine 

immunhistochemische Färbung von NG2+ OPCs mit einer TUNEL Färbung für apoptotische Zellen in 

Kleinhirngewebeschnitten von sieben und elf Tage alten Ratten kombiniert. Dabei konnte eine erhöhte 

Co-Lokalisation von NG2+ und TUNEL+ OPCs in der weißen Substanz des Kleinhirns direkt nach der 

Hyperoxie beobachtet werden (Abb. 13A, B). Auch nach 4 Tagen Erholung an Raumluft war die Anzahl 

von NG2+ und TUNEL+ OPCs in der weißen Substanz des Kleinhirns bei Ratten der Hyperoxiegruppe im 

Vergleich zu Kontrolltieren signifikant erhöht (Abb. 13A, B). 

Zu beiden Zeitpunkten konnte somit eine erhöhte Apoptose von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen 

nach Hyperoxie beobachtet werden. 

 



   Ergebnisse 

43 
 

 

Abbildung 13: Erhöhter Zelltod von OPCs nach Hyperoxie. 
10µm dicke Kryoschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von NG2+ OPCs und TUNEL+ apoptotischen Zellen (A). Zu beiden Zeitpunkten (P7 und P11) 
ist die Apoptose in NG2+ OPCs nach Hyperoxie erhöht (B) (*p < 0,05, **p < 0,01, t-Test, n=4) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 
2015). 
 

7.3.1.2 Verminderte Proliferation von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen nach erhöhter 

Sauerstoffexposition 

Der Einfluss von Hyperoxie auf die Proliferation von OPCs im Kleinhirn wurde mittels einer 

immunhistochemischen Co-Färbung von NG2 und dem Proliferationsmarker Ki67 in sieben und elf 

Tage alten Ratten untersucht. 

Direkt nach der erhöhten Sauerstoffexposition war die Anzahl von NG2+ und Ki67+ OPCs signifikant 

reduziert (Abb. 14A, B). Auch bei elf Tage alten Ratten war die Proliferation von NG2+ und Ki67+ OPCs 

bei Tieren aus der Hyperoxiegruppe signifikant vermindert (Abb. 14A, B). Zusätzlich konnte in elf Tage 

alten Ratten eine verminderte Anzahl an NG2+ OPCs im Kleinhirn nach Hyperoxie beobachtet werden 

(Abb. 14C). Eine erhöhte Sauerstoffexposition unterbindet demnach die Proliferation von 

Oligodendrozyten-Vorläuferzellen und führt zu einer Reduktion dieser. 
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Abbildung 14: Hyperoxie vermindert die Proliferation von Oligodendrozyten-Vorläuferzellen. 
10µm dicke Kryoschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von NG2+ OPCs und Ki67+ proliferierenden Zellen (A). Zu Beiden Zeitpunkten (P7 und P11) 
ist die Proliferation der NG2+ OPCs nach Hyperoxie vermindert (B). Zum Zeitpunkt P11 ist die Anzahl der NG2+ OPCs nach 
Hyperoxie vermindert (C) (**p < 0,01, t-Test, n=4) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
 
7.3.1.3 Hyperoxie stört die Reifung von Oligodendrozyten im Kleinhirn 

Reife Oligodendrozyten (OLs) exprimieren das Adenomatous-polyposis-coli-Protein (APC) (TEJEDOR 

u. a., 2015). Wichtig für die Reifung von OPCs zu Oligodendrozyten im Kleinhirn ist unter anderem die 

Expression von Vitronectin (VTN) (BUFFO & ROSSI, 2013). 

Um den Einfluss einer erhöhten Sauerstoffexposition auf die Reifung von OLs zu beobachten, wurde 

eine immunhistochemische Färbung von APC+ OLs bei sieben und elf Tage alten Tieren nach Hyperoxie 

durchgeführt sowie die RNA-Expression von Vtn mittels qPCR bestimmt. 

Direkt nach der Hyperoxie war die Anzahl der APC+ OLs im Kleinhirn der Hyperoxietiere im Vergleich 

zu Kontrolltieren nicht verändert. Bei elf Tage alten Ratten, vier Tage nach Beendigung der 

Sauerstoffexposition, war die Anzahl der APC+ OLs im Kleinhirn in Tieren der Hyperoxiegruppe 

signifikant reduziert (Abb. 15A, B). Auch die Genexpression von Vtn war bei sieben Tage alten Tieren 

in beiden Gruppen identisch. Zum Zeitpunkt P11 war die RNA-Expression von Vtn in den Kleinhirnen 

der Ratten aus der Hyperoxiegruppe signifikant reduziert (Abb. 15C). Eine erhöhte 
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Sauerstoffexposition minderte demnach die Reifung von OPCs zu OLs. Dieses Reifungsdefizit könnte 

durch eine verminderte Expression von Vtn verursacht worden sein. 

 

 
Abbildung 15: Verminderte Reifung von Oligodendrozyten nach erhöhter Sauerstoffexposition 
10µm dicke Paraffinschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von APC+ reifen OLs (A). Zum Zeitpunkt P7 ist die Anzahl der APC+ OLs in beiden Gruppen 
identisch. Zum Zeitpunkt P11 ist die Anzahl der APC+ reifen OLs nach Hyperoxie reduziert (**p < 0,01, t-Test, n=4). 
Die Genexpression des für die Reifung von OPCs zu reifen Oligodendrozyten wichtigen Faktors Vtn zu den Zeitpunkten P7 und 
P11 (C). Die RNA-Expression von Vtn war zum Zeitpunkt P11 in der (*p < 0,05, t-Test, P7 n=8, P11 n=6) (modifiziert nach 
SCHEUER u. a., 2015) 
 
7.3.1.4 Myelinisierungsdefizit nach erhöhter Sauerstoffexposition im Kleinhirn  

Hauptaufgabe von reifen Oligodendrozyten ist die Myelinisierung von Axonen, um somit eine optimale 

Reizweiterleitung zu gewährleisten. Das Myelin-Basische Protein (MBP) ist essenziell für die 

Myelinisierung von Nervenfasern (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001; BIJLARD u. a., 2015). Um den Einfluss 

von Hyperoxie auf die Myelinisierung zu beobachten, wurde die Proteinexpression von MBP mittels 

Western Blot in elf und 30 Tage alten Tieren bestimmt. Zu beiden Zeitpunkten war die Expression von 

MBP in Ratten der Hyperoxiegruppe im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant vermindert (Abb. 16A, 

B). Um die verminderte Expression von MBP zu bestätigen, wurde zusätzlich in Gewebeschnitten von 

30 Tage alten Tieren MBP immunhistochemisch gefärbt. Auch hier konnte eine signifikant geringere 

Expression von MBP in der weißen Substanz des Kleinhirns bei Hyperoxietieren beobachtet werden. 

Die MBP+ Pixelintensität war zu diesem Zeitpunkt in den Gewebeschnitten im Vergleich zu den 

Kontrolltieren deutlich reduziert. (Abb. 16C, D). 
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Abbildung 16: Hyperoxie hemmt die Expression von MBP 
MBP Western Blot Analyse (A) von Kleinhirnlysaten aus Kontroll- und Hyperoxietieren zu den Zeitpunkten P11 und P30 mit 
ß-ACTIN als Ladekontrolle. Die MBP Proteinexpression ist zu beiden Zeitpunkten nach Hyperoxie reduziert (B) (*p < 0,05, **p 
< 0,01, t-Test, n=6).  
10µm dicke Paraffinschnitte von 30 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von MBP (C). Die MBP+ Pixelintensität ist in 30 Tage alten Tieren nach Hyperoxie reduziert 
(D) (**p < 0,01, t-Test, n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
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Zur genaueren Strukturanalyse der Myelinschicht im Kleinhirn nach erhöhter Sauerstoffexposition 

wurde diese in 30 Tage alten Tieren elektronenmikroskopisch dargestellt und mittels der Software 

Image J ausgewertet (Abb. 17A). Es wurden die Faserdicke, der Durchmesser des Axons und die Breite 

der Myelinschicht gemessen sowie die G-Ratio bestimmt. Die durchschnittliche Faserdicke und die 

durchschnittliche Breite der Myelinschicht waren in 30 Tage alten Tieren der Hyperoxiegruppe im 

Vergleich zu Kontrolltieren signifikant vermindert (Abb. 17B, D). Der geringere durchschnittliche 

Durchmesser der Axone in den Hyperoxietieren war bei P = 0,06 trotz eines deutlichen Trends nicht 

statistisch signifikant (Abb. 17C). Die G-Ratio (d/D) bezieht sich auf das Verhältnis zwischen 

Axondurchmesser (d) und dem Faserdurchmesser (D) (PAUS & TORO, 2009). Die G-Ratio war aufgrund 

der geringeren Faserdicke in den Tieren aus der Hyperoxiegruppe höher als in den Kontrolltieren (Abb. 

17E). 

Eine erhöhte Sauerstoffexposition von P6 bis P7 hatte eine geringere MBP-Expression zur Folge und 

führte zu einem anhaltenden Myelinisierungsdefizit im Kleinhirn. 

 

 
Abbildung 17: Gestörte Myelinisierung nach erhöhter Sauerstoffexposition 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Axonquerschnitten im Kleinhirn aus Kontroll- und Hyperoxietieren zum Zeitpunkt 
P30 (A). Die Faserdicke (B) und der Durchmesser der Myelinscheide (D) sind in Hyperoxietieren vermindert. Die G-Ratio ist 
dem entsprechend erhöht (E). Der Axondurchmesser (C) ist nicht signifikant nach Hyperoxie reduziert (***p < 0,001, t-Test, 
n=3 pro Gruppe, 500 Axone pro Tier) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
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7.3.2 Astrozyten 
 

7.3.2.1 Hyperoxie hat keinen direkten Einfluss auf die Morphologie von Astrozyten im Kleinhirn 

Astrozyten sind die weitest verbreiteten Zellen im Gehirn. In ihrer Funktion und Morphologie weisen 

sie eine sehr hohe Heterogenität auf (MOLOFSKY u. a., 2012). Neben essenziellen „Housekeeping–

Funktionen“, wie der Regulierung der extrazellulären Homöostase und der Stabilisierung von Zell-Zell-

Kommunikationen, haben sie auch einen großen Anteil an der neuronalen Aktivität (MARAGAKIS & 

ROTHSTEIN, 2006). Neueren Erkenntnissen zufolge spielen Astrozyten bei neurophysiologischen und 

neuropsychologischen Erkrankungen eine wichtige Rolle (MOLOFSKY u. a., 2012). 

Um den Einfluss der erhöhten Sauerstoffexposition auf die Anzahl und die Morphologie von Astrozyten 

zu untersuchen, wurde bei sieben und elf Tage alten Ratten die RNA-Expression der astrozytären 

Marker Glutamat-Aspartattransporter (Glast), Glutamin-Synthetase (Gs) und saures Gliafaserprotein 

(Glial fibrillary acidic protein, Gfap) mittels quantitativer Real Time PCR (qPCR) ermittelt. Um weitere 

Rückschlüsse auf die Quantität und auf mögliche morphologische Anomalien ziehen zu können, 

wurden Kleinhirngewebeschnitte immunhistochemisch gefärbt. Hierbei wurden die Intensität und die 

Struktur der GFAP+ Zellen analysiert. Auf RNA-Ebene konnte kein Unterschied in der Expression der 

drei Marker zu den Zeitpunkten P7 und P11 ermittelt werden (Abb. 18C, D, E). Auch die mittels IHC 

durchgeführte Färbung der GFAP+ Astrozyten zeigte keine Veränderung in der Pixelintensität sowie 

keine Strukturveränderungen zu beiden Zeitpunkten (Abb. 18A, B). Eine erhöhte Sauerstoffexposition 

hatte demnach keinen Einfluss auf die Anzahl oder auf die Morphologie von Astrozyten im Kleinhirn.  
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Abbildung 18: Die Expression von astrozytären Markern nach erhöhter Sauerstoffexposition 
10µm dicke Paraffinschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von GFAP(A) (n=4). 
Zu keinem der beiden Zeitpunkte ist die GFAP+ Pixelintensität in Hyperoxietieren verändert (B). Die RNA-Expression der 
astrozytären Marker Glast (C), Gs (D) und Gfap (E) ist zu den Zeitpunkten P7 und P11 nach Hyperoxie im Vergleich zu 
Kontrolltieren nicht verändert (P7 n=8, P11 n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
 
7.3.2.2 Veränderte Expression von astrozytären Wachstumsfaktoren nach erhöhter 

Sauerstoffexposition 

Astrozyten exprimieren funktionell verschiedene Wachstumsfaktoren und haben eine regulierende 

Wirkung auf die Entwicklung des ZNS (CABEZAS u. a., 2016; LI u. a., 2016). Der Platelet-derived growth 

factor A (PDGFA), BDNF und der Ciliary neurotrophic factor (CNTF) werden unter anderem auch von 

Astrozyten exprimiert. (CABEZAS u. a., 2016; CLEMENTE u. a., 2013; FULMER u. a., 2014; LI u. a., 2016; 

MOLOFSKY u. a., 2012; WILSON u. a., 2003). Mittels qPCR wurde die RNA-Expression von Pdgfa, Bdnf und 

Cntf im Kleinhirn zu den Zeitpunkten P7 und P11 ermittelt. Die Genexpression von Pdgfa und Bdnf war 

zu beiden Zeitpunkten in Kleinhirnen aus Tieren der Hyperoxiegruppe signifikant reduziert (Abb. 19A, 
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B). Die Genexpression von Cntf war zu keinem der beiden Zeitpunkte durch die erhöhte 

Sauerstoffexposition verändert (Abb. 19C). Um die verminderte astrozytäre Expression von Pdgfa und 

Bdnf zu bestätigen, wurde die RNA-Expression dieser beiden Faktoren in Astrozytenkulturen in vitro 

mittels qPCR bestimmt. Hierfür wurden primäre purifizierte Kleinhirnastrozyten für 24 Stunden bei 

21% O2- und bei 80% O2-Konzentration inkubiert. Die Genexpression von Pdgfa und Bdnf war in den 

Kulturen, die bei 80% O2 inkubiert wurden, signifikant geringer als in Zellen, die bei 21% O2 inkubiert 

wurden (Abb. 19D, E). Um die sauerstoffabhängige Reduktion der Genexpression von Pdgfa und Bdnf 

in Astrozyten in vivo zu verifizieren, wurden mittels Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) die GLAST+ 

Zellen aus dem Kleinhirn sieben Tage alter Tiere nach der Hyperoxie und bei Kontrolltieren isoliert. Der 

Glutamat-Aspartat-Transporter GLAST wird spezifisch von Astrozyten exprimiert (ROTHSTEIN u. a., 

1994). Auch hier konnte eine signifikante Reduktion der Genexpression von Pdgfa und Bdnf in ex vivo 

Astrozyten der Hyperoxiegruppe mittels qPCR ermittelt werden (Abb. 19F, G). Die hier gezeigten Daten 

aus Kleinhirnlysaten, aus spezifisch isolierten zerebellären GLAST+ Astrozyten und aus astrozytären 

Mono-Kulturen zeigen, dass eine hohe Sauerstoffexposition zu einer signifikanten Reduktion der 

Expression von Pdgfa und Bdnf in Astrozyten führt. Faktoren, die für die Entwicklung von 

Oligodendrozyten und Neuronen erforderlich sind. 

Eine erhöhte Aktivierung der Astrozyten oder eine Astrogliose, ein reaktiver Zustand der Astrozyten, 

konnte nicht beobachtet werden. 
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Abbildung 19: Hyperoxie vermindert die Expression von Wachstumsfaktoren in Astrozyten 
Die RNA-Expression der beiden Wachstumsfaktoren Pdgfa (A) und Bdnf (B) ist im Kleinhirn von Hyperoxietieren zu den 
Zeitpunkten P7 und P11 reduziert. Die RNA-Expression von Cntf (C) wird nicht durch die Hyperoxie beeinflusst (*p < 0,05, **p 
< 0,01, t-Test, P7 n=8, P11 n=6). 
In Zellkulturversuchen mit primären Astrozyten, die für 24h bei 80% und 21% Sauerstoff kultiviert wurden, ist die RNA-
Expression von Pdgfa (D) und Bdnf (E) in den Astrozyten nach einer erhöhten Sauerstoffexposition vermindert (***p < 0,001, 
t-Test, n=9). 
Ex vivo Analysen zeigen ebenfalls eine Reduktion der RNA Expression von Pdgfa (F) und Bdnf (G) nach Hyperoxie in mittels 
MACS isolierten Astrozyten zum Zeitpunkt P7 (**p < 0,01, ***p < 0,001, t-Test, n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
 
 

7.3.3 Mikroglia 
 

7.3.3.1 Keine direkte Aktivierung von Mikroglia durch Hyperoxie im unreifen Kleinhirn 

Mikroglia sind Zellen des Immunsystems in Klein- und Großhirn (KETTENMANN u. a., 2011). Neben ihrer 

Funktion als Immunzelle haben sie auch einen großen Einfluss auf die Entwicklung von anderen 

Gliazellen und Neuronen (BENN u. a., 2001; EYO & DAILEY, 2013). Neonatale Hyperoxie induziert eine 

partielle Aktivierung der Mikroglia im Großhirn (SCHMITZ u. a., 2014). Um eine mögliche Aktivierung der 

Mikroglia durch Hyperoxie im Kleinhirn zu untersuchen, wurden diese in Kleinhirngewebeschnitten zu 
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den Zeitpunkten P7 und P11 immunhistochemisch gefärbt. Die Struktur der IBA1+ Mikroglia gibt 

Rückschlüsse auf deren Aktivität. Des Weiteren wurde die Genexpression der beiden 

Entzündungsmarker Interleukin-1β (Il1β) und Tumornekrosefaktor-α (Tnfα) sowie die Genexpression 

des von Mikroglia produzierten Wachstumsfaktors, insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1 (Insulin-like 

growth factors, Igf1), mittels qPCR ermittelt.  

Zu beiden Zeitpunkten war die Morphologie der IBA1+ Mikroglia in Hyperoxie- und Kontrolltieren 

ähnlich. In sieben Tage alten Ratten war in beiden Gruppen eine amöboide Struktur der Mikroglia zu 

erkennen (Abb. 20A, B). In den elf Tage alten Ratten waren die Mikroglia vorrangig in einem 

Intermediärzustand, d. h. ihre Form war verglichen mit dem früheren Zeitpunkt bereits wesentlich 

verzweigter (Abb. 20A, B). Die Genexpression von Il1β und Tnfα war bei beiden Gruppen zum Zeitpunkt 

P7 vergleichbar (Abb. 20D, E). Bei elf Tage alten Ratten gab es keinen Unterschied bei der 

Genexpression von Il1β (Abb. 20D). Die Genexpression von Tnfα war zu diesem Zeitpunkt allerdings in 

den Hyperoxietieren leicht erhöht (Abb. 20E). Keine Unterschiede konnten bei der Genexpression von 

Igf1 beobachtet werden (Abb. 20C). Mikroglia zeigen somit allenfalls eine geringe Reaktion auf die 

erhöhte Sauerstoffexposition. 
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Abbildung 20: Aktivität von Mikroglia nach erhöhter Sauerstoffexposition 
10µm dicke Paraffinschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von IBA1 (A). Zu keinem der beiden Zeitpunkte konnte ein deutlicher Unterschied in der 
Struktur und damit verbunden in der Aktivität der Mikroglia beobachtet werden (B) (n=4). 
Die RNA-Expression von Igf1 (C) und Il1ß (D) war zu den Zeitpunkten P7 und P11 im Kleinhirn von Kontroll- und 
Hyperoxietieren nicht unterschiedlich. Zum Zeitpunkt P7 konnte auch kein Unterschied in der RNA-Expression von Tnfα 
beobachtet werden. Zum Zeitpunkt P11 war die RNA-Expression von Tnfα in Hyperoxietieren erhöht (E) (*p < 0,05, t-Test, P7 
n=8, P11 n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2015). 
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7.4 Neuronale Schädigung 

 
7.4.1 Körnerzellen 
 
7.4.1.1 Erhöhter Zelltod von unreifen Körnerzellen im IGL nach erhöhter Sauerstoffexposition 

Im Kleinhirn sind Körnerzellen die größte neuronale Zellpopulation (CONTESTABILE, 2002). Während der 

fetalen und frühen postnatalen Entwicklung proliferieren Körnerzell-Vorläuferzellen (granule cell 

precursors, GCPs) in der äußeren Körnerzellschicht (external granular layer, der EGL). Mit 

voranschreitender Entwicklung migrieren unreife Körnerzellen aus dem EGL und bilden die innere 

Körnerzellschicht (internal granular layer, der IGL) (CHANG u. a., 2015; GOLDOWITZ & HAMRE, 1998; WHITE 

& SILLITOE, 2013). Oxidativer Stress kann in neuronalen Zellen zu einer erhöhten Apoptose führen (KLEIN 

& ACKERMAN, 2003; KONYALIOGLU u. a., 2013). Um den Einfluss neonataler Hyperoxie auf das Überleben 

von GCPs zu untersuchen, wurden diese im EGL mit dem Marker Paired box protein Pax-6 (PAX6) sowie 

dem Apoptosemarker aktive Caspase 3 (CASP3) immunhistochemisch zu den Zeitpunkten P7 und P11 

gefärbt. Ebenfalls wurde der Einfluss von erhöhter Sauerstoffexposition auf das Überleben von 

unreifen Körnerzellen (Granule cells, GCs) beobachtet. Hierfür wurden diese ebenfalls im EGL wie auch 

im IGL mittels IHC Doublecortin+ (DCX) und CASP3+ zu den Zeitpunkten P7 und P11 gefärbt. 

In der Hyperoxiegruppe war die Anzahl der PAX6+ und CASP3+ GCPs im EGL zu keinem der beiden 

Zeitpunkte erhöht (Abb. 21A, B). Auch die Anzahl der DCX+ und CASP3+ unreifen GCs im EGL war in 

beiden Gruppen zu beiden Zeitpunkten identisch (Abb. 21C, D). Bei sieben Tage alten Tieren konnte 

auch kein Unterschied in der Anzahl der DCX+ und CASP3+ unreifer GCs im IGL festgestellt werden 

(Abb. 21C, D). Interessanterweise war die Anzahl der DCX+ und CASP3+ unreifer GCs im IGL zum 

Zeitpunkt P11 in der Hyperoxiegruppe erhöht (Abb. 21C, D), somit konnte eine erhöhte Apoptose 

neuronaler Zellen vier Tage nach Erholung unter Raumluftbedingungen in der Hyperoxiegruppe 

beobachtet werden. 
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Abbildung 21:Erhöhter Zelltod von unreifen Neuronen nach Hyperoxie 
10µm dicke Paraffinschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von PAX6 und CASP3 (A). Zu keinem der beiden Zeitpunkte war die Anzahl der PAX6+ und 
CASP3+ doppeltpositiver GCPs im EGL des Kleinhirns nach erhöhter Sauerstoffexposition erhöht (B). 
10µm dicke Paraffinschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von DCX (unreife GCs) und CASP3 (C). Zum Zeitpunkt P7 konnte kein Unterschied in der 
Anzahl der DCX+ und CASP3+ unreifer GCs im EGL oder IGL beobachtet werden (D). Zum Zeitpunkt P11 war die Anzahl der 
DCX+ und CASP3+ unreifen GCs im EGL identisch in beiden Gruppen (D). Die Anzahl der DCX+ CASP3+ unreifen GCs im IGL 
war zum Zeitpunkt P11 in der Hyperoxiegruppe im Vergleich zu Kontrolltieren erhöht (D) (*p < 0,05, t-Test, n=4) (modifiziert 
nach SCHEUER u. a., 2017). 
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7.4.1.2 Verminderte Proliferation von Körnerzell-Vorläuferzellen im EGL nach Hyperoxie 

In Nagern proliferieren GCPs im EGL des Kleinhirns bis zur einschließlich dritten Woche nach der Geburt 

(CHANG u. a., 2015). Um den Einfluss neonataler Hyperoxie auf die Proliferationsrate von GCPs zu 

untersuchen, wurden GCPs in Kleinhirngewebeschnitten mit dem GCP-Marker PAX6 und dem 

Proliferationsmarker Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) zu den Zeitpunkten P7 und P11 

immunhistochemisch gefärbt. Direkt nach der Hyperoxie zum Zeitpunkt P7 war die Rate der 

proliferierenden PAX6+ und PCNA+ GCPs im Kleinhirn in der Hyperoxietiere vermindert (Abb. 22A, B). 

Bei elf Tage alten Tieren konnte kein Unterschied in der Proliferationsrate beobachtet werden (Abb. 

22A, B). 

 

 
Abbildung 22:Hyperoxie stört die Proliferation von neuronalen Vorläuferzellen 
10µm dicke Paraffinschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von PAX6 und PCNA (A). Die Ratio der PCNA+PAX6+ GCPs pro PAX6+ GCs war im EGL des 
Kleinhirns nach Hyperoxie zum Zeitpunkt P7 reduziert (B). Zum Zeitpunkt P11 konnte dieser Unterschied nicht mehr 
beobachtet werden (B) (**p < 0,01, t-Test, n=4) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
 
7.4.1.3 Fehlgesteuerte Regulierung der Proliferation von Körnerzell-Vorläuferzellen im EGL nach 

erhöhter Sauerstoffexposition 

Die Proliferation der GCPs im EGL des Kleinhirns wird vom Mitogen Sonic hedgehog (SHH) reguliert 

(HALDIPUR u. a., 2011; LEE u. a., 2010). SHH stimuliert die Aktivität des Zellteilungsgens CyclinD2 

(CCND2) (VAILLANT & MONARD, 2009). Des Weiteren ist bekannt, dass SHH über die Aktivierung des 

NOTCH-Signalwegs Vorläuferzellen im Vorläuferstatus halten und somit die Proliferation begünstigen 

kann (SOLECKI u. a., 2001). Eine Unterbindung des SHH-Signalwegs durch den Fibroblasten-

Wachstumsfaktor 2 (Fibroblast growth factor 2, FGF2), um die Reifung und Differenzierung von 

Vorläuferzellen zu fördern, ist ebenfalls beschrieben (FOGARTY u. a., 2007; YU u. a., 2011). Um aufgrund 



   Ergebnisse 

57 
 

der gestörten Proliferation auch den Einfluss von Hyperoxie auf die Regulierung der Proliferation von 

GCPs im Kleinhirn zu untersuchen, wurde die Genexpression von Shh, Ccnd2, Fgf2, Notch2 und einem 

Zielgen des Notch-Signalwegs, Hairy und Enhancer von split-1 (Hes1), mittels qPCR zu den Zeitpunkten 

P7 und P11 ermittelt. 

Zu beiden Zeitpunkten war die Genexpression von Shh im Kleinhirn von Tieren der Hyperoxiegruppe 

signifikant vermindert (Abb. 23A). Direkt nach der erhöhten Sauerstoffexposition zum Zeitpunkt P7 

war auch die Genexpression von Ccnd2 im Vergleich zur Kontrolle reduziert. Im Kleinhirn elf Tage alter 

Tiere war die Genexpression von Ccnd2 bei Hyperoxietieren und bei Kontrolltieren identisch (Abb. 

23B). Die Genexpression von Notch2 war zu keinem der beiden Zeitpunkte verändert (Abb. 23D). 

Allerdings war zum Zeitpunkt P7 die Genexpression von Hes1 in der Hyperoxiegruppe reduziert. Zum 

Zeitpunkt P11 war die Genexpression von Hes1 in Kontroll- und Hyperoxiegruppe vergleichbar (Abb. 

23E). Direkt nach der erhöhten Sauerstoffexposition (P7) war die Genexpression von Fgf2 in beiden 

Gruppen vergleichbar. Nach vier Tagen Erholung unter Raumluftbedingungen (P11) war die 

Genexpression des möglichen Inhibitors des SHH-Signalwegs, Fgf2, im Kleinhirn bei Tieren der 

Hyperoxiegruppe reduziert (Abb. 23C). Hyperoxie führt demnach zu einer Dysregulation der 

Proliferation der GCPs im neonatalen Kleinhirn. 

 

 
Abbildung 23: Fehlsteuerung der neuronalen Proliferation nach erhöhter Sauerstoffexposition 
Die RNA-Expression von Shh war im Kleinhirn nach Hyperoxie zu den Zeitpunkten P7 und P11 reduziert (A). Die RNA-
Expression von Ccnd2 (CycD2) war im Kleinhirn nach Hyperoxie zum Zeitpunkt P7 reduziert. Zum Zeitpunkt P11 konnte kein 
Unterschied beobachtet werden (B). Zum Zeitpunkt P7 konnte kein Unterschied in der RNA-Expression von Fgf2 beobachtet 
werden. Zum Zeitpunkt P11 war die RNA-Expression von Fgf2 im Kleinhirn nach Hyperoxie reduziert (C). Die RNA-Expression 
von Notch2 war zu keinem Zeitpunkt (P7 und P11) im Kleinhirn nach Hyperoxie reduziert (D). Die RNA-Expression von Hes1 
war im Kleinhirn nach Hyperoxie zum Zeitpunkt P7 reduziert. Zum Zeitpunkt P11 konnte kein Unterschied in der Expression 
von Hes1 beobachtet werden (E) (*p < 0,05, **p < 0,01, t-Test, P7 n=8, P11 n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
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7.4.1.4 Eine erhöhte Sauerstoffexposition hat keinen Einfluss auf die Migration von unreifen Körnerzellen 

des EGLs in den IGL 

GCPs im EGL des Kleinhirns werden durch SDF1 zur Migration angeregt (HAGIHARA u. a., 2009). Unreife 

Körnerzellen migrieren entlang der Fasern der Bergmann-Glia und unter der Kontrolle von BDNF in den 

IGL (BORGHESANI u. a., 2002; XU u. a., 2013). Defizite in der Migration von Körnerzellen führen zu einer 

Zunahme der Zellschichten im EGL (BORGHESANI u. a., 2002; HAGIHARA u. a., 2009). Um aufgrund einer 

beobachteten Reduktion der RNA-Expression von Bdnf (Abb. 19B) eine potentielle Beeinträchtigung 

der Migration der unreifen GCs nach der Hyperoxie zu untersuchen, wurde die RNA-Expression von 

Sdf1 zu den Zeitpunkten P7 und P11 mittels qPCR ermittelt sowie die Schichtdicke des PAX6+ EGLs 

immunhistochemisch zu den Zeitpunkten P7, P11 und P15 bestimmt. Zu keinem der Zeitpunkte konnte 

ein signifikanter Unterschied in der RNA-Expression von Sdf1 in den Kleinhirnen der Hyperoxiegruppe 

ermittelt werden (Abb. 24C). Eine erhöhte Sauerstoffexposition von P6 bis P7 hatte auch keinen 

Einfluss auf den Durchmesser des EGL. Zu allen Zeitpunkten war die Schicht der PAX6+ GCPs im EGL in 

den Kleinhirnen der Hyperoxiegruppe und in den Kleinhirnen der Kontrollgruppe vergleichbar (Abb. 

24A, B). Die durch die Hyperoxie verursachte Reduktion von Bdnf hat demnach keinen entscheidenden 

Einfluss auf die Migration von unreifen GCs. 

 

 
Abbildung 24: Postnatale Hyperoxie hat keinen Einfluss auf die Migration von Körnerzellen 
10µm dicke Paraffinschnitte von 7, 11 und 15 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von PAX6 (A). Zu allen drei Zeitpunkten ist der Durchmesser des EGLs in beiden Gruppen 
vergleichbar (B) (n=4). 
Die RNA-Expression von Sdf1 (C) war zu den Zeitpunkten P7 und P11 in den Kleinhirnen von Kontroll- und Hyperoxiegruppe 
vergleichbar (P7 n=8, P11 n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
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7.4.1.5 Hyperoxie induzierte eine anhaltende Schädigung der Körnerzellen im Kleinhirn 

Während der postnatalen Entwicklung im Kleinhirn reifen GCPs im EGL zu unreifen GCs. Diese 

migrieren in den IGL und differenzieren zu reifen Körnerzellen (GCs). GCPs und GCs exprimieren je nach 

Reifegrad unterschiedliche Marker. GCPs exprimieren PAX6. Unreife GCs exprimieren unter anderem 

das T-box Brain Protein 2 (TBR2). Reife GCs exprimieren das Prospero Homeobox Protein 1 (PROX1) 

und den Marker Neuronal Nuclei (NeuN) (CHANG u. a., 2015; ENDESFELDER u. a., 2014; GOLDOWITZ & 

HAMRE, 1998; WHITE & SILLITOE, 2013). Um zu untersuchen, ob die beobachtete Beeinträchtigung der 

Entwicklung der Körnerzellen, wie verminderte Proliferation und erhöhte Apoptose, dauerhafte 

Auswirkungen auf die GCPs, die unreifen GCs und die reifen GCs hat, wurde mittels qPCR die 

Genexpression von Pax6, Tbr2 und Prox1 zu den Zeitpunkten P7, P11 und P30 im Kleinhirn von 

Kontrolltieren sowie nach Hyperoxie ermittelt. Darüber hinaus wurde bei 30 Tage alten Ratten die 

Proteinexpression von NeuN mittels Western Blot bestimmt. Die Genexpression der drei neuronalen 

Marker war direkt nach der Hyperoxie zum Zeitpunkt P7 nicht verändert (Abb. 25A, B, C). Bei elf Tage 

alten Tieren konnte eine Reduktion der Genexpression von Pax6, Tbr2 und Prox1 in den 

Hyperoxietieren beobachtet werden (Abb. 25A, B, C). Die Genexpression der drei neuronalen Marker 

Pax6, Tbr2 und Prox1 war auch noch zum Zeitpunkt P30 vermindert (Abb. 25A, B, C). Mittels NeuN 

Western Blot konnte die dauerhafte Schädigung der Körnerzellen im Kleinhirn nach Hyperoxie von P6 

bis P7 in 30 Tage alten Tieren bestätigt werden. Die Proteinexpression von NeuN war zu diesem 

Zeitpunkt signifikant geringer im Vergleich zu Kontrolltieren (Abb. 25D, E). Die Reduktion der 

neuronalen Marker auf RNA- und auf Proteinebene entspricht einer langfristigen Schädigung der 

Körnerzellen im Kleinhirn nach neonataler Hyperoxie von P6 bis P7. 
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Abbildung 25: Verminderte Expression von neuronalen Markern nach Hyperoxie 
A) Die RNA-Expression von Pax6 im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zu den Zeitpunkten P7, P11 und P30. Ab P11 
war die RNA-Expression von Pax6 in den Kleinhirnen von Hyperoxietieren reduziert. 
B) Die RNA-Expression von Tbr2 im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zu den Zeitpunkten P7, P11 und P30. Ab P11 
war die RNA-Expression von Tbr2 in den Kleinhirnen von Hyperoxietieren reduziert. 
C) Die RNA-Expression von Prox1 im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zu den Zeitpunkten P7, P11 und P30. Ab P11 
war die RNA-Expression von Prox1 in den Kleinhirnen von Hyperoxietieren reduziert (*p < 0,05, **p < 0,01, t-Test, P7 n=8, 
P11 n=6, P30 n=5). 
D) Zum Zeitpunkt P30 wurde die Proteinexpression von NeuN mittels Western Blot mit GAPDH als Ladekontrolle in 
Kleinhirnlysaten von Hyperoxie und Kontrolltieren bestimmt. 
E) Die Proteinexpression von NeuN war im Kleinhirn von Hyperoxietieren im Vergleich zu Kontrollen reduziert (**p < 0,01, t-
Test, n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
 
7.4.2 Purkinjezellen 
 
7.4.2.1 Verminderte Expression von SHH in Purkinjezellen des Kleinhirns nach erhöhter 

Sauerstoffexposition 

Purkinjezellen (Purkinje cells, PCs) sind die größten Neurone im Kleinhirn und gehören zu den größten 

Neuronen überhaupt. Sie liegen in einer Schicht mit dem Durchmesser einer Zellreihe, der Purkinjezell-

Schicht (GOLDOWITZ & HAMRE, 1998). Purkinjezellen fungieren als einer der Hauptregulatoren der 

postnatalen Entwicklung des Kleinhirns. PCs sind im Kleinhirn die einzige Zellpopulation, die SHH zur 

Stimulation der Zellproliferation von Vorläuferzellen exprimiert (FLEMING u. a., 2013; SILLITOE & JOYNER, 

2007). Um die im Kleinhirn generell beobachtete Reduktion der Shh- Genexpression auf Proteinebene 

zu bestätigen, wurde die Proteinexpression von SHH im Kleinhirn nach Hyperoxie und in Kontrollen 
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mittels Western Blot zu den Zeitpunkten P7 und P11 ermittelt. Um im Speziellen die verminderte 

Proteinexpression von SHH in PCs zu bestätigen, wurden Kleinhirngewebeschnitte 

immunhistochemisch mit einem Antikörper gegen SHH zu den Zeitpunkten P7 und P11 gefärbt. 

Direkt nach der Hyperoxie zum Zeitpunkt P7 und auch noch nach vier darauffolgenden Tagen unter 

Raumluftbedingungen zum Zeitpunkt P11 war die Proteinexpression von SHH im Kleinhirn von Tieren 

der Hyperoxiegruppe signifikant reduziert (Abb. 26A, B). Auch bei der immunhistochemischen Färbung 

konnte eine signifikante Reduktion der SHH-Expression beobachtet werden. Die Pixelintensität für SHH 

war in der Purkinjezellschicht der Hyperoxietiere zu den Zeitpunkten P7 und P11 geringer (Abb. 26C, 

D). 

 

 
Abbildung 26: Hyperoxie reduziert die Expression von SHH in Purkinjezellen 
A) Mittels Western Blot wurde die Proteinexpression von SHH zu den Zeitpunkten P7 und P11 bestimmt. Es wurde nur die 
aktive 19kDa Variante analysiert. ß-ACTIN diente als Ladekontrolle. 
B) Die Proteinexpression von SHH war zu den Zeitpunkten P7 und P11 im Kleinhirn von Hyperoxietieren vermindert 
(*p < 0,05, t-Test, n=6). 
C) 10µm dicke Paraffinschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von SHH. 
D) Die SHH-Pixelintensität war in der Purkinjezellschicht im Kleinhirn von Hyperoxietieren zu beiden Zeitpunkten reduziert  
(*p < 0,05, **p < 0,01, t-Test, n=4) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
 
7.4.2.2 Hyperoxie hat keinen Einfluss auf die Anzahl von Purkinjezellen im Kleinhirn 

Um nach einer verminderten SHH-Expression in den Purkinjezellen durch postnatale Hyperoxie eine 

weitere Schädigung der Purkinjezellen zu untersuchen, wurde die Genexpression der PC-Marker 

Calbindin 1 (Calb1), SLC-Transporter 1 Mitglied 6 (Solute Carrier Family 1 Member 6, Slc1a6), 

Purkinjezell-Protein 2 (Purkinje cell protein 2, Pcp2) und Purkinjezell-Protein 4 (Purkinje cell protein 4, 

Pcp4) zu den Zeitpunkten P7, P11 und P30 mittels qPCR bestimmt. Des Weiteren wurde mittels IHC die 

Anzahl der CALB1+ PCs in 30 Tage alten Tieren im Kleinhirn der Hyperoxie- und Kontrollgruppe 
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bestimmt. Zwischen Kontroll- und Hyperoxiegruppe gab es zu allen drei Zeitpunkten keinen 

signifikanten Unterschied in der Genexpression der vier Marker Calb1, Slc1a6, Pcp2 und Pcp4 (Abb. 

27A, B, C, D). Auch die Anzahl der CALB1+ PCs war bei 30 Tage alten Tieren beider Gruppen identisch 

(Abb. 27E, F). 

 

 
Abbildung 27: Kein Unterschied in der Anzahl von Purkinjezellen nach Hyperoxie 
A) Mittels qPCR konnte kein Unterschied in der RNA-Expression von Calb1 im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zu 
den Zeitpunkten P7, P11 und P30 ermittelt werden. 
B) Mittels qPCR konnte kein Unterschied in der RNA-Expression von Slc1a6 im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zu 
den Zeitpunkten P7, P11 und P30 ermittelt werden. 
C) Mittels qPCR konnte kein Unterschied in der RNA-Expression von Pcp2 im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zu 
den Zeitpunkten P7, P11 und P30 ermittelt werden. 
D) Mittels qPCR konnte kein Unterschied in der RNA-Expression von Pcp4 im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zu 
den Zeitpunkten P7, P11 und P30 ermittelt werden. (P7 n=8, P11 n=6, P30 n=5) 
E) 10µm dicke Paraffinschnitte von Kleinhirnen 30 Tage alter Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem immunhistochemischen 
Nachweis von CALB1. 
F) Die Anzahl der CALB1+ positiven Purkinjezellen war im Kleinhirn von Hyperoxie- und Kontrolltieren zum Zeitpunkt P30 
identisch (n=4) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
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7.4.2.3 Erhöhte Sauerstoffexposition stört die Reifung von Purkinjezellen im Kleinhirn 

Charakteristisch für Purkinjezellen ist die Ausbildung eines weit verzweigten Dendritenbaums. Der 

Auswuchs der Dendriten beginnt zum Zeitpunkt P0. Komplett ausgereift sind die Dendriten zum 

Zeitpunkt P90. Die Phase des größten Wachstums und der intensivsten Reifung endet in etwa zum 

Zeitpunkt P18 (KANEKO u. a., 2011; MCKAY & TURNER, 2005). Um einen Einfluss postnataler Hyperoxie 

auf die Ausbildung der Dendriten von Purkinjezellen zu untersuchen, wurden CALB1+ Purkinjezellen 

und deren Dendriten mittels IHC in Kleinhirngewebeschnitten angefärbt und der Auswuchs der CALB1+ 

Dendriten zu den Zeitpunkten P7, P11 und P15 gemessen. Einfluss auf den Auswuchs der Dendriten 

haben unter anderem die drei Neurotrophine: BDNF, Neurotrophin 3 (NT-3) und der 

Nervenwachstumsfaktor (Nerve growth factor, NGF) (KAPFHAMMER, 2004; METZGER, 2010). Die 

Genexpression von Bdnf, Nt-3 und Ngf wurde zu den Zeitpunkten P7 und P11 mittels qPCR ermittelt. 

Zum Zeitpunkt P7 war der Auswuchs der CALB1+ Dendriten in beiden Gruppen relativ gering. Die PCs 

wiesen häufig noch eine „fusiforme“ (RAMÓN Y CAJAL, 1909) Struktur auf. Es konnte kein Unterschied in 

der Länge beobachtet werden (Abb. 28A, B). Im Kleinhirn elf Tage alter Tiere war der Auswuchs der 

Dendriten weiter vorangeschritten. Die Länge der Purkinjezell-Dendriten war zu diesem Zeitpunkt bei 

Tieren der Hyperoxiegruppe signifikant vermindert (Abb. 28A, B). Die PCs der Hyperoxiegruppe 

befanden sich zum größten Teil noch in der Entwicklungsphase: „sternförmig mit desorientierten 

Dendriten“ (RAMÓN Y CAJAL, 1909). Im Gegensatz dazu waren die PCs der Kontrollgruppe bereits in die 

letzte Entwicklungsphase übergegangen, die „Phase der Orientierung und der Streckung der 

dendritischen Bäume“ (RAMÓN Y CAJAL, 1909). Nach wiederum fortschreitendem Auswuchs der 

Dendriten konnte zum Zeitpunkt P15 kein Unterschied in der Länge der Purkinjezelldendriten 

beobachtet werden (Abb. 28A, B). 

Die Genexpression von Nt-3 und Ngf war zu keinem der beiden Zeitpunkte verändert (Abb. 28D, E). 

Die Bdnf-Genexpression war in Tieren der Hyperoxiegruppe zu beiden Zeitpunkten P7 und P11 

signifikant reduziert (Abb. 28C). 
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Abbildung 28: Verzögerter Auswuchs von Dendriten nach erhöhter Sauerstoffexposition 
Die Purkinjezelldendriten in Kleinhirnen von 7, 11 und 15 Tage alten Kontroll- und Hyperoxietieren wurden in 10µm dicken 
Paraffinschnitten immunhistochemischen gegen CALB1 gefärbt (A). Die Länge der Dendriten wurde mittels der Software 
Image J ausgemessen. Zum Zeitpunkt P7 war kein Unterschied im Auswuchs der Dendriten erkennbar. Zum Zeitpunkt P11 
war der Auswuchs der Purkinjezelldendriten in Kleinhirnen der Hyperoxiegruppe verzögert. Zum Zeitpunkt P15 konnte kein 
Unterschied in der Länge der Dendriten beobachtet werden (B). (*p < 0,05, t-Test, n=4). 
Die RNA-Expression des Neurotrophins Bdnf war zu den Zeitpunkten P7 und P11 in Kleinhirnen von Hyperoxietieren 
vermindert (C). Die RNA-Expression der beiden Neurotrophine Nt3 und Ngf war zu den Zeitpunkten P7 und P11 in Kontroll- 
und Hyperoxietieren vergleichbar (D, E). (*p < 0,05, t-Test, P7 n=8, P11 n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
 

Um den Einfluss erhöhter Sauerstoffexposition auf die Verästelung von Purkinjezelldendriten zu 

untersuchen, wurden die PCs mittels Golgi-Färbung in Kleinhirnkryoschnitten zum Zeitpunkt P11 

gefärbt und anschließend die Verästelung nach Sholl analysiert. 

Die Sholl-Analyse zeigte ein klares Defizit in der Verzweigung der Dendriten nach Hyperoxie (Abb. 29A, 

B, C). Auch der maximale Abstand der Verzweigungen der Dendriten zum Zellsoma und damit 

verbunden die maximale Länge der Dendriten waren in den Purkinjezellen der Hyperoxietiere geringer 

(Abb. 29C). 

Demnach verzögert postnatale Hyperoxie den Auswuchs der Purkinjezelldendriten und hat eine 

verminderte Verzweigung der Dendriten zur Folge. 

 



   Ergebnisse 

65 
 

 
Abbildung 29: Hyperoxie stört die Verzweigung von Purkinjezelldendriten 
(A) Mittels Golgifärbung gefärbte Purkinjezellen in 200μm dicken Kryoschnitten von Kleinhirnen aus Kontroll- und 
Hyperoxietieren zum Zeitpunkt P11. 
(B) Mittels Sholl-Analyse konnte eine geringere Anzahl an Verzweigungen der Golgi gefärbten Purkinjezellen in 
Hyperoxietieren ermittelt werden. 
(C) Die Anzahl der Verzweigungen der Purkinjezelldendriten sowie die Abstände zum Soma der Purkinjezellen waren in 
Hyperoxietieren vermindert (*p < 0,05, **p < 0,01, t-Test, n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
 

7.4.2.4 Hyperoxie vermindert die GABA-Synthese im neonatalen Kleinhirn 

Ein weiteres Merkmal der GABAergen Purkinjezellen ist die Sekretion des Neurotransmitters γ-

Aminobuttersäure (gamma-Aminobutyric acid, GABA) (DE ZEEUW & BERREBI, 1995). Um einen möglichen 

Einfluss postnataler Hyperoxie auf die GABA-Sekretion zu beobachten, wurde mittels ELISA die GABA-

Konzentration in Kleinhirnlysaten zu den Zeitpunkten P7 und P11 bestimmt. 

Zum Zeitpunkt P7 war die GABA-Konzentration in beiden Gruppen identisch (Abb. 30C). Zum Zeitpunkt 

P11 war die Konzentration des Neurotransmitters GABA in den Kleinhirnlysaten der Hyperoxiegruppe 

signifikant reduziert (Abb. 30C). 

Um eine Hyperoxie bedingte Reduktion der GABA-Freisetzung in Purkinjezellen zu bestätigen, wurden 

Kryoschnitte des Kleinhirns mittels IHC mit Antikörpern gegen GABA und CALB1 zu den Zeitpunkten P7 

und P11 gefärbt. Wie bereits mittels ELISA beobachtet, war auch die GABA+ Pixelintensität in CALB1+ 

Purkinjezellen nach Hyperoxie zum Zeitpunkt P7 im Vergleich zu Kontrolltieren nicht signifikant 
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verändert (Abb. 30A, B). Zum Zeitpunkt P11 konnte die mittels ELISA detektierte Reduktion von GABA 

im Kleinhirn in Purkinjezellen bestätigt werden. Die GABA+ Pixelintensität war zu diesem Zeitpunkt in 

CALB1+ Purkinjezellen des Kleinhirns nach Hyperoxie signifikant reduziert (Abb. 30A, B). 

 

 
Abbildung 30: Verminderte GABA-Synthese von Purkinjezellen nach Hyperoxie 
A) 10µm dicke Kryoschnitte von 7 und 11 Tage alten Kleinhirnen aus Kontroll- und Hyperoxietieren mit dem 
immunhistochemischen Nachweis von CALB1 und GABA. 
B) Die GABA Pixelintensität war zum Zeitpunkt P11 in den CALB1+ Purkinjezellen nach Hyperoxie reduziert. 
(**p < 0,01, t-Test, n=4) 
C) Die mittels ELISA bestimmte GABA-Konzentration per mg eingesetztem Protein in Kleinhirnlysaten von Hyperoxie und 
Kontrolltieren zu den Zeitpunkten P7 und P11. (*p < 0,05, t-Test, n=6) (modifiziert nach SCHEUER u. a., 2017). 
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8 Diskussion 

 

8.1 Vermindertes Kleinhirnvolumen und Hyperoxie 

Die kritischen Entwicklungsprozesse wie zelluläre Migration, Proliferation und Reifung sind im 

Kleinhirn präzise programmiert (VOLPE, 2009a). Eine hohe Proliferation und Migration von neuronalen 

Vorläuferzellen im EGL sowie die hohe Proliferation von unreifen Gliazellen sind charakteristisch für 

die späte fetale und die frühe postnatale Entwicklung des Kleinhirns. All diese Prozesse werden 

maßgeblich von der Aktivität der Purkinjezellen beeinflusst (CHANG u. a., 2015; FLEMING u. a., 2013; 

GHOUMARI u. a., 2003; GOLDOWITZ & HAMRE, 1998; WHITE & SILLITOE, 2013). 

Eine hohe Sauerstoffkonzentration und im Speziellen oxidativer Stress können einen negativen Einfluss 

auf die Zellphysiologie haben und die Proliferation von Vorläuferzellen beeinträchtigen (CHEN u. a., 

2012; JENKINSON, 1993; RODRIGUES u. a., 2010). Die Störung der frühen postnatalen Entwicklung des 

Gehirns durch Hyperoxie konnte schon in anderen Studien mit oxidativem Stress in Verbindung 

gebracht werden (ENDESFELDER u. a., 2014; SCHMITZ u. a., 2014). 

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress die Proliferation von OPCs und von 

GCPs im neonatalen Kleinhirn von Ratten nach erhöhter Sauerstoffexposition vermindert. Zusätzlich 

konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress im Kleinhirn eine erhöhte Apoptose dieser 

Vorläuferzelltypen induziert und die Reifung der PCs vermindert. Die Schädigung des Kleinhirns von 

Ratten durch Hyperoxie resultiert in einer Volumenreduktion. Als Ursache für das verminderte 

Volumen des Kleinhirns konnte eine Schädigung der weißen Substanz beschrieben werden. Western 

Blot- und qPCR-Ergebnisse weisen zusätzlich auf eine Reduktion von reifen und unreifen Neuronen hin. 

Gleiches ist bei sehr unreif geborenen Kindern zu beobachten. Veränderungen in der weißen Substanz 

des Kleinhirns und in der Kleinhirnrinde beim Menschen wurden bereits beschrieben (LIMPEROPOULOS 

u. a., 2010; ROSE u. a., 2015; VOLPE, 2009a). Auch hier weist das Kleinhirn, im Vergleich zu reifgeborenen 

Kindern, eine geringere Größe im Schulkindalter auf (LIMPEROPOULOS u. a., 2005). Auch die Zelldichte in 

der Kleinhirnrinde ist bei Kindern, die sehr unreif geboren wurden, vermindert (HALDIPUR u. a., 2011). 

Die hierfür zugrundeliegenden Mechanismen der gestörten Entwicklung des Kleinhirns sind allerdings 

wenig erforscht. Neurologische Entwicklungsdefizite beim Menschen und im Tiermodell konnten 

bereits mit einer erhöhten Sauerstoffexposition in Verbindung gebracht werden (COLLINS u. a., 2001; 

ENDESFELDER u. a., 2014; HAYNES u. a., 2009; LEVITON u. a., 2010; SCHMITZ u. a., 2014). 

Der mit der Geburt sprunghaft ansteigende arterielle Sauerstoffpartialdruck (CASTILLO u. a., 2008; 

RUDOLPH, 2003) trifft das Kleinhirn bei sehr unreif geborenen Kindern in einer kritischen 

Entwicklungsphase ohne ausreichende Abwehrmechanismen. Die Synthese von antioxidativen 

Enzyme kann nur bedingt induziert werden (GEORGESON u. a., 2002; HALDIPUR u. a., 2011; VOLPE, 2009a, 
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, 2009b). Die bei ehemals sehr unreif geborenen Kindern beobachtete Schädigung des Kleinhirnes bis 

ins Erwachsenenalter sowie die damit verbundenen motorischen und kognitiven Einschränkungen 

(BROSSARD-RACINE u. a., 2015; KIM u. a., 2016) könnten daher das Resultat einer nicht physiologischen 

Sauerstoffexposition sein. 

Neben der beschriebenen Entwicklungsstörung des unreifen Kleinhirns durch eine erhöhte 

Sauerstoffexposition begünstigt auch die nur geringe Ausprägung von Reparaturmechanismen im 

unreifen Kleinhirn (FAGEL u. a., 2006; GAGE, 2000; GOULD, 2007; RAVI u. a., 2015) eine dauerhafte 

Schädigung. Der Mangel an Reparaturmechanismen stellt dadurch wahrscheinlich ebenfalls eine 

Ursache der erhöhten Anfälligkeit für Fehlentwicklungen im Kleinhirn sehr unreif geborener Kinder 

dar, die durch eine zusätzlich vorkommende Verletzung noch erhöht wird (BROSSARD-RACINE u. a., 

2015). 

 

8.2 Fehlerhafte Myelinisierung nach erhöhter Sauerstoffexposition 

Die Myelinisierung von Axonen ist ein wichtiger evolutionärer Schritt, um den Energieverbrauch der 

komplexen und schnellen Reizweiterleitung zu minimieren (STIEFEL u. a., 2013). Die gebildete 

Myelinschicht besteht bis zu 81% aus Lipiden (AGGARWAL u. a., 2011). Proteine haben unter anderem 

eine stabilisierende Wirkung auf diese isolierende Membran. Die Stabilität und die Struktur der 

Membran wird auch durch das Myelin-Basische Protein (MBP) reguliert. MBP ist essenziell für die 

Myelinisierung von Axonen (BIJLARD u. a., 2015; MIN u. a., 2009). 

Im ZNS myelinisieren reife Oligodendrozyten bis zu 40 Axone parallel (MITEW u. a., 2014). 

Myelinisierungsdefizite bei sehr unreif geborenen Kindern werden häufig auf eine Degenerierung und 

ausbleibende Reifung von unreifen Oligodendrozyten zurückgeführt (BACK & MILLER, 2014). 

Oligodendrozyten und speziell OPCs sind sehr vulnerabel gegenüber oxidativem Stress (GERSTNER u. a., 

2006, 2007; SCHMITZ u. a., 2014). Die hier aufgrund einer erhöhten Sauerstoffexposition beobachtete 

Schädigung der Oligodendrozytenentwicklung im neonatalen Kleinhirn hatte ein anhaltendes 

Myelinisierungsdefizit zur Folge, was anhand der reduzierten Expression von MBP zu erkennen war. 

Die beobachtete Reduktion des Durchmessers der Myelinschicht der zerebellaren Axone kann 

demnach ein strukturelles Problem im Aufbau und der Stabilität der Membran sein, aber auch durch 

eine ausbleibende Myelinisierung durch die Reduktion an reifen Oligodendrozyten hervorgerufen 

worden sein. Diese Störungen würden einzeln oder kombiniert eine optimale Reizweiterleitung 

verhindern. Ergebnisse aus elektrophysiologischen Untersuchungen haben bestätigt, dass eine 

gestörte Myelinisierung der weißen Substanz des Großhirns die Geschwindigkeit der Reizweiterleitung 

in den Axonen beeinträchtigt (AGUIRRE u. a., 2007; CRAWFORD u. a., 2009). Auch nach einer Hyperoxie 

bedingten Schädigung der weißen Substanz des Großhirns bei Mäusen konnte eine verminderte 

Geschwindigkeit der Reizweiterleitung beobachtet werden (RITTER u. a., 2013). Laufradversuche mit 
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Mäusen aus dem gleichen Hyperoxiemodell zeigten eine Störung im motorischen Lernverhalten 

(SCHMITZ u. a., 2012b), was ebenfalls auf eine gestörte Entwicklung des Kleinhirns deutet. 

Traktographische Analysen mittels MRT bei ehemals sehr unreif geborenen Kindern bestätigten eine 

veränderte Signalweiterleitung im Kleinhirn (SHANY u. a., 2016). 

Die häufig bei sehr unreif geborenen Kindern beobachtete neuronale Inflammation (BACK & MILLER, 

2014), die stark mit degenerativen neuronalen Erkrankungen assoziiert ist (LU u. a., 2010) und auch 

eine Dis- und Demyelinisierung zur Folge hat (PETERSON & FUJINAMI, 2007), konnte in diesen 

Untersuchungen im Kleinhirn nicht beobachtet werden. Nach einer erhöhten Sauerstoffexposition ist 

eine inflammatorische Reaktion im ZNS neonataler Ratten allenfalls partiell zu finden (SCHMITZ u. a., 

2014) und scheint im Kleinhirn keine wesentliche Rolle zu spielen. 

Da die Myelinisierung die Geschwindigkeit der Nervenimpulse beeinflusst (PURVES & WILLIAMS, 2001), 

ist zu erwarten, dass ein Mangel an Myelinisierung Konsequenzen für die kognitive Entwicklung hat. 

Die hier diskutierten Beobachtungen lassen darauf schließen, dass eine Schädigung des unreifen 

Gehirns bzw. Kleinhirns durch Sauerstofftoxizität die bei sehr unreif geborenen Kindern beobachtete 

gestörte Entwicklung der Motorik und des Verhaltens sowie die spätfolgende Beeinträchtigung der 

schulischen und akademischen Leistungen verursachen kann (MOREIRA u. a., 2014). 

 

8.3 Gestörte Glia-Glia-Interaktion und fehlerhafte Myelinisierung des Kleinhirns 

Wichtig für die Gehirnentwicklung sind indirekte und direkte Interaktionen der einzelnen Zelltypen 

(STILES & JERNIGAN, 2010). Die Entwicklung von Gliazellen, speziell die der Oligodendrozyten, ist stark 

abhängig von der Interaktion mit anderen Gliazellentypen (Astrozyten und Mikroglia) (CLEMENTE u. a., 

2013). 

Wie Neurone sind auch Gliazellen vulnerabel gegenüber nicht physiologischen 

Glutamatkonzentrationen. Alle drei Gliazellentypen exprimieren unterschiedliche Glutamatrezeptoren 

und Transporter. Oligodendrozyten reagieren sehr empfindlich auf eine exzessive Aktivität des 

Glutamat-Signalweges. Mikroglia werden bei einer erhöhten Glutamatkonzentration zur Synthese von 

inflammatorischen Zytokinen angeregt. Astrozyten sind verantwortlich für die Glutamat-Aufnahme in 

synaptischen und nicht-synaptischen Bereichen. Sie sind damit die wichtigsten Regulatoren der 

Glutamat-Homöostase (MATUTE u. a., 2006). Zusätzlich produzieren sie 90% des im Gehirn 

vorkommenden Laktats (BALTAN, 2015; LI u. a., 2016), welches speziell während der Myelinisierung ein 

wichtiger Energieträger für Oligodendrozyten ist (RINHOLM u. a., 2011). Da Astrozyten Bestandteil der 

Bluthirnschranke sind (ABBOTT u. a., 2006), ist davon auszugehen, dass sie auch die Eisenkonzentration 

im Gehirn regulieren (LI u. a., 2016). Von allen Zelltypen im Gehirn enthalten Oligodendrozyten den 

höchsten Gehalt an immobilisiertem, proteingebundenem Eisen. Eine unzureichende Versorgung mit 
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Eisen hat Myelinisierungsdefizite zur Folge (TODORICH u. a., 2009). Astrozyten haben somit eine 

indirekte Wirkung auf Funktion, Entwicklung und Überleben der anderen Gliazellentypen. 

Spezifischer ist die Sekretion einzelner Wachstumsfaktoren, die maßgeblich das Überleben, die 

Proliferation und die Reifung anderer Gliazellentypen regulieren (CLEMENTE u. a., 2013). 

Die Synthese von Wachstumsfaktoren und Zytokinen durch Astrozyten und Mikroglia hat starke 

Einflüsse auf die Reifung und Entwicklung der Oligodendrozyten sowie auf die Myelinisierung (BACK & 

ROSENBERG, 2014; BENN u. a., 2001; WILSON u. a., 2003). Ergebnisse aus Zellkulturversuchen in vitro 

verdeutlichen, dass OL-Kulturen mit Astrozyten-konditioniertem Medium erheblich länger überleben 

und proliferieren als OL-Kulturen mit Mikroglia-konditioniertem Medium (PANG u. a., 2013). Mikroglia-

konditioniertes Medium scheint im Gegensatz dazu die Differenzierung der OLs und die Myelinisierung 

zu fördern (PANG u. a., 2013). Ausschlaggebend hierfür ist ein unterschiedliches Muster von Zytokinen 

und Wachstumsfaktoren in den einzelnen Medien (PANG u. a., 2013). Astrozyten sezernieren auch 

Zytokine und üben darüber eine modulierende Wirkung auf die Entwicklung von Oligodendrozyten und 

auf die Myelinisierung aus. In einem Rattenmodell der periventrikulären Leukomalazie, die durch 

hypoxische Bedingungen verursacht wurde, induziert die Sekretion von TNFα und IL1β durch 

Astrozyten die Apoptose von Oligodendrozyten (DENG u. a., 2014). Wichtiger in der Entwicklung und 

der Reifung von Oligodendrozyten ist allerdings die Freisetzung bestimmter Wachstumsfaktoren durch 

Astrozyten. Der Ciliary neurotrophic factor (CNTF) wird im ZNS vornehmlich von Astrozyten produziert 

(LI u. a., 2016). CNTF ist ein wichtiger Überlebensfaktor für Oligodendrozyten und fördert die 

Differenzierung von OPC zu reifen Myelin-bildenden OLs. CNTF ist essenziell für die Myelinsynthese 

durch reife OLs und wirkt protektiv gegen eine Schädigung durch inflammatorische Prozesse (MODI 

u. a., 2013; STANKOFF u. a., 2002). Da die RNA-Expression von Cntf im Kleinhirn von Ratten nach der 

erhöhten Sauerstoffexposition keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Kontrolltieren 

zeigte, scheint die hier beobachtete gestörte Entwicklung der Oligodendrozyten unabhängig von CNTF 

zu sein. 

Ein Mangel an PDGFA in PDGFA-Knockout-Mäusen führt zu einer schweren Beeinträchtigung der 

Entwicklung von Oligodendrozyten und einer Hypomyelinisierung im Kleinhirn (FRUTTIGER u. a., 1999). 

PDGFA reguliert direkt die Proliferation und das Überleben von OPCs (CLEMENTE u. a., 2013; FRUTTIGER 

u. a., 1999; FUNA & SASAHARA, 2014; HILL u. a., 2013). Es konnte bereits gezeigt werden, dass Astrozyten 

PDGFA exprimieren, um die Proliferation und das Überleben von OPCs zu stimulieren (CLEMENTE u. a., 

2013; GARD u. a., 1995; WILSON u. a., 2003). Die RNA-Expression von Pdgfa war in den Kleinhirnen von 

Ratten direkt nach der Hyperoxie und auch zum Zeitpunkt P11 deutlich reduziert. Die verminderte 

Pdgfa-Expression durch eine erhöhte Sauerstoffkonzentration konnte in Astrozytenkulturen in vitro 

bestätigt werden. Auch in den mittels MACS isolierten Astrozyten aus Kleinhirnen von Ratten nach der 

erhöhten Sauerstoffexposition konnte ex vivo eine verminderte Expression von Pdgfa detektiert 
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werden, was eine gestörte Interaktion von Oligodendrozyten und Astrozyten in der postnatalen 

Entwicklung des Kleinhirns nach Hyperoxie unterstreicht. Die verminderte Expression von Pdgfa kann 

demnach eine der Ursachen für den erhöhten Zelltod und die verminderte Proliferation von OPCs nach 

Hyperoxie sein. Astrozyten produzieren noch weitere Faktoren, wie die knochenmorphogenetischen 

Proteine (Bone morphogenetic proteins, BMPs) (WANG u. a., 2011), Neureguline (VIEHOVER u. a., 2001) 

oder auch BDNF (FULMER u. a., 2014), die die Entwicklung von Oligodendrozyten und die Myelinisierung 

beeinflussen können. BDNF-Knockout-Mäuse zeigen eine reduzierte Anzahl an OPCs und eine 

Reduktion der Expression von für die Myelinisierung essenziellen Proteinen (VONDRAN u. a., 2010). 

Zusätzlich spielt BDNF eine wichtige Rolle in Reparaturprozessen nach vorherigem Insult bei 

Oligodendrozyten (DOUGHERTY u. a., 2000; FULMER u. a., 2014). Auch die Genexpression von Bdnf war 

nach der Hyperoxie im Kleinhirn in vivo sowie in Astrozytenkulturen nach einer erhöhten 

Sauerstoffexposition in vitro und in mittels MACS isolierten Astrozyten nach der Hyperoxie ex vivo, 

jeweils im Vergleich zur Kontrolle, signifikant reduziert. Die verminderte Expression von Bdnf ist 

demnach ebenfalls ein deutlicher Hinweis auf eine gestörte Interaktion von Astrozyten und 

Oligodendrozyten nach erhöhter Sauerstoffexposition im neonatalen Kleinhirn. Neben der Steuerung 

der Entwicklung von Oligodendrozyten fördern Astrozyten auch den Kontakt zwischen reifen 

Oligodendrozyten und den zu mylenisierenden Axonen (MEYER-FRANKE u. a., 1999). 

Bemerkenswerterweise wurden die Morphologie der Astrozyten und die Genexpression von 

astrozytären Markern im Kleinhirn durch die Hyperoxie nicht beeinflusst. 

Mikroglia sind die Zellen des Immunsystems im ZNS, die etwa 10% der gesamten Gliazellen innerhalb 

des Nervengewebes ausmachen (DOMINGUES u. a., 2016). Im unreifen Gehirn kann eine 

Mikrogliaaktivierung eine akute Verletzung der weißen Substanz verursachen (BACK & ROSENBERG, 

2014) und eine anhaltende Hypomyelinisierung zur Folge haben (FAVRAIS u. a., 2011). Diese Schädigung 

der weißen Substanz durch Mikroglia wird auch in Modellen für entzündliche neonatale 

Hirnverletzungen und in Multiple-Sklerose-Modellen beschrieben (BANNERMAN u. a., 2007; PINATO u. a., 

2015). Pro-inflammatorische Mikroglia stören die Entwicklung von Oligodendrozyten (MILLER u. a., 

2007). Unreife Oligodendrozyten und OPCs sind deutlich vulnerabler gegenüber inflammatorischen 

Prozessen, die von Mikroglia induziert werden. Das Überleben von unreifen Oligodendroglia und von 

OPCs wird durch aktivierte Mikroglia verringert. Im Gegensatz dazu wird das Überleben von reifen OLs 

durch aktivierte Mikroglia verbessert und die Apoptoserate vermindert (MILLER u. a., 2007). Aktivierte 

Mikroglia induzieren oxidativen Stress, der zu der Apoptose der unreifen Oligodendroglia führen kann 

(YEO u. a., 2012). 

Im Kleinhirn erscheint die Reifung der Mikroglia im Vergleich zu der Reifung im Großhirn verzögert. Ein 

Großteil der IBA1+ Zellen im Kleinhirn von Ratten wiesen eine amöboide Morphologie sowohl bei 

Tieren der Hyperoxie-Gruppe als auch bei Kontrolltieren auf. Eine deutliche Aktivierung der Mikroglia 
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war somit nicht erkennbar. Auch die Expression der inflammatorischen Zytokine Tnfα und Il1β wiesen 

auf keine direkte Aktivierung der Mikroglia hin. 

Mikroglia können aber wichtige Funktionen für die Reifung und Entwicklung von Oligodendrozyten 

haben. Sie sezernieren unter anderem IGF1 und unterstützen so die Proliferation und Reifung von OPCs 

(CLEMENTE u. a., 2013; WILSON u. a., 2003). Zusätzlich schützt eine erhöhte IGF1-Stimulation unreife 

Oligodendroglia vor einem Schaden durch inflammatorische Prozesse (PANG u. a., 2007). Die 

Genexpression von Igf1 im Kleinhirn wurde allerdings nicht durch eine erhöhte Sauerstoffexposition 

beeinflusst.  

Auch wenn eine Aktivierung der Mikroglia aufgrund der auch in Kontrollen vorherrschenden 

amöboiden Form maskiert sein kann, ist aufgrund der nicht direkt nach der Hyperoxie veränderten 

Expression von Zytokinen und der gleichbleibenden Expression von Igf1 im postnatalen Kleinhirn von 

Ratten eine Beteiligung der Mikroglia an der beobachteten Schädigung des Kleinhirns als gering 

einzuschätzen. 

 

8.4 Gestörte neuronale Interaktion und fehlerhafte Neurogenese des Kleinhirns 

Im Gehirn ist die Ausbildung neuronaler Netzwerke, die Verzweigung von Neuronen und damit 

verbunden die Interaktionen der einzelnen Neurone, maßgebend für die geistigen Fähigkeiten eines 

Individuums (KAUFMANN & MOSER, 2000; SPORNS u. a., 2004). Der Prozess der Entwicklung und der 

Ausbildung dieser Verschaltungen ist genetisch bestimmt. Er wird allerdings stark durch äußere Stimuli 

beeinflusst (KOLB & GIBB, 2011). Die synaptische Verschaltung von unreifen Neuronen ist anfänglich 

ungerichtet. Funktionell wichtige Synapsen werden in der weiteren Entwicklung gestärkt, synaptische 

Verschaltungen ohne Funktion werden abgeschwächt. Ausschlaggebend ist hierbei die neuronale 

Aktivität. (HASHIMOTO & KANO, 2005). 

Auch im Kleinhirn ist die Interaktion der Neurone von wichtiger Bedeutung für eine normale 

Entwicklung (MORRISON & MASON, 1998). Die Kleinhirnrinde enthält unzählige synaptische 

Verknüpfungen von Purkinjezellen und Körnerzellen (ISOPE & BARBOUR, 2002). Sie bilden ihren 

synaptischen Kontakt hauptsächlich über Parallelfasern im ML (SHEPHERD, 2004). Bei Nagern beginnt 

die synaptische Verschaltung von Purkinjezellen und den Parallelfasern der Körnerzellen um P7 und 

steigert sich bis zum Ende der zweiten Lebenswoche. Diese synaptische Verschaltung geht mit einer 

Rückbildung der synaptische Kontakte zwischen Purkinjezellen und den Kletterfasern einher, die über 

die Medulla oblongata ins Kleinhirn gelangen (SCELFO & STRATA, 2005). Das beobachtete Reifungsdefizit 

der Purkinjezellen in Form einer verminderten GABA-Synthese sowie einer Verzögerung im Auswuchs 

der CALB1+ Dendriten könnte die neuronale Verschaltung beeinflussen. Vor allem der verzögerte 

Auswuchs der Dendriten der Purkinjezellen in den ML der Hyperoxiegruppe und damit verbunden eine 

verzögerte Ausbildung von synaptischen Kontakten mit den Körnerzellen könnte hierbei für die 
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Entwicklung der Dendriten kritische Folgen haben. Einzelne Studien verdeutlichen, dass der 

synaptische Kontakt zwischen Purkinjezellen und Körnerzellen zumindest indirekten Einfluss auf die 

weitere Reifung und damit einhergehend die Verzweigung der Dendriten der Purkinjezellen hat 

(BAPTISTA u. a., 1994; HIRAI & LAUNEY, 2000; MORRISON & MASON, 1998). 

Besonders die elektrische Aktivität und Neurotrophine scheinen für die Reifung von Purkinjezellen 

essenziell zu sein (HIRAI & LAUNEY, 2000). Generell werden der Auswuchs, die Reifung und die 

Verzweigung von Dendriten durch Neurotrophine wie NGF, NT-3, und BDNF stimuliert (KAPFHAMMER, 

2004; METZGER, 2010). Die genaue Funktion von BDNF wird allerdings kontrovers beschrieben 

(KAPFHAMMER, 2004). BDNF scheint positive Effekte auf die Dichte (MCDOLE u. a., 2015) und auf den 

Auswuchs der Dendriten zu haben (KAPFHAMMER, 2004). Eine Induktion der BDNF-Expression stimuliert 

dendritisches Wachstum und die Synaptogenese von PCs (HARAGUCHI u. a., 2012). Zusätzlich hat BDNF 

einen wichtigen Anteil bei der Ausbildung und Reifung von Synapsen (COHEN-CORY u. a., 2010). Die 

Verzögerung des Dendritenwachstums nach Hyperoxie kann daher zumindest teilweise auch durch die 

Reduktion von Bdnf zu den Zeitpunkten P7 und P11 erklärt werden. 

Vieles weist darauf hin, dass diese synaptischen Verbindungen zwischen Purkinjezellen und 

Körnerzellen der Speicherort für die Koordination von Bewegungen sind (ISOPE & BARBOUR, 2002). Eine 

gestörte Ausbildung kann somit auch Grundlage von motorischen Defiziten bei ehemals sehr unreif 

geborenen Kindern sein. 

Auch bei der Entwicklung der Körnerzellen des Kleinhirns, die mehr als die Hälfte aller Neurone des 

gesamten Gehirns ausmachen, ist eine regulatorische Interaktion mit anderen Neuronen von 

Bedeutung (LEWIS u. a., 2004; RÖSSERT u. a., 2015). Es wird davon ausgegangen, dass die Entwicklung 

von Körnerzellen in jeder Phase durch extrinsische und intrinsische Faktoren gesteuert wird (YACUBOVA 

& KOMURO, 2002). Ab E15 bilden unreife neuronale Vorläufer der Körnerzellen den EGL und 

proliferieren dort bis einschließlich zur dritten postnatalen Woche (CARLETTI & ROSSI, 2008; CHANG u. a., 

2015). Essenziell für die postnatale Entwicklung der Körnerzellen (GCs) ist die Interaktion mit den 

Purkinjezellen (LEWIS u. a., 2004). Ab dem Zeitpunkt E17,5 exprimieren PCs SHH und stimulieren damit 

direkt die Proliferation von GCPs im EGL (LEWIS u. a., 2004; WECHSLER-REYA & SCOTT, 1999). 

Die verminderte Expression von SHH durch PCs in den Kleinhirnen der Hyperoxiegruppe geht mit einer 

reduzierten Expression von Ccnd2 einher und kann zum Zeitpunkt P7 direkt mit der verminderten 

Proliferationsrate der PAX6+ GCPs im EGL in Verbindung gebracht werden. Migrationsdefiziente, 

proliferierende GCPs im EGL des Kleinhirns exprimieren NOTCH2. Der NOTCH-Signalweg kann von SHH 

aktiviert werden. Ein aktiver NOTCH-Signalweg kann die Zellen in einem Vorläuferstadium halten und 

somit die Differenzierung unterbinden und die Proliferation fördern. Dies wird unter anderem über die 

Aktivierung von HES1 induziert (SOLECKI u. a., 2001). Auch die verminderte Expression von Hes1 in den 

Kleinhirnen der Hyperoxiegruppe bestätigt das SHH bedingte Proliferationsdefizit der GCPs zum 
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Zeitpunkt P7. Trotz verminderter SHH-Expression zum Zeitpunkt P11 in den Kleinhirnen der 

Hyperoxiegruppe war die Proliferationsrate der PAX6+ GCs im EGL sowie die RNA-Expression von 

Ccnd2 und Hes1 in beiden Gruppen vergleichbar. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die geringere Fgf2-

Expression in der Hyperoxiegruppe. Speziell in der neuronalen Entwicklung kann FGF2 als 

Differenzierungsinitiator fungieren, die Aktivierung der Zielgene des SHH-Signalwegs unterbinden und 

somit die Proliferationsrate vermindern (FOGARTY u. a., 2007; YU u. a., 2011). 

Neben den Eigenschaften als Differenzierungsinitiator hat FGF2, speziell bei Neuronen, auch anti-

apoptotische Eigenschaften (ALZHEIMER & WERNER, 2002; TIMMER u. a., 2007). Interessanterweise war 

direkt nach der Hyperoxie kein Anstieg von apoptotischen neuronalen Zellen im Kleinhirn zu 

beobachten, obwohl eine erhöhte Sauerstoffexposition bei Neuronen zu erhöhter Apoptose führen 

kann (KLEIN & ACKERMAN, 2003; KONYALIOGLU u. a., 2013). Die nach vier Tagen Erholung zum Zeitpunkt 

P11 erhöhte Apoptose von unreifen Neuronen im Kleinhirn von Ratten aus der Hyperoxiegruppe 

könnte demnach auch mit der verminderten Expression von Fgf2 in Verbindung gebracht werden. 

Neben FGF2 hat auch BDNF neuroprotektive Eigenschaften, die in mehreren Modellen für 

Gehirnschäden bereits beschrieben sind (ALMEIDA u. a., 2005; VAN KANEGAN u. a., 2014; ZHANG & 

PARDRIDGE, 2001). Auch die verminderte Expression von Bdnf im Kleinhirn von Ratten aus der 

Hyperoxiegruppe zu den Zeitpunkten P7 und P11 kann Ursache für den erhöhten Zelltod der unreifen 

Neurone zum Zeitpunkt P11 sein. 

Die Ergebnisse von qPCR- und Western-Blot-Analysen von neuronalen Markern weisen zusätzlich auf 

eine langfristige Schädigung der Körnerzellen im Kleinhirn hin. Die Aktivität der reifen Körnerzellen ist 

wiederum essenziell für die Reifung der Purkinjezellen (MORRISON & MASON, 1998). Eine Reduktion an 

reifen Körnerzellen kann dementsprechend das beobachtete Reifungsdefizit der Purkinjezellen 

begünstigen. 

Postnatale Hyperoxie verursacht eine fehlerhafte Regulierung der Proliferation von GCPs durch 

Purkinjezellen und eine erhöhte Apoptose von unreifen Neuronen. Die Hyperoxie vermittelten 

neuronalen Entwicklungsdefizite können demnach Ursache für die bei sehr unreif geborenen Kindern 

beobachtete veränderte Zelldichte (HALDIPUR u. a., 2011) in der Kleinhirnrinde sein. 

GABA wird in der frühen postnatalen Entwicklung nicht nur von den PCs sekretiert, sondern auch von 

den teilweise unreifen GABAergen Interneuronen des Kleinhirns. Die primäre Funktion als 

Neurotransmitter ist zu diesem Zeitpunkt nicht entscheidend, vielmehr hat GABA auch eine 

regulierende Wirkung auf die Proliferation und Reifung von Neuronen (TAKAYAMA & INOUE, 2004). Auch 

die Ausbildung der Dendriten der Purkinjezellen wird positiv von GABA beeinflusst (KAWAGUCHI u. a., 

2010). Demnach kann die beobachtete Reduktion von GABA im Kleinhirn zusätzlich die beobachtete 

neuronale Schädigung begünstigen. 

 



Diskussion 

75 
 

8.5 Gestörte Glia-Neuronen-Interaktion des Kleinhirns 

Für die Gehirnentwicklung ist die Interaktion zwischen Gliazellen und Neuronen essenziell. Hierbei 

spielen die Sekretion und der Abbau von Neurotransmittern, die Stimulation durch 

Wachstumsfaktoren und auch der Zell-Zell-Kontakt eine entscheidende Rolle für die Proliferation, die 

Reifung, die Migration und das Überleben von Gliazellen sowie von Neuronen (BELLAMY, 2006; FLEMING 

u. a., 2013; KÁRADÓTTIR & ATTWELL, 2007; LUYT u. a., 2007; SHAHAM, 2005; VAILLANT & MONARD, 2009; 

WEBER & BARROS, 2015; XIAO u. a., 2010). Auch im adulten Gehirn ist diese Interaktion von höchster 

Bedeutung. Es wird sogar davon ausgegangen, dass die Funktion von Gliazellen das durch neuronale 

Aktivität gesteuerte Verhalten beeinflussen und regulieren kann (KATO u. a., 2013). 

Bei der Entwicklung von Neuronen wird speziell Astrozyten eine wichtige Rolle zugeordnet. Neben der 

Aufrechterhaltung der Homöostase durch die Aufnahme und den Abbau von Neurotransmittern 

(MATUTE u. a., 2006) und der Versorgung der Neurone mit Nährstoffen (ABBOTT u. a., 2006), sind sie 

unter anderem entscheidend bei der Ausbildung und der Reifung von Synapsen beteiligt (MOLOFSKY 

u. a., 2012). Sie haben aber auch direkten Einfluss auf den Auswuchs von Axonen und Dendriten sowie 

die Migration von unreifen Neuronen (BOZOYAN u. a., 2012; HUGHES u. a., 2010). Diese wechselseitige 

Interaktion kann zudem über die Ausschüttung von Neurotransmittern durch Neurone gesteuert 

werden (LOSI u. a., 2014). 

Auch im Kleinhirn ist die Interaktion von Neuronen und Astrozyten unerlässlich für eine normale 

Entwicklung. Speziell die Interaktion von Bergmann-Glia (spezifische Astrozyten im Kleinhirn), 

Purkinjezellen (PCs) und Körnerzellen ist entscheidend für die Ausbildung der Kleinhirnrinde. 

Durchschnittlich acht Bergmann-Glia sind im engen Kontakt mit einer PC und fördern so die 

Differenzierung, die Ausbildung von Synapsen und die Übertragung von Neurotransmittern (BELLAMY, 

2006; YAMADA & WATANABE, 2002). Die Reifung der Bergmann-Glia wird wiederum von den PCs 

beeinflusst. Die Expression von SHH durch PCs stimuliert die Reifung und die Differenzierung der 

Bergmann-Glia (DAHMANE & RUIZ I ALTABA, 1999; VAILLANT & MONARD, 2009). SHH hat zusätzlich einen 

Einfluss auf die Sekretion von Gliotransmittern durch Astrozyten (OKUDA u. a., 2016) und beeinflusst 

demnach indirekt die Stimulation anderer Zellpopulationen durch Astrozyten. 

Die postnatale Ablation von Astrozyten und damit verbunden auch die Ablation von Bergmann-Glia im 

Kleinhirn führt zu einer Fehlorientierung der PCs mit vermindertem Auswuchs der Dendriten und einer 

erhöhten Apoptose von Körnerzellen (YAMADA & WATANABE, 2002). 

Astrozyten exprimieren BDNF (FULMER u. a., 2014). Die Astrozyten des Kleinhirns produzieren deutlich 

mehr BDNF als Astrozyten im Großhirn (MIKLIC u. a., 2004). BDNF diffundiert nur schwer über weite 

Distanzen, somit ist eine lokale Sekretion entscheidend (HORCH & KATZ, 2002). Einzelne Studien 

konnten zeigen, dass Bergmann-Glia zum einen den BDNF-Rezeptor exprimieren, aber auch selbst 

BDNF produzieren (POBLETE-NAREDO u. a., 2011). Die im Kleinhirn beobachtete Reduktion der Bdnf-
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Expression nach Hyperoxie, die in primären Astrozyten in vitro nach einer erhöhten 

Sauerstoffexposition und auch mittels MACS ex vivo in Astrozyten nach Hyperoxie bestätigt werden 

konnte, könnte demnach ein Hinweis auf eine gestörte Interaktion zwischen Astrozyten, im Speziellen 

Bergmann-Glia, und den Purkinjezellen im Kleinhirn sein. Die verminderte Expression von SHH könnte 

die Reifung und die Differenzierung der Bergmann-Glia beeinträchtigen. Unreife Bergmann-Glia 

produzieren dadurch weniger BDNF und sind unter anderem Ursache für einen verzögerten Auswuchs 

der Purkinjezelldendriten nach Hyperoxie. Die verminderte Expression von Bdnf in vitro nach erhöhter 

Sauerstoffexposition könnte auch ein Beleg für eine direkte Schädigung der Astrozyten und Bergmann-

Glia im Kleinhirn sein. 

Obwohl BDNF und auch Bergmann-Glia direkt an der Migration von unreifen GCs vom EGL in den IGL 

beteiligt sind (BORGHESANI u. a., 2002; HATTEN, 1999), gab es keinen konkreten Hinweis auf eine gestörte 

Migration nach Hyperoxie. 

Neben Astrozyten exprimieren auch Mikroglia BDNF während der Gehirnentwicklung (FERRINI & DE 

KONINCK, 2013). Mikroglia des Kleinhirns können über die Sekretion von BDNF die synaptische 

Verschaltung und die synaptische Aktivität zwischen GCs und PCs modulieren (BESSIS u. a., 2007). Eine 

Störung dieser Prozesse konnte allerdings in dieser Arbeit weder gezeigt noch widerlegt werden. 

Vielmehr wiesen die mittels Astrozyten generierten Ergebnisse auf die bereits beschriebene 

verminderte Expression von BDNF durch Astrozyten hin. Eine direkte Beteiligung der Mikroglia an den 

hier beobachteten Schäden der Kleinhirnentwicklung scheint eher von geringer Bedeutung zu sein. 

Aufgrund der geringeren Anzahl der Mikroglia von ca. 10% im Verhältnis zu den anderen Gliazellen 

kann eine Reaktion der Mikroglia auf die erhöhte Sauerstoffexposition auf RNA- und Proteinebene 

maskiert bzw. verdünnt worden sein. Eine direkte inflammatorische Antwort der Mikroglia war 

allerdings nicht zu beobachten. Mögliche neuroprotektive Eigenschaften von Mikroglia gegenüber den 

GCs im Kleinhirn könnten Ursache für die verzögerte Apoptose der unreifen GCs im IGL sein. 

Gleichzeitig ist eine Aktivierung der Mikroglia toxisch für unreife und reife Neurone (POLAZZI u. a., 

2001). Dementsprechend könnte auch die verzögerte Expression von Tnfα in den Kleinhirnen nach 

Hyperoxie Ursache für den erhöhten Zelltod der unreifen GCs im IGL sein. Der Anstieg der Expression 

von Tnfα zum Zeitpunkt P11 muss nicht direkte Ursache der Hyperoxie sein. Die verzögerte Reifung 

der PCs in den Kleinhirnen der Hyperoxiegruppe hat eine verminderte GABA-Synthese ab P11 zur 

Folge. Mikroglia exprimieren den GABA B Rezeptor. GABA wirkt modulierend auf Mikroglia und kann 

deren Aktivierung vermindern (KUHN u. a., 2004). Somit kann die verzögerte Expression von Tnfα durch 

Mikroglia das Resultat der verminderten GABA-Synthese sein und den erhöhten Zelltod der unreifen 

GCPs verursachen. Der Anstieg der Tnfα-Expression kann auch in Verbindung mit der erhöhten 

Apoptose der OPCs in Verbindung gebracht werden. Die Mikroglia werden phagozytotisch aktiv und 
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sekretieren TNFα. Neben den Mikroglia sind allerdings auch weitere Gliazellen in der Lage, 

inflammatorische Zytokine zu exprimieren (CHOI u. a., 2014). 

 

Eine der wichtigsten Interaktionen im Gehirn ist das Zusammenspiel von Neuronen und 

Oligodendrozyten. Die Ausbildung einer Myelinschicht und damit verbunden die Isolierung der 

Nervenfasern durch Oligodendrozyten ist für eine effiziente und energiearme Reizweiterleitung 

entscheidend (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001). Neben der Myelinisierung haben Oligodendrozyten (OLs) 

noch weitere Einflüsse auf die Axone der Neurone. Es wird davon ausgegangen, dass die OLs die 

Neurone über ihre Axone zusätzlich mit Nährstoffen versorgen. Eine Unterbindung des 

Nährstofftransports durch Oligodendrozyten führt zur Degradation von Axonen und Neuronen (LEE 

u. a., 2012). 

Während der Entwicklung nimmt die Interaktion von Neuronen und Oligodendrozyten sowie deren 

Vorläufern eine bedeutende Rolle ein. Erst durch den Kontakt mit einem Axon wird die abschließende 

Reifung der OLs initiiert (BAUMANN & PHAM-DINH, 2001). Während ihrer Entwicklung exprimieren 

Oligodendrozyten Rezeptoren für verschiedene Neurotransmitter, wie den AMPA Rezeptor (FRÖHLICH 

u. a., 2011), den NMDA Rezeptor, (LI u. a., 2013) sowie den GABA A und den GABA B Rezeptor 

(ARELLANO u. a., 2016; LUYT u. a., 2007). Die Blockade der Ausschüttung der synaptischen Vesikel und 

damit verbunden eine reduzierte Freisetzung von Neurotransmittern führt zu einer gestörten 

Myelinisierung (MENSCH u. a., 2015). Besonders die Stimulation mit GABA ist wichtig für die 

Entwicklung der OLs (KÁRADÓTTIR & ATTWELL, 2007; ZONOUZI u. a., 2015). Die Proliferation, die Reifung 

und die Migration von unreifen Oligodendrozyten wird auch von GABA reguliert (FRÖHLICH u. a., 2011; 

LUYT u. a., 2007). In den ersten postnatalen Wochen kann die Stimulation mit GABA entscheidend für 

die Entwicklung der OLs sein (VÉLEZ-FORT u. a., 2010). Auch im Kleinhirn ist die Entwicklung der 

Oligodendrozyten abhängig von der neuronalen Reifung (BOUSLAMA-OUEGHLANI u. a., 2012). Im 

Kleinhirn wird GABA u. a. von den Purkinjezellen ausgeschüttet (PURVES & WILLIAMS, 2001). Zusätzlich 

regulieren die Purkinjezellen die Proliferation von Vorläuferzellen im Kleinhirn über die Synthese von 

SHH (WALLACE, 1999). Neben der Proliferation der GCPs im Kleinhirn wird auch die Proliferation von 

OPCs im Kleinhirn durch SHH stimuliert. Mit fortlaufender Entwicklung sekretieren PCs VTN und 

initiieren so unter anderem die Reifung der proliferierenden OPCs (BOUSLAMA-OUEGHLANI u. a., 2012). 

Die beobachtete Reduktion von SHH zu den Zeitpunkten P7 und P11 sowie die Reduktion von GABA 

und Vtn zum Zeitpunkt P11 nach Hyperoxie bildet eine relevante Grundlage für die verminderte 

Proliferation von OPCs, für die gestörte Reifung der OPCs zu APC+ OLs und für die verminderte 

Myelinisierung im Kleinhirn. 

Eine verminderte Myelinisierung hat einen großen Einfluss auf die Funktion und die Reifung von 

Neuronen. In einem Modell für die Ablation von Oligodendrozyten mit ausbleibender Myelinisierung 
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kommt es im Kleinhirn zu einer gestörten Interaktion zwischen Purkinjezellen und den unreifen 

Vorläufern der Körnerzellen im EGL. Die dort ebenfalls beobachtete reduzierte Sekretion von SHH hat 

eine verminderte Proliferation der GCPs zur Folge und führt zu einer Reduktion der Reifen GCs. 

Zusätzlich ist in diesem Modell die Expression von BDNF reduziert. Die Reduktion geht auch dort mit 

einer veränderten Reifung und einer veränderten Morphologie der PC-Dendriten einher (COLLIN u. a., 

2007). 

Die aufgezeigte Dysregulation demonstriert eine komplexe Interaktion zwischen Neuronen und 

Gliazellen während der Entwicklung des Kleinhirns. Die Beeinträchtigung eines Faktors kann die 

Fehlsteuerung mehrerer Signalwege zur Folge haben. Es kann nicht genau beurteilt werden, ob eine 

Zellpopulation des Kleinhirns direkt durch die Sauerstofftoxizität geschädigt wird und den 

beobachteten Insult zur Folge hat. Vielmehr induziert oxidativer Stress im unreifen Kleinhirn eine 

Fehlsteuerung des Entwicklungsprogramms, an dem alle hier untersuchten Zellpopulationen in 

unterschiedlichem Maße beteiligt sind. 

 

8.6 Die Purkinjezelle als zentraler Regulator der postnatalen Kleinhirnentwicklung 

In der Literatur wird die Zellpopulation der Purkinjezellen als zentraler Fixpunkt in der postnatalen 

Entwicklung des Kleinhirns benannt (BOUSLAMA-OUEGHLANI u. a., 2012; FLEMING u. a., 2013). Die 

Ausbildung der GABAergen Purkinjezell-Purkinjezell-Synapsen in der frühen postnatalen Entwicklung 

des Kleinhirns ist entscheidend für die kortikale Verschaltung im Kleinhirn (WATT u. a., 2009). 

Ein direkter Einfluss der Hyperoxie auf die Anzahl der PCs konnte nicht gezeigt werden. Oxidativer 

Stress im Kleinhirn hatte aber Einfluss auf die Reifung der Purkinjezellen. Damit verbunden war eine 

verminderte Sekretion von GABA, SHH und VTN zu beobachten. 

Wie bereits ausführlich beschrieben, stimulieren PCs über die Ausschüttung von Wachstumsfaktoren, 

Transmittern und anderen Signalmolekülen die Aktivität, die Proliferation, die Reifung und das 

Überleben neuronaler Zellen und Gliazellen. Die gestörte Interaktion mit anderen Zellpopulationen des 

Kleinhirns durch Hyperoxie hat einen enormen Einfluss auf die Entwicklung des Kleinhirns (Abb. 31). 

Neben dem bereits beschriebenen Einfluss von SHH auf die Entwicklung von Körnerzellen und 

Oligodendrozyten sowie auf die Differenzierung der Bergmann-Glia scheint dieser Faktor im Kleinhirn 

zusätzlich die Proliferation von astrozytären Stammzellen zu fördern und die Sekretion von 

astrozytären Gliotransmittern zu stimulieren (FLEMING u. a., 2013; OKUDA u. a., 2016). Möglich wäre 

daher auch eine Steuerung der astrozytären PDGFA-Sekretion durch PCs. 

Die Faltung der Kleinhirnrinde und somit die Ausbildung der charakteristischen Struktur des Kleinhirns 

wird durch die Sekretion von SHH durch PCs mitgesteuert (CORRALES u. a., 2006). Es wird davon 

ausgegangen, dass die Verankerung der Kleinhirnrinde in die weiße Substanz des Kleinhirns durch PCs 
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Grundlage für die Ausbildung der Fissuren und damit ein essenzieller Faktor für die Ausbildung der 

charakteristischen Struktur des Kleinhirns ist (MARTINEZ u. a., 2013). 

Zusätzlich sind PCs die einzigen Zellen, die die Signale der Kleinhirnrinde verarbeiten, diese aus dem 

Kleinhirn in das ZNS leiten und so in ihrer Funktion eine herausgestellte Rolle haben (CHAN-PALAY, 1971; 

WATT u. a., 2009). Auch in anderen Schädigungsmodellen führt die Beeinträchtigung von PCs zu einer 

gestörten Entwicklung des Kleinhirns, verbunden mit einer verminderten Proliferation und 

zerebellärer Volumenänderung (BELMEGUENAI u. a., 2008; GUO u. a., 2011; MACAULEY u. a., 2008; ZONOUZI 

u. a., 2015). 

 

 
Abbildung 31: Regulatorische Aktivität der Purkinjezellen 
Mögliche gestörte Interaktionswege der Purkinjezelle mit anderen neuronalen Zellen und Gliazellen in der Entwicklung des 
Kleinhirns nach Hyperoxie. 
 

8.7 Ausblick 

Die GABAergen Interneurone (IN) des Kleinhirns werden bei Ratten zum größten Teil postnatal 

angelegt. Die Proliferation der GABAergen IN wird direkt über die Sekretion von SHH durch PCs 

gesteuert (DE LUCA u. a., 2015a, , 2015b). Im adulten Kleinhirn regulieren sie unter anderem die 

Aktivität der PCs (DIZON & KHODAKHAH, 2011). Im Großhirn wird eine Beeinträchtigung der GABAergen 
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IN mit psychologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht (BENES & BERRETTA, 2001; NAKAZAWA u. a., 

2012). Sehr unreif geborene Kinder haben unter anderem ein höheres Risiko für die Ausbildung von 

ADHS im Schulkindalter (LINDSTRÖM u. a., 2011). Pathologien des Kleinhirns bei Kindern, die an ADHS 

leiden, sind bereits dokumentiert (BERQUIN u. a., 1998). Eine mögliche Beeinträchtigung der GABAergen 

IN im Kleinhirn durch Hyperoxie soll im Anschluss an dieser Arbeit fortlaufend untersucht werden. 

Zur Spezifizierung der Schädigung des Kleinhirns durch Sauerstofftoxizität sind weiterführende 

Versuche geplant. Um eine PDGFA-abhängige Schädigung der OPC Entwicklung weiter zu verifizieren, 

wird neonatalen Ratten rekombinantes PDGFA während der Hyperoxie und an den Folgetagen nasal 

appliziert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass kleine Moleküle wie IGF, EGF und BDNF über den 

intranasalen Weg schnell in das Hirngewebe gelangen (JIANG u. a., 2011b; SCAFIDI u. a., 2014; THORNE 

u. a., 2004). Erste Vorversuche mit PDGFA zeigten bereits einen positiven Effekt auf die Entwicklung 

der OPCs. 

Um eine GABA-abhängige Fehlentwicklung weiter zu untersuchen, ist eine Applikation der GABA 

Rezeptor Antagonisten DMCM (methyl-6,7-dimethoxy-4-ethyl-beta-carboline-3-carboxylate) und 

CGP-35348 geplant. DMCM fungiert als Antagonist für den GABA Rezeptor A, CGP-35348 antagonisiert 

den GABA Rezeptor B. So kann die GABA-abhängige Entwicklung des Kleinhirns auch direkt durch 

pharmakologische Manipulation mit dem jeweiligen Rezeptor in Verbindung gebracht werden. 

Zur Identifizierung weiterer involvierter Mechanismen ist eine RNA-Seq zur Detektion des gesamten 

Transkriptoms im Kleinhirn nach der Hyperoxie überlegenswert. So könnte auch der Einfluss 

nichtcodierender RNAs untersucht werden. Micro RNAs (miRNAs) sind an verschiedenen 

regulatorischen Prozessen beteiligt. Auch die neuronale Differenzierung, die Myelinisierung und die 

Reifung von Oligodendrozyten wird durch miRNAs streng reguliert (DUGAS u. a., 2010; IYENGAR u. a., 

2014; LIN u. a., 2014). So könnte auch die Aktivität des SHH-Signalweges über die Regulierung von 

nachgestellten Faktoren durch miRNAs (FERRETTI u. a., 2008) beobachtet werden. Hierbei wäre die 

Vorabisolation der verschiedenen Zellpopulation mittels MACS und die anschließende Isolierung der 

RNA und Aufbereitung für die RNA-Seq empfehlenswert, um möglichen Maskierungen durch andere 

Zellpopulation vorzubeugen. Eine manifestierte Schädigung des Kleinhirns lässt sich auch mittels 

Verhaltenstests beobachten. Die Durchführung des Rotarod-Performance-Tests (JONES & ROBERTS, 

1968) zur Detektion motorischer Defizite und der Einsatz von Miss-step-running-wheels (SCHMITZ u. a., 

2012b) zur Überprüfung des motorischen Lernens würden zusätzlich Informationen über den Grad der 

Beeinträchtigung durch die beobachtete Fehlentwicklung des Kleinhirns geben. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass das antiinflammatorische und antiapoptotische Antibiotikum 

Minozyklin einen positiven Effekt auf die Entwicklung des Kleinhirns sowie der Oligodendrozyten 

ausübt und zusätzlich eine antioxidative Wirkung aufweist (SCHEUER u. a., 2015; SCHMITZ u. a., 2014). 

Minozyklin ist allerdings klinisch nicht anwendbar. Es unterbindet die Mikrogliaaktivität und hat 
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dadurch negative Einflüsse auf die neuronale Entwicklung (UENO u. a., 2013). Vielmehr wäre es 

interessant, die antioxidative Kapazität in diesem frühen Entwicklungsstadium des Kleinhirns mit eher 

harmlosen antioxidativen Substanzen wie Acetylcystein und Melatonin (COLARES u. a., 2016; EFTEKHARI 

u. a., 2016) zu erhöhen. Eine so induzierte Protektion des unreifen Kleinhirns wäre klinisch sehr 

relevant und könnte womöglich Anwendung in klinischen Studien zur Behandlung von sehr unreif 

geborenen Kindern finden. 

Die neuronale Plastizität und die neuronale Verschaltung wird stark von der neuronalen Aktivität 

beeinflusst (FRITSCH u. a., 2010). In einem neuronalen Schädigungsmodell kann die beobachtete 

Beeinträchtigung des Vorderhirns durch gezielte Aktivierung der entsprechenden Areale mit 

Käfiganreicherungen komplett regeneriert werden (KOMITOVA u. a., 2013). Die neuronale Aktivität hat 

auch einen positiven Einfluss auf die Genese von Oligodendrozyten und die Myelinisierung (GIBSON 

u. a., 2014). Eine frühe Förderung der Motorik und des motorischen Lernens durch 

Käfiganreicherungen wäre eine interessante Maßnahme für therapeutische Intervention und würde 

die Relevanz unterstützender Maßnahmen der Kleinhirnentwicklung von sehr unreif geborenen 

Kindern bekräftigen. 
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