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Einleitung

1. Einleitung

Bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen, wie auch beim Glaukom, sind die genauen
Pathomechanismen noch nicht bekannt. Die bisherigen Therapeutika beschranken sich auf
die Linderung der Symptome, wie z.B. die Verringerung des Augeninnendrucks. Dabei
kommt es aber nicht zu einer ursachlichen Behandlung des Glaukoms, sondern zu einer
Verlangsamung des schnellen progressiven Verlaufs der Erkrankung. Daher ist die
Erforschung neuer Therapieansatze notig.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollen neue Therapieansatze zur Neuroprotektion
der Retina erforscht werden.

Sowohl Hypoxie als auch oxidativer Stress spielen in der friihen Pathogenese des Glaukoms
eine grofe Rolle. Diese Mechanismen werden in den beiden etablierten
Degenerationsmodellen der Schweineretinaorgankultur unter Verwendung von CoCl, oder
von H>O, chemisch nachgeahmt. Eine durch CoCl, ausgeldste Hypoxie fuhrt zu einer
erhdhten Apoptoserate der retinalen Ganglienzellen, wodurch diese anschlielend
untergehen (Kuehn 2017). Im zweiten Modell wird oxidativer Stress durch H>O, ausgeldst,
auch in diesem Modell kann dadurch ein Untergang der retinalen Ganglienzellen
herbeigefiihrt werden (Hurst 2017).

Angelehnt an die oben genannten Modelle sollte in den ersten beiden Protektionsstudien die
Wirkung des iNOS-Inhibitors 1400W getestet werden. Hierbei sollte zum einen im
Hypoxiemodell versucht werden, die durch den HIF-Signalweg erfolgte Aktivierung von iNOS
zu hemmen. Zum anderen sollte im Modell des oxidativen Stresses die Aktivierung von iNOS
durch die Mikroglia gehemmt werden. Durch diese Hemmung von iNOS in beiden Modellen
sollte untersucht werden, ob eine Protektion der retinalen Ganglienzellen vor der Zytotoxizitat
von NO, ausgeschittet von iNOS, hervorgerufen werden kann.

Die bereits erwahnten vorangegangenen Studien in der Arbeitsgruppe beziiglich des iINOS-
Inhibitors (10, 100, 200uM) zeigten noch keine Neuroprotektion (Maliha 2017) . Daher wurde
in der vorliegenden Arbeit eine Konzentration von 500 uyM untersucht.

In einer weiteren Studie sollte die potentiell protektive Wirkung von CoenzymQ10 im Modell
des oxidativen Stresses getestet werden. CoenzymQ10 sollte hier wegen seiner
antioxidativen Wirkung eingesetzt werden, um den oxidativen Stress, chemisch ausgelOst
durch Wasserstoffperoxid, zu minimieren, oder gar zu hemmen.

Die potentiell neuroprotektiven Wirkungen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Substanzen wurden durch immunhistochemische Markierungen der retinalen Ganglienzellen
evaluiert. Dabei wurden die retinalen Ganglienzellen mittels anti-Brn3a, anti-NeuN und anti-
RBPMS-Antikérper markiert und anschlieBend durch eine Zellzdhlung ausgewertet.

Hypoxische Zellen wurden mit dem anti-HIF1a-Antikdrper sichtbar gemacht.



Einleitung

Schlussfolgernd sollte mittels potentieller Neuroprotektiva in dieser Arbeit untersucht werden,
ob mit diesen die retinalen Ganglienzellen vor Hypoxie und oxidativem Stress geschutzt
werden konnen um somit einen moglichen Ansatz fur einen klinischen Einsatz der

potentiellen Therapeutika in der Augenheilkunde finden zu kénnen.
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2. Literatur

2.1. Aufbau des Auges der Haussaugetiere

Das Auge der Haussaugetiere wird von auf3en nach innen in drei verschiedene Schichten
eingeteilt, die aufliere Augenhaut (Tunica externa/fibrosa bulbi), die mittlere Augenhaut
(Tunica media/vasculosa bulbi/Uvea) und die innere Augenhaut (Tunica interna
bulbi/Retina).

Die Tunica fibrosa bulbi ist eine derbe, gefallarme Schicht, die sich aus zwei Segmenten
zusammensetzt. Aus dem Kkleineren vorderen Teil, der transparenten Kornea und dem
posterior gelegenen Teil, der weilRen Augenhaut (Sklera). Die Sklera besteht hauptsachlich
aus Kollagen- und Elastinfasern, welche ihr eine hohe Widerstandskraft verleihen. Beim
Fleischfresser und Menschen befindet sich am Ubergang der Sklera zur Kornea eine runde
Umrandung, der Limbus corneae, welcher sich bei den anderen Haussaugetieren oval
darstellt. Genau an dieser Stelle befindet sich ein Gefalnetz, welches fur den Abfluss des
Kammerwassers zustandig ist. Der Rest der Kornea ist frei von Blut- und Lymphgefalien,
jedoch reich an Nervenfasern (Salomon 2020).

Die mittlere Augenhaut wird in drei Abschnitte eingeteilt: Die Aderhaut (Choroidea), der
Strahlenkorper (Corpus ciliare) und die Regenbogenhaut (Iris).

Die Choroidea besteht aus einem Netz von Gefalen und ist funktionell von grolRer
Bedeutung, da dieses Gefalinetz direkt der Retina aufliegt und sie ernahrt. Die Verbindung
des Pigmentepithels der Retina mit der Choroidea wird durch die Bruch’sche Membran
hergestellt (Stades 2006). In der Choroidea befindet sich bei den meisten Haussaugetieren,
jedoch nicht beim Schwein und beim Menschen, ein lichtreflektierender Bereich, das
Tapetum lucidum. In diesem Bereich ist das Pigmentepithel der Retina nicht pigmentiert. Die
Besonderheit am Tapetum lucidum ist, dass das einfallende Licht durch in ihm eingelagerte
Kristalle reflektiert wird und somit die Photorezeptoren ein zweites Mal erregt werden
konnen. Dies ermdglicht ein verbessertes Sehen im Dunkeln (Deeg 2010; Liebich 2012).

Der Strahlenkorper bildet eine Verdickung rund um die Linse, geht vorne in die Iris Gber und
sitzt der Sklera bis an die Ora serrata auf. Dieser ist an der Bildung des Kammerwassers und
dessen Abgabe in die hintere Augenkammer beteiligt, welches dann Uber die Pupille auch in
die vordere Augenkammer gelangt. Vom Strahlenkorper aus gehen die Zonulafasern ab, die
den Aufhangeapparat der Linse bilden. Zudem setzt am Strahlenkdrper der Musculus (M.)
ciliaris an, welcher fur die Akkommodation der Linse verantwortlich ist (Salomon 2020).

Die Iris schliel®t sich direkt dem Strahlenkdrper an und teilt das Auge in die vordere und
hintere Augenkammer. Durch die Iris wird die Pupille gebildet. Eine Verengung (Miosis) oder
Erweiterung (Mydriasis) der Pupille entsteht dabei durch die sich in ihr befindlichen M.

sphincter pupillae und M.dilatator pupillae. Die Farbe der Iris ist individuell unterschiedlich.
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Die innere Augenhaut, die Retina, besteht aus zwei Anteilen: einem blinden Anteil (Pars
caeca retinae), welcher direkt hinter der Iris und dem Strahlenkérper liegt und keine
Photorezeptoren enthdlt und einem lichtempfindlichen Teil, der Pars optica retinae. Der
lichtempfindliche Anteil der Retina liegt an der Hinterwand des Glaskdrpers. Dieser Teil
enthalt Photorezeptoren. Den Ubergang der beiden Retinaanteile ineinander wird Ora
serrata genannt (Liebich 2012).

Die Retina stellt einen vorgelagerten Teil des Gehirns dar, mit welchem sie Uber den Nervus
(N.) opticus verbunden ist. Beide Teile der Retina bestehen aus einem Aul3en- und einem
Innenblatt, welche bei der Pars optica retinae deutlicher ausgepragt sind. Die beiden Blatter
sind das einschichtige, auRere Pigmentepithel und das mehrschichtige, innen liegende
Stratum nervosum. Beide Schichten sind nur an zwei Punkten fest fixiert, im Bereich der Ora
serrata und im Bereich des Nervenkopfes des N. opticus, was klinisch von Bedeutung ist.
Durch groRe Mengen an Melanineinlagerungen erhalt das Pigmentepithel seine dunkle
Farbung. Dieses Epithel ist unter anderem (u.a.) fur die Blut-Retina-Schranke verantwortlich.
Der Sehnerv entspringt zentral in der Mitte der Retina und bildet hier die Sehscheibe oder
den blinden Fleck, an dieser Stelle befinden sich keine Rezeptorzellen (Salomon 2020). Uber
diesem Bereich befindet sich bei Pferd, Schwein und Wiederkauer die Area centralis
striaeformis, welche sich als heller Streifen darstellt. Diese dient dem monokuldren Sehen
und ist durch ein erhéhtes Aufkommen von Zapfen und Nervenzellen des 1. und 2. Neurons
gekennzeichnet ( Liebich 2012; Beltran 2017). Einige Millimeter temporal vom blinden Fleck
entfernt, liegt die Area centralis retinae, die Stelle des scharfsten Sehens (Liebich 2012).

Die vordere und hintere Augenkammer stehen Uber die Pupille miteinander in Kontakt und
sind beide mit Kammerwasser gefiullt. Im Augeninneren befinden sich zudem noch der
Glaskorper und die Linse.

Nachdem das Licht die Kornea passiert hat, durchbricht es die vordere Augenkammer. Diese
wird nach anterior von der Kornea und nach posterior von der Vorderflache der Iris begrenzt.
Der in ihr befindliche Iridocornealwinkel ist fur den Kammerwasserabfluss und somit fur die
Regulation des Augeninnendrucks von grof3er Bedeutung. Die hintere Augenkammer wird
von der Hinterflache der Iris, dem Corpus ciliare, den Zonulafasern, der Vorderflache der
Linse und der Vorderfliche des Glaskérpers umschlossen. Hier wird, wie oben bereits
erwahnt, das Kammerwasser vom Ziliarepithel gebildet. Die Verbindung der vorderen und
hinteren Augenkammer stellt die Pupille dar. Weiter posterior befindet sich der
Glaskorperraum, welcher zwischen der Hinterflache der Linse, dem hinteren Teil des Corpus
ciliare, den Zonulafasern und der Retina liegt und vollstandig vom Glaskorper ausgefllt wird.
Der Glaskorper (Corpus vitreum) besteht aus einer gallertigen, wassrigen Masse und wird

durch die Linse im vorderen Bereich eingedellt. Die Funktion des Glaskdrpers besteht vor



Literatur

allem darin, den Metabolismus der Retina und den intraokuldren Druck zu steuern.
Aullerdem ist er an der Brechung des einfallenden Lichtes beteiligt.

Die Linse ist transparent und steht durch die Zonulafasern mit dem Ziliarkdrper in Kontakt.
Die Linsenkapsel ist aulerst dehnungsfahig, was fir die Akkommodation der Linse von
groBer Bedeutung ist. Im Inneren der Linse befinden sich die regelmallig angeordneten
Linsenfasern. Jede Anderung des Metabolismus oder der Anordnung dieser Fasern kann zur
Tribung der Linse (= grauer Star) fihren (Salomon 2020) (Abbildung 1).

Ora serrata
A

Sklera

Limbus —_
_—~ Retina

Iris —

Pupille —/ Corpus vitreum

Cornea
Linse —

[

Camera anterior — —— Nervus opticus

bulbi

Camera posterior

bulbi Macula caeca

Angulus iridocornealis Corpus ciliare Choroidea

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Auges der Hausséaugetiere.

Am Auge werden drei Schichten unterschieden, die duf3ere Augenhaut, die mittlere Augenhaut und
die innere Augenhaut (Retina). Die dul3ere Augenhaut besteht aus zwei Anteilen, der Sklera und der
transparenten Kornea. Den Ubergang der beiden Anteile ineinander nennt man Limbus corneae. Bei
der mittleren Augenhaut unterscheidet man Choroidea, Corpus ciliare und Iris. Das Corpus ciliare liegt
auf der Sklera und verlauft auf dieser nach anterior bis zur Iris uns nach posterior bis zur Ora serrata.
Zudem bildet das Corpus ciliare (iber die Zonulafasern den Aufhdngeapparat der Linse. Die Iris bildet
die Pupille. Das Augeninnere wird in die vordere (Camera anterior bulbi) und hintere Augenkammer
(Camera posterior bulbi), sowie den Glaskérperraum eingeteilt. In der vorderen Augenkammer
befindet sich der flir den Kammerwasserabfluss wichtige Iridocornealwinkel (Angulus iridocornealis).
Die hintere Augenkammer wird begrenzt von der Hinterflache der Iris, der Vorderfldche der Linse, dem
Corpus ciliare und der Vorderflache des Glaskérpers. Der Glaskdrper befindet sich im weiter posterior
gelegenen Glaskérperraum (modifizierte Abbildung nach F.-V. Salomon, 2020).

2.2. Histologie der Retina

Die Aufgabe der Retina besteht darin, die elektromagnetische Energie des Lichtes in
elektrochemische Energie umzuwandeln und anschlieRend an das Gehirn weiterzuleiten.

Dazu muss der Reiz zunachst die gesamte Retina passieren. Ausgehend von den
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Photorezeptorzellen wird das Signal Uber die Amakrin- und Bipolarzellen bis hin zu den
Ganglienzellen geleitet. Nach Erreichen der retinalen Ganglienzellen wird das Signal Uber
deren Axone, vereinigt zum N. opticus, zum Gehirn weitergeleitet, um dort weiter verarbeitet
zu werden (Deeg 2010).

Die Retina besteht aus zwei Teilen, der Pars caeca und der Pars optica. Der
lichtunempfindliche Teil liegt im vorderen Augenabschnitt und geht an der Ora serrata in den
lichtempfindlichen Teil Uber. Die Pars optica besteht aus zwei Blattern, dem Stratum
nervosum und dem Stratum pigmentosum (Ulfig 2005).

Das Stratum pigmentosum, oder Pigmentepithel, liegt zwischen der Bruch’schen Membran,
der Aderhaut und der Photorezeptorschicht des inneren Blattes der Retina. Dieses ist im
Bereich der Ora serrata und des Discus nervi optici fest mit dem Stratum nervosum
verbunden (Liebich 2012). Die Aufgabe des Pigmentepithels besteht darin, das einfallende
Licht zu absorbieren, Melanin zu synthetisieren, Rhodopsin zu erneuern, Vitamin A zu
speichern, den Metabolismus der Stabchen und Zapfen 2zu steuern, sowie
Stoffwechselprodukte zu transportieren (Salomon 2020).

Das Stratum nervosum stellt einen vorgelagerten Teil des Gehirns dar, dessen Verbindung
der N. opticus ist. Der Lichtreiz wird hier von drei hintereinander geschalteten Neuronen,
Photorezeptoren, bipolaren Nervenzellen, Ganglienzellen und den Interneuronen verarbeitet.
Als Interneurone fungieren Horizontal- und Amakrinzellen. Zusatzlich enthalt die Retina noch
Gliazellen, die sog. Muller-Zellen, welche die komplette Retina durchziehen und fur den
Zusammenhalt der Schichten sorgen. Die Retina besteht insgesamt aus neun Schichten,
wobei zwischen zellkernhaltigen und zellkernarmen Schichten unterschieden wird (Abbildung
2).

Die auRerste Schicht bildet die Photorezeptorschicht (PRL), welche aus zwei Typen von
Photorezeptoren, den Stabchen und Zapfen, besteht. Die Stabchen sind flr das Erkennen
von Helligkeitsunterschieden verantwortlich, wobei die Zapfen das Erkennen von Farben
ermoglichen. Als nachstes folgt die aullere Gliagrenzschicht. Diese stellt die Verbindungen
zwischen den Photorezeptorzellen und den Miller-Zellfortsatzen dar. In der aufieren
Kornerschicht befinden sich die Zellkérper der Photorezeptorzellen. Die aufiere plexiforme
Schicht stellt eine Schicht aus Synapsen zwischen den Fortsatzen der Photorezeptoren und
den Fortsatzen der Bipolar- und Horizontalzellen dar. Die Zellkérper der Bipolarzellen
befinden sich in der inneren Kornerschicht, wo sich auch im Randbereich die Zellkorper der
Horizontal- und Amakrinzellen befinden. Die innere plexiforme Schicht besteht aus Synapsen
zwischen den Fortsatzen der Bipoar- und Amakrinzellen und denen der retinalen
Ganglienzellen (RGZ). Die Perikaryen der retinalen Ganglienzellen befinden sich in der

nachfolgenden Ganglienzellschicht. In der Nervenfaserschicht sind die Axone der
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Ganglienzellen enthalten. Es folgt die innere Gliagrenzschicht, welche die Enden der
Millerzellfortsatze und die Basallamina enthalt (Ulfig 2005).

Ferner werden noch zwei wichtige Gebiete in der Retina unterschieden. Zum einen die Area
centralis retinae, die Stelle des scharfsten Sehens. Beim Menschen wird dieser Bereich
Fovea centralis retinae genannt, welche wegen ihrer gelblichen Farbung auch Makula lutea
heil3t. Diese gelbe Pigmetierung fehlt den Haussaugetieren (Liebich 2012). Somit fehlt dem
Schwein eine mit dem Menschen vergleichbare Makula, jedoch befindet sich auch beim
Schwein am visuellen Streifen an der Area centralis retinae eine erhdhte Zapfendichte
(Chandler 1999). An dieser Stelle kdnnen die Zapfen 1:1 mit den Ganglienzellen verschaltet
werden (Ulfig 2005; Liebich 2012). Die Haufigkeit der Zapfen nimmt mit Entfernung zur
Makula ab.

Als zweite wichtige Stelle ist der blinde Fleck, oder Discus nervi optici zu nennen, welcher
eine rundliche Struktur besitzt und keine Rezeptorzellen enthélt. An dieser Stelle laufen die
Axone der Ganglienzellen zum N. opticus zusammen, welche nach Durchtritt durch die

Sklera mit einer Myelinscheide umgeben werden (Ulfig 2005).

Ganglienzellen

Amakrinzellen

Bipolarzellen
Horizontalzellen

Photorezeptorzellen

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Retina

Nachdem ein Lichtreiz das RPE durchdrungen hat, wird der Reiz durch die Photorezeptoren
aufgenommen. Die Zellkérper der Photorezeptorzellen liegen in der &uBeren Kérnerschicht (ONL),
wohingegen das Signal in der dulBeren plexiformen Schicht (OPL) an die Bipolar-und Amakrinzellen
weitergegeben wird. In der inneren Kérnerschicht (INL) liegen die Zellkérper der Bipolarzellen, welche
dann (ber weitere Synapsenverbindungen das Signal an die Amakrin- und Ganglienzellen
weitergeben. Diese Verschaltung findet in der inneren plexiformen Schicht (IPL) statt. Die Zellkbrper
der retinalen Ganglienzellen befinden sich in der Ganglienzellschicht (GCL). Von dort aus gelangt das
Signal Ulber die Axone der retinalen Ganglienzelen, welche in der Nervenfaserschicht (NFL)
zusammenlaufen, und schliel3lich den N.opticus bilden, zum Gehirn.

NFL= Nervenfaserschicht; GCL= Ganglienzellschicht; IPL= innere plexiforme Schicht; INL= innere

Kornerschicht; OPL= &dul3ere plexiforme Schicht; ONL= &ulRere Kbrnerschicht; PRL= Photorezeptor
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Schicht, RPE= retinales Pigmentepithel (modifizierte Abbildung nach Welsch, U., Lehrbuch Histologie
(2006), Kapitel 17.2, Sehorgan, Abb.17-26: Neuronale Elemente der Retina).

2.2.1. Retinale Ganglienzellen und deren Markierung

Die retinale Ganglienzelle ist als Zelle definiert, deren Axon einen Anteil des N. opticus
bildet. Die Gesamtheit der Axone aller retinalen Ganglienzellen bilden somit, vereinigt zum
N. opticus, die Verbindung vom Auge zum Gehirn (Hughes 1975). Retinale Ganglienzellen
besitzen viele morphologische und funktionelle Unterschiede. Bis heute wurden ungefahr 20
Ganglienzellpopulationen nachgewiesen, wobei jede Population noch Subpopulationen
aufweist (Roska 2014). Morphologisch gemeinsam haben sie jedoch einen grof3en hellen
Zellkern und ein organellenreiches Zytoplasma (Welsch 2006). Zusatzlich verzweigen sich
ihre Dendriten in der inneren plexiformen Schicht, sie setzen Glutamat als Neurotransmitter
frei und die Zellkérper befinden sich in der Ganglienzellschicht (Sanes 2015).

Ein molekularer Nachweis der retinalen Ganglienzellen ist u.a. durch die in dieser Arbeit
verwendeten Marker Brn-3a (Brain-specific homeobox domain protein 3A) und RBPMS (RNA
binding Protein with multiple splicing) méglich. NeuN (Neuronal nuclear protein) kann als
nicht spezifischer Ganglienzellmarker eingesetzt werden.

Brn-3a ist ein Transkriptionsfaktor der POU4-Klasse und wird sowohl in sensorischen
Neuronen der Retina, als auch im zentralen Nervensystem exprimiert (Fedtsova 1995).
Transkriptionsfaktoren der POU-4-Klasse sind durch das Vorhandensein einer DNA-
bindenden POU-Domane gekennzeichnet und spielen eine wichtige Rolle in der neuronalen
Differenzierung, dem Uberleben und der Entwicklung der Zellen des zentralen und des
peripheren Nervensystems (Zou 2012). Da es sich um einen Transkriptionsfaktor handelt,
stellt sich Brn-3a nach immunhistochemischer Farbung nur im Nukleus dar (Nadal-Nicolas
2009). Da Brn-3a somit auch in den retinalen Ganglienzellen exprimiert wird, gilt dieser als
spezifischer Ganglienzellmarker (Xiang 1995). In dieser Arbeit wurde zunachst der Marker
Anti-Brn-3a aus der Ziege verwendet. Da die Produktion dieses Markers der Firma Santa-
Cruz Biotechnology jedoch eingestellt wurde und der Marker Anti-Brn3a aus der Maus nicht
mit den Zellen der Schweineretina interagiert, wurde bis zur Etablierung des Markers
RBPMS auf der Schweinretina der unspezifische Ganglienzellmarker NeuN verwendet.
NeuN ist ein Protein, welches im Zellkern und Zytoplasma der meisten Neurone im zentralen
Nervensystem lokalisiert ist (Gusel'nikova 2015).

RBPMS ist das ,RNA-binding protein with multiple splicing® und gilt als spezifischer
Ganglienzellmarker, der aul3er retinalen Ganglienzellen nur noch Zellen des Herzens, der
Niere, der Leber und Lunge anfarbt. RBPMS-Gene sind u.a. an der Regulation der

Genexpression, an der posttranskriptionellen Modifizierung und an der Regulierung der
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Translation beteiligt. Bei einer immunhistochemischen Farbung stellt sich RBPMS also

sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma dar (Kwong 2010).

2.3. Das Glaukom bei Hund und Katze

2.3.1. Definition und Klassifizierung

Das Glaukom ist eine heterogene Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen, welche zur
Exkavation und Atrophie des Discus nervi optici, sowie zum Verlust retinaler Ganglienzellen
fuhren und somit zu einem progressiven Visusverlust fihrt (Flanagan 1998).

Beim Menschen ist das Glaukom eine der haufigsten Ursachen fiir irreversible Erblindung
weltweit, hier betragt die globale Pravalenz bei einem Alter von 40-80 Jahren 3,45 % (Tham
2014). Dies trifft auch fiir die Haussaugetiere zu (Ofri 2007). Bei diesen kommt das Glaukom
vor allem bei Klein- und Heimtieren vor, hier insbesondere beim Hund und seltener bei der
Katze (Schmidt 2020).

Aufgrund des multifaktoriellen Geschehens dieser Erkrankung ist eine exakte Klassifizierung
schwer. Sowohl die mdégliche Ursache als auch die gonioskopische Beschaffenheit des
Iridocornealwinkels und das Stadium der Erkrankung kénnen zur Klassifizierung des
Glaukoms herangezogen werden (Pizzirani 2015).

Bei der ursachlichen Einteilung werden das primdre und das sekundare Glaukom
unterschieden. Das primare Glaukom ist als Erkrankung gekennzeichnet, bei dem keine
gleichzeitigen oder vorangegangenen Augenerkrankungen vorliegen und das Glaukom somit
spontan aus unbekannten intrinsichen Grinden entsteht (Pizzirani 2015; Nell 2017). Zudem
sind beim primaren Glaukom immer beide Augen betroffen, obwohl diese nicht zum gleichen
Zeitpunkt betroffen sein mussen. Zwischen der Diagnose des Glaukoms in beiden Augen
kénnen Monate bis Jahre liegen (McLellan 2011; Pizzirani 2015).

Beim primdren Glaukom kann es sich um ein congenitales Glaukom, ein
Winkelblockglaukom oder ein Offenwinkelglaukom handeln. Beim congenitalen Glaukom
kommt es zu einer schweren Form des Glaukoms, welches bei der Katze von Geburt an
besteht oder aber erst im mittleren oder fortgeschrittenen Alter der Katze zu klinischen
Symptomen fiihrt (McLellan 2011). Beim Hund treten klinische Symptome in der Regel direkt
nach der Geburt oder in den ersten Lebensmonaten auf (Pizzirani 2015).

Die Klassifizierung zwischen Offenwinkelglaukom oder Winkelblockglaukom geschieht
anhand der Beschaffenheit des Iridocornealwinkels (Nell 2017). Der Iridocornealwinkel
befindet sich in der vorderen Augenkammer und grenzt sich von dieser durch ein
bindegewebiges Trabekelwerk zwischen Margo ciliaris der Iris und dem peripheren Anteil der
Kornea ab. Dieser Winkel ist fir den Kammerwasserabfluss und die Regulation des

Augeninnendrucks essentiell (Salomon 2020).
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Das Offenwinkelglaukom wird bei normal weitem Kammerwinkel Weitwinkelglaukom, bei
einem zu engen Kammerwinkel Engwinkelglaukom genannt (Nell 2017). Grundsatzlich ist
beim Offenwinkelglaukom der Winkel zwischen der Iris und der Kornea, also die Stelle an
der das Trabekelwerk das Kammerwasser filtert, offen (Gupta 2016). Beim Menschen ist das
Offenwinkelglaukom die haufigste Glaukomform und kommt in Europa und den USA bis zu
sieben Mal haufiger vor als das Winkelblockglaukom (Quigley 2006). Ebenso ist das
Offenwinkelglaukom die haufigste Primarglaukom-Erkrankung bei der Katze, obwohl bei
dieser ein Primarglaukom grundsatzlich nur sporadisch vorkommt (McLellan 2011; Pizzirani
2015). Hunde sind im frihen Stadium des Offenwinkelglaukom meist gonioskopisch normal,
wobei sich im Verlauf der Zeit der Kammerwinkel durch zu hohen intraokularen Druck (IOD)
immer mehr schlief3t (Pizzirani 2015).

Das Winkelblockglaukom kommt vor allem beim Hund vor und ist gekennzeichnet durch den
Zusammenbruch des Kammerwinkels und der Ziliarspalte, wodurch es zu einer Obstruktion
des Abflusses des Kammerwassers kommen kann (Ahram 2014). Beim Hund wird eine
genetische Disposition vermutet, wobei Cocker Spaniel und Bassets vermehrt betroffen sind
(Gelatt 2004).

Ein Primarglaukom ohne morphologische Veranderungen im Kammerwinkel ist bei Beagles
unter Laborbedingungen bekannt (Schmidt 2020). Beim Menschen kommt es allerdings bei
bis zu 30% der Patienten zu einem sog. Normal- oder friher Niederdruckglaukom (Song
2014). Ob ein Normaldruckglaukom auch bei Hunden vorkommt, ist bisher noch nicht geklart
(Trick 1993; Komaromy 1998; Ofri 2007). Eine Besonderheit bildet jedoch die Katze. Bei
dieser ist beim Offenwinkelglaukom der IOD meist nur moderat erhdht oder fluktuierend, was
die klinische Diagnose erschwert. Es kommt zu einem verringerten Pupillarreflex und einer
Dilatation der Pupille resultierend aus dem Verlust retinaler Ganglienzellen und dem
Schaden des N. opticus (McLellan 2011).

Das sekundare Glaukom entsteht im Anschluss an andere okulare oder systemische
Erkrankungen. Hierbei kommt es zu einer Obstruktion des Kammerwasserabflusses durch
einen oder mehrere Mechanismen. Eine Verlagerung von benachbarten Strukturen oder ein
direkter Verschluss des Iridocornealwinkels bzw. der Pupille sind moglich. An der Pupille
kann beispielsweise sowohl die Linse als auch der Glaskérper, sowie Neoplasien und
Entziindungen fir einen Verschluss sorgen. Auch der Kammerwinkel kann durch ebensolche
Veranderungen verschlossen werden. (Pumphrey 2015). Auf Grund dessen kann sich das
sekundare Glaukom sowohl nur in einem als auch bei systemischen Prozessen in beiden
Augen manifestieren. Bei der Katze ist dieses die haufigste Form eines Glaukoms, meist
ausgelost durch eine Neoplasie oder eine Uveitis am betreffenden Auge. Andere Ursachen
kénnen ein Trauma, intraokulare Blutungen oder eine Linsenluxation sein. Eine

Linsenluxation ist allerdings bei der Katze eher selten und vermehrt beim Hund anzutreffen
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(McLellan 2011). Bei der Katze ist zusatzlich noch das selten vorkommende maligne
Glaukom zu nennen, bei dem es vermutlich durch Anomalien im vorderen Glaskorper zu
einer wassrigen Akkumulation in diesem kommt. Folglich kommt es zu einer vermehrten
Ausdehnung des Glaskorpers, wodurch die Linse und die Iris verlagert werden konnen. Die
Ziliarspalte kollabiert und der IOD steigt (Esson 2015). Beim Hund sind als Ursachen fir das
sekundare Glaukom Uveitis, Linsenluxation, Katarakt, Kataraktoperationen, retinale

Ablésung und Neoplasie zu nennen (Pumphrey 2015).

2.3.2. Pathogenese und Klinik

Die Pathogenese des Glaukoms ist multifaktoriell und noch nicht vollstandig erforscht
(Agarwal 2009). Eine Rolle spielen vor allem der erhohte intraokulare Druck, das Alter,
genetische Faktoren, Umweltfaktoren und vaskuldre und immunologische Faktoren. Das
Endstadium des Glaukoms ist die glaukomatése Optikusneuropathie, welche durch die
Apoptose der retinalen Ganglienzellen, Gliazell-Aktivation, Gewebsumbildung und
Veranderungen im Blutfluss charakterisiert ist (Pizzirani 2015). Fur die Entstehung von
glaukomatdsen Schaden gibt es unterschiedliche Theorien.

Die mechanische Theorie geht davon aus, dass durch den erhéhten 10D die Lamina cribrosa
der Sklera so gedehnt wird, dass deren Poren, durch die die Axone der retinalen
Ganglienzellen zum N. opticus zusammen laufen, so verandert werden, dass es zu einer
irreparablen Schadigung der Axone kommt (Yan 1994). Zudem werden bei
Druckanderungen die Mechanorezeptoren der ruhenden Astrozyten erregt, wodurch diese in
ihre aktivierte Form Uberfuhrt werden, was zu einer Gliose flhrt (Brooks 1999). In einem
anderen Erklarungsansatz der mechanischen Theorie flhrt ein erhdhter 10D zu einem Druck
auf okulare Blutgefale, wodurch die Perfusion des okuldren Gewebes beeintrachtigt wird.
Die vaskulare Hypothese geht von einer primaren Ischamie und somit Hypoxie des Gewebes
aus. Durch die Ischadmie und die sich anschlieRenden Reperfusionsschaden kommt es in
Folge zu einer Gewebeumbildung, welche ihrerseits den Abfluss des Kammerwassers
behindert (Flammer 2002).

Sowohl die Mechanismen der vaskularen, als auch die der mechanischen Theorie konnen zu
einem Schaden der retinalen Gaglienzellen flihren. Finale Ausloser fir diesen Zelluntergang
kénnen sowohl oxidativer Stress, als auch mitochondriale Dysfunktion, Gliazell-Aktivierung,
Gewebsumbildung, Glutamat-Exzitotoxizitat, immun-vermittelte Mechanismen und Entzug
von Neurotrophinen sein (Pizzirani 2015).

Die mitochondriale Dysfunktion entsteht u.a. dadurch, dass die Mitochondrien bei
zunehmendem Alter nicht mehr komplett in der Lage sind, reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
abzubauen. Somit kommt es bei gesteigertem Alter zu einem Ungleichgewicht in der Redox-

Kette. Gerade Neuronen sind betroffen, da diese eine sehr hohe metabolische Rate
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aufweisen und daher besonders viele Mitochondrien zur Generierung von ATP besitzen. Bei
der Energiegewinnung kommt es auch unter physiologischen Umstanden zur Bildung von
ROS, welche unter anderem wichtig fir Signalkaskaden sind. Kommt es jedoch zu einem
Ungleichgewicht in der Redox-Kette, kann dies zu einem hohen Verlust von Neuronen
fuhren. ROS akkumulieren, was wiederum zu oxidativem Stress fUhrt. Im physiologischen
Zustand hat jede Zelle genligend Antioxidantien um dem oxidativen Stress zu entgehen. Im
fortgeschrittenen Alter nimmt diese Kapazitat ab, dadurch fallen vermehrt reaktive
Sauerstoffspezies und reaktive Stickstoff Spezies an. Diese flhren zu Schaden an
mitochondrialen und zellularen Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren der Zelle und zu
inflammatorischen Prozessen (Cui 2012).

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiger Vertreter der RNS. Bei hohen Konzentrationen von
NO kommt es zu Zell- und Gewebeschaden. Zusatzlich wird Endothelin-1 aus Gliazellen
freigesetzt, welches zu einer vasospastisch bedingten Hypoxie fihrt (Haefliger 1999;
Kallberg 2002). Beide Molekile, NO und Endothelin-1, wurden bei Hunden mit einem
Winkelblockglaukom nachgewiesen (Kallberg 2002; Pizzirani 2015).

Klinisch aufert sich das Glaukom vor allem (v.a.) in der sog. Glaukom-Trias. Hier kommt es
zu einem geroteten Auge, weiter Pupille und erhéhtem 10D (Nell 2017). Bei der Katze kann
es aufgrund ihrer diinneren Sklera bei einem hohen 10D zu einem Buphthalmus mit dadurch
verbundener Verminderung des Lidschlusses und deren Folgen kommen. Im Vergleich zum
Hund ist das Auge der Katze jedoch nicht so anfallig fur glaukomatdse Schaden. Auch ein
korneales Odem, verminderte Reflektion des Tapetum lucidum und Verminderung der Dicke
der Retina tritt nicht so oft auf wie beim Hund. Eine weitere Besonderheit ist, dass der feline
Discus nervi optici selbst bei der gesunden Katzen leicht eingedellt erscheint (McLellan
2011). Weitere klinische Symptome beim Hund sind z.B. Lichtscheue, Lakrimation, Apathie,
Hyperamie der konjunktivalen und zilidaren Gefalte, Korneadédem, getribtes Kammerwasser,
druckbedingte Irisatrophie, verzégerter bis unvollstandiger Pupilliarreflex, Subluxation oder
Luxation der Linse und final Netzhautatrophie und Exkavation des N. opticus bis zum
vollstandigen Visusverlust (Nell 2017; Schmidt 2020).

2.3.3. Diagnose und Therapie

Die Diagnose erfolgt anhand der oben genannten klinischen Anzeichen und der nachfolgend
beschriebenen Methoden. Am besten eignet sich eine Gonioskopie, also die Untersuchung
des Kammerwinkels (Nell 2017). Aufgrund der oft schon weit klinisch fortgeschrittenen
Symptome des zuerst betroffenen Auges, ist dieses meist schwer zu untersuchen. Daher
sollte zur Untersuchung das gesund erscheinende Auge mit herangezogen werden (Pizzirani
2015). Auch eine Tonometrie sollte durchgefuhrt werden (Nell 2017). Wichtig ist hierbei zu

wissen, dass beim Katzenauge Fluktuationen des IOD vorkommen kénnen. Dies ist von
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mehreren Faktoren abhangig, hierzu zahlen Stress bedingter erhéhter IOD und héherer IOD
wahrend des Ostrus der Katze. Dariiber hinaus haben sehr junge und alte Katzen einen
deutlich geringeren 10D (McLellan 2011).

Falls eine Therapie des mit einem Primarglaukom betroffenen Auges eines Haussaugetieres
noch sinnvoll erscheint und nicht bereits eine Enukleation in Betracht gezogen wird, sollte
zunachst die Senkung des Augeninnendrucks im Vordergrund stehen. Dies kann durch die
medikamentése Verbesserung des Kammerwasserabflusses geschehen. Hierflr eigenen
sich Miotika, Adrenergika, Prostaglandine und Prostamide. Des Weiteren ist es mdglich tUber
Carboanhydrasehemmer oder a>—Agonisten die Kammerwasserproduktion zu hemmen.
AulRerdem ist eine Osmotherapie und bei zusatzlicher Entzindung eine
Entzindungshemmung moglich. Diese medikamentdsen Therapieansatze sind in der Regel
allerdings nicht zur dauerhaften Druckregulierung geeignet. Daher sollte, solange der Visus
des betroffenen Auges noch erhalten ist, eine Operation in Betracht gezogen werden. Als
einzige visuserhaltende Operation wird die transsklerale Destruktion des Ziliarkérpers
angesehen. Alle anderen Methoden fiihren durch Vernarbungen und Entziindungen nur zu
vorubergehender Besserung. Bei blinden Augen sollte aus ethischer Sicht eine Enukleation
vorgenommen werden. Beim Sekundarglaukom richtet sich die Therapie nach der
Grunderkrankung, liegt z.B. eine Linsenluxation mit anschlieBendem Sekundarglaukom vor,
sollte zunachst eine Linsenextraktion durchgefuhrt werden (Nell 2017).

Da jedoch bei vielen Patienten der Sehverlust trotz Kontrolle des intraokuldren Drucks
fortschreitet, sollten die genauen molekularen Mechanismen weiter erforscht werden, um
schlieBlich Therapien entwickeln zu koénnen, die direkt die betroffenen retinalen

Ganglienzellen schutzen (Grozdanic 2010).

2.4. Schweineretina-Organkulturmodell

Es gibt verschiedene Modelle zur Untersuchung der Retinadegeneration, eines davon ist die
in dieser Arbeit verwendete Organkultur. Diese bietet eine gute Alternative zu den anderen
beiden Ublichen Modellen, dem Tierversuch und der Zellkultur.

Bisher werden zur Erforschung retinaler Degeneration meist Tiermodelle eingesetzt. Hierflr
eigenen sich besonders gut Nager, wie Ratten und Mause, u.a. wegen ihrer hohen
Reproduzierbarkeit. Die verwendeten Tiere stammen aus Inzuchtlinien, wodurch diese ein
sehr ahnliches Genom aufweisen. Daher haben alle Tiere ahnliche Voraussetzungen fir die
Versuche. Ein grofer Nachteil ist jedoch, dass das Nager-Auge dem menschlichen Auge
zwar im Aufbau ahnelt, es jedoch auch wichtige Unterschiede gibt. Zum einen besitzen
Nager einen sehr kleinen Glaskorper, hier gibt die groRe Linse dem Auge Stabilitat (Skeie

2011). Zum anderen ist das Nagerauge verglichen mit dem menschlichen Auge sehr klein.
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Vorteil des Tiermodells ist, dass die Versuche in vivo stattfinden und daher die Effekte der
Neurodegeneration im gesamten Tier untersucht werden kénnen.

Bei einer Organkultur werden Teile oder gesamte Organe eines getbteten Tieres entnommen
und in vitro kultiviert (Gstraunthaler 2013). Die in dieser Arbeit verwendeten Schweineaugen
sind dem menschlichen Auge deutlich ahnlicher. Beispielsweise entspricht die Grofe des
Auges in etwa der des menschlichen Auges, was ebenso einen groflen Glaskdrper bedingt.
Darlber hinaus besitzt das Schwein zwar keine echte Makula, aber eine Area centralis
retinae (visueller Streifen), an der die Zapfen-Dichte deutlich erhéht ist (Chandler 1999;
Hendrickson 2002).

In einer Organkultur wird ein Stlick der Retina im gesamten Zellverbund enthommen, was
zwar einen Kklaren Vorteil gegenuber der Zellkultur darstellt, jedoch auch zu
Degenerationsmechanismen in der entnommenen Probe flihrt. Ein weiterer Nachteil ist, dass
eine optimale Versorgung der Retina durch Abtrennung des Sehnervs und von dem
Pigmentepithel nicht gewahrleistet werden kann. Auch ist die Kultivierungsdauer begrenzt
(Bell 2016; Kuehn 2016). Diese ist jedoch ausreichend, um neurodegenerative Effekte wie
z.B. die durch Kobaltchlorid (CoCl.) oder Wasserstoffperoxid (H202) untersuchen zu kénnen.
Sowohl die Kultivierung mit CoCl;, als auch mit HxO, sind etablierte
Neurodegenerationsmodelle der Schweineretina-Organkultur (Hurst 2017; Kuehn 2017).
Daruber hinaus mussen fur die Organkultur der Schweineretina keine Tiere gezlchtet,
gehalten und im Anschluss an die Versuche euthanasiert werden. Die Schweineaugen
werden namlich als Nebenprodukt vom Schlachthof bezogen. Somit sind die Versuche mit
Schweineaugen gut reproduzierbar und kostengunstig. Darlber hinaus werden schmerzhafte
Behandlungen der Tiere, wie bei in vivo Versuchen vermieden (Kuehn 2016).

Ein weiteres Modell zur Untersuchung der Retinadegeneration ist die bereits erwahnte
Zellkultur. Unterschieden werden die primare und die sekundare Zellkultur.

Bei der primaren Zellkultur handelt es sich um eine Zellkultur, bei der das Gewebe zunachst
prapariert wird, um dann den gewinschten Zelltyp zu selektieren und anschlieRend zu
kultivieren. Diese selektierten Zellen haben jedoch eine begrenzte Lebensdauer (Schmitz
2011).

Bei der sekundaren Zellkultur werden die Zellen einer primaren Kultur vermehrt, subkultiviert
und auf Proliferation selektiert, sodass diese zu permanenten Zellkulturen werden kénnen.
Diese Fahigkeit zum permanenten Wachstum ist sehr wahrscheinlich abhangig von der
genetischen Variabilitat der jeweiligen Zellen (Freshney 2015).

Ein Beispiel hierfir ist die RGC-5 Zelllinie. Diese weist zwar viele Eigenschaften der retinalen
Ganglienzellen auf, wurde allerdings durch eine Kreuzkontamination mit einer
Photorezeptorzelllinie so verandert, dass sie auch Eigenschaften der Photorezeptoren

besitzt und diese somit als ,Ganglienzell-dhnliche-Zellen“ angesehen werden sollten (Van
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Bergen 2009; Krishnamoorthy 2013). Ein weiterer Nachteil der Zellkultur ist, dass das
Gewebe nicht im Zellverband untersucht werden kann. Daher werden mit der Organkultur die
in vivo Bedingungen deutlich besser simuliert.

Die Organkultur stellt zwar keinen vollstandigen Ersatz zum Tiermodell dar, ist aber dennoch
eine gute Alternative zur Untersuchung von Pathomechanismen und madglichen

Therapieansatzen zur Reduzierung von Tierversuchen.

2.5. Modelle zur Untersuchung der Retinadegeneration

Um die zugrunde liegenden Pathomechanismen verschiedener retinaler Erkrankungen, wie
z.B. die des Glaukoms verstehen zu kénnen, sind verschiedene experimentelle Modelle
notig. Diese Modelle basieren auf der chemischen Nachahmung mdglicher pathologischer
Prozesse. Ein bereits etabliertes Modell ist das Schweineretina-Organkultur-Modell. Diese
Organkultur kann genutzt werden, um die retinale Degenerationen, ausgeldst durch Hypoxie
oder oxidativen Stress, nachzuahmen. Sowohl ein Modell zur Nachahmung einer
chemischen Hypoxie durch CoCl,, als auch ein Modell zur Nachahmung von oxidativem
Stress durch H»O: sind bereits etablierte Modelle der Schweineretinaorgankultur (Hurst
2017; Kuehn 2017).

2.5.1. Modell des oxidativen Stresses

Oxidativer Stress ist definiert als Ungleichgewicht zwischen der Produktion und der
Eliminierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (Betteridge 2000). ROS entstehen
beispielsweise unter physiologischen Bedingungen bei der oxidativen Phosphorylierung in
den Mitochondrien und werden normalerweise durch eine gute Balance zwischen pro-und
antioxidativen Stoffen unschadlich gemacht. ROS werden jedoch zum Beispiel auch als
Antwort auf Zytokine, exogene Reize oder Bakterien gebildet. Ubersteigt die Bildung der
ROS die antioxidative Kapazitat entsteht oxidativer Stress. Darliber hinaus ist nachgewiesen
worden, dass ROS durch die Aktivierung von Hormonen wie Angiotensin-Il auch unter
normalen Sauerstoffbedingungen HIF-1a induzieren kénnen (Richard 2000). ROS sind durch
ein sehr reaktives freies Elektronenpaar unstabile Molekile. Die daraus folgende Reaktivitat
der ROS ist die Oxidation von Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren. Durch die Interaktion
mit verschiedenen Signalmolekilen fihren die ROS zu einer Beeinflussung der
Zellproliferation, des Zelliberlebens, der Zelldifferenzierung, des Zellmetabolismus, der
antioxidativen und antiinflammatorischen Antwort und der Eisenhomoostase (Ray 2012).
Beispiele fir freie Radikale sind das Superoxidanion, Stickstoffmonoxid (NO), Peroxinitrit und
das Hydroxyl-Radikal (Betteridge 2000).

Ein fir diese Arbeit wichtiges Radikal ist NO. NO hat verschiedene physiologische

Funktionen. Es initiiert die Vasodilatation, ist ein wichtiger Neurotransmitter und ist, generiert
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von Makrophagen, wichtig fur die Immunabwehr. Die Synthese von NO erfolgt aus L-Arginin
Uber die drei Isoformen der Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS): endotheliale NOS (eNOS),
neuronale NOS (nNOS) und die induzierbare NOS (iNOS). eNOS und nNOS produzieren
kontinuierlich NO, wahrend iNOS nur durch einen Entziindungsreiz exprimiert wird (Rosselli
1998). Dieser Reiz flhrt zu einer Aktivierung von Makrophagen, welche daraufhin in groer
Menge iNOS exprimieren und somit zu einer hohen NO-Produktion fliihren (Haefliger 1999).
H202 flhrt zu Aktivierung von Mikroglia, welche in Folge iINOS exprimieren und groRRe
Mengen NO freisetzen (Mander 2006; Hurst 2017).

Oxidativer Stress kommt bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen vor. Bei den meisten
Glaukom-Patienten entsteht der oxidative Stress durch den meist vorhandenen hohen IOP
(Sacca 2008). In dem erwahnten etablierten Modell wird H2O,, ein starkes Oxidationsmittel,

als Ausloser flr oxidativen Stress eingesetzt (Winterbourn 2013; Hurst 2017).

2.5.2. Hypoxiemodell

Eine Hypoxie beschreibt die Mangelversorgung eines Organismus, Gewebes oder Organs
mit Sauerstoff (Wu 2011). Kommt es zu einer hypoxischen Situation, folgen adaptive
Zellreaktionen. Die Zelle ist dabei in der Lage ihren Zellzyklus zu stoppen und ihren
Energieverbrauch herabzusetzen. Diese Reaktionen erfolgen u.a. durch eine Initiation von
Transkriptionsfaktoren, ausgeldst durch Hypoxie-induzierbare Faktoren (HIFs). Von diesen
gibt es drei HIF-a —Isoformen, eine davon ist HIF-1a. HIF-1a kommt in jeder Zelle vor und ist
ein obligater Heterodimer, bestehend aus einer a- und einer B-Untereinheit. HIF-1a liegt
unter physiologischen Bedingungen immer in der Zelle vor und wird kontinuierlich abgebaut.
Ist genligend Sauerstoff in der Zelle vorhanden, hydroxyliert die Prolyl-Hydroxylase HIF-10-
Untereinheiten (Abbildung 3). Das hydroxylierte HIF-1a wird anschlieRend von der Hippel
Lindau E3 Ubiquitin Ligase erkannt und markiert. Daraufhin folgt der Abbau von HIF-1a im
Proteasom der Zelle (Majmundar 2010).

Kommt es jedoch zu einer Sauerstofflimitation, ist die Aktivitat der Prolyl-Hydroxylase so
verringert, dass HIF-1a akkumuliert. AnschlieRend dimerisiert HIF-1a mit HIF-18 im Zellkern,
bildet somit einen aktiven Transkriptionsfaktor und bindet an das hypoxic response element
(HRE) der DNA. Dadurch kommt es zu einer Initiation der Transkription von Genen, die
entweder an der Angiogenese oder am Transport von Sauerstoff beteiligt sind (Wu 2011).
Hierzu zahlen u.a. die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), Erythropoetin
(EPO), die Laktat Dehydrogenase (LDH) und der vaskuladre endotheliale Wachstumsfaktor
(VEGF) (Huang, Gu et al. 1998; LaManna 2004). Somit ist HIF Uber die Steuerung der
Gentranskription unter anderem am Uberleben der Zelle, der Zelldifferenzierung, der
Angiogenese, dem Eisenstoffwechsel und dem Energiestoffwechsel beteiligt (Semenza
2003).
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Nach einer langanhaltenden Hypoxie kommt es in den Mitochondrien zu einer vermehrten
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), diese wiederum flhren zu Protein-, Lipid-
und DNA-Schaden. Zudem kommt es zu einer Unterversorgung der Zelle mit ATP und
anschlief3end zur Apoptose der Zelle (Huang 2014).

Dieser Prozess wird sich beim Hypoxiemodell der Schweineretina-Organkultur von Kuehn et
al. (2017) zu Nutze gemacht. Aus verschiedenen vorherigen Modellen ist bekannt, dass
hohe Konzentrationen von Kobalt zu einer chemischen Induktion eines hypoxischen
Zustands flhren (Caltana 2009). Hierbei verdrangt Kobalt das Eisen aus dem Zentrum der
Prolyl-Hydroxylase und hemmt diese. Durch diesen Vorgang wird HIF-1a stabilisiert und
nicht abgebaut, wodurch die Prozesse einer oben beschriebenen Hypoxie nachgeahmt
werden (Yuan 2003).

Gentranskription:
. -iNOS
N — - VEGF
, el _EPO
Zellkern
Hypoxie

A

Physiologischer Abbau

: HIF-1a \ .
Konformationsanderung
HIF-1a ‘ —> ‘l“"

B HF-1R

f Prolyl-Hydroxylase

Kobalt

@ Hippel Lindau E3
Ubiquitin Ligase

Proteasom

Abbildung 3: HIF-1a Signalweg, modifiziert nach LaManna et al., 2004

HIF-1a wird unter physiologischen Bedingungen von der Prolyl-Hydroxylase hydroxyliert. Dadurch
kann die Hippel Lindau E3 Ubiquitin Ligase binden und es kommt zum Abbau von HIF-1a im
Proteasom der Zelle. Herrschen jedoch hypoxische Bedingungen oder kommt es zu einer chemischen

Induktion einer Hypoxie durch Kobalt, wird die Aktivitdt der Prolyl-Hydroxylase verringert. Dadurch
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akkumuliert HIF-1a, transloziert in den Zellkern und dimerisiert dort mit HIF-18. Durch diesen Vorgang

kommt es anschlieBend zur Initiierung der Gentranskription verschiedener Gene.

2.6. Therapieansatze zur Neuroprotektion
2.6.1. iNOS-Inhibitor 1400W

Der iNOS-Inhibitor 1400W (N-(3-Aminomethyl)-benzylacetamidin) ist ein irreversibler
Hemmer von iNOS, welcher selektiv und fest bindet. NO-Synthasen katalysieren L-Arginin zu
L-Citrullin und NO (Zhu 2005). Wie erwahnt, kommt es bei einer Hypoxie zur Aktivierung von
iINOS Uber den HIF-Signalweg, wodurch anschliefend gro’e Mengen an zytotoxischem NO
freigesetzt werden kdénnen (LaManna 2004). Im Modell des oxidativen Stresses kommt es
durch H2O2 zur Aktivierung der Mikroglia, gefolgt durch eine Sezernierung von iNOS (Hurst
2017). Da iINOS sowohl durch Hypoxie als auch durch oxidativen Stress gebildet wird und
dadurch grofRe Menge an zytotoxischem NO freigesetzt werden kénnen, sollte INOS nun zur
mdglichen Protektion der retinalen Ganglienzellen inhibiert werden. In einer vorherigen
Studie der Schweineretinaorgankultur wurde jedoch der iNOS-Inhibitor in den
Konzentrationen 10, 100 und 200 pM nach erfolgter Degeneration mit CoCl, erfolglos
eingesetzt (Maliha 2017). Dennoch wurde bereits in verschiedenen Studien die
neuroprotektive Wirkung des iNOS-Inhibitors nachgewiesen. Bei einem zerebralen Ischamie
Modell der Ratte kam es nach Einsatz von 1400W zu einer verminderten InfarkigroRe, einem
verbesserten neurologischen Score und einem verminderten Gewichtsverlust der Tiere
(Parmentier 1999). Auch ein anderes Modell der Maus zeigte vielversprechende Ergebnisse.
Hier wurde zum einen iINOS chemisch und zum anderen durch ein knock-out nach
ischamischer Retinopathie inhibiert. Durch diese Inhibition kam es zu verringerter Apoptose
und verminderter Angiogenese (Sennlaub 2002). Auch zahlreiche weitere Studien fihrten zu

einer Neuroprotektion durch Inhibition von iNOS.

2.6.2. Coenzym Q10

CoenzymQ10 (CoQ10), auch Ubiquinon genannt, ist ein essentieller Co-Faktor beim
Elektronentransport und der Energiesynthese in den Mitochondrien. Zudem ist es ein
wichtiges Antioxidationsmittel in den Mitochondrien und Lipidmembranen und schutzt dort
Proteine und Lipide vor Oxidation durch freie Radikale (Yang 2016).

Es gibt bereits viele Studien zur Untersuchung der antioxidativen Wirkung von CoQ10. So
fuhrte z.B. die Behandlung von PC12-Zellen mit CoQ10 nach Einleitung von oxidativem
Stress durch H2O, zu einer Protektion der Zellen. Hier konnte nachgewiesen werden, dass
sowohl CoQ10 direkt, als auch Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) mit anschlielRender Initiation der

Gentranskription antioxidativer Enzyme, zu einer Reduktion von oxidativem Stress fiihrte (Li
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2016). Zusatzlich konnte in einem Ischamie-Reperfusionsmodell der Ratte nachgewiesen
werden, dass die intraokuldre Gabe von CoQ10 zu einer verminderten Freisetzung von
Glutamat fuhrt und die RGCs gegen ischamische Schaden schitzt (Nucci 2007). Dartber
hinaus konnte ein verminderter retinaler Schaden und verminderte Apoptose in der
Ganglienzellschicht durch oxidativen Stress in vivo und in vitro nachgewiesen werden
(Nakajima 2008).
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Antikorper

Tabelle 1: Darstellung der verwendeten Primérantikérper, QS=Querschnitt, FP=Flachpréparat

Primarer Antikérper | Klonalitat/Wirt Hersteller/Ort Verdinnung | Markierte
Qs FP Struktur
Anti-RBPMS Polyklonal/Kaninchen | Abcam 1:20 X Retinale
(Cambrigde, 0 Ganglienzellen
UK)
Anti-RBPMS Polyklonal/Kaninchen Merck Millipore 1:20 | 1:500 | Retinale
(Burlington, 0 Ganglienzellen
USA)
Anti- Monoklonal/Maus BD Biosciences | 1:10 X Hypoxische
HIF-1a (San José, 0 Zellen
USA)
Anti- Polyklonal/Ziege Santa Cruz 1:10 X Retinale
Brn-3a (Dallas, USA) 0 Ganglienzellen
Anti- Polyklonal/Huhn Merck Millipore 1:50 X Retinale
NeuN (Burlington, 0 Ganlienzellen
USA)

Tabelle 2: Darstellung der verwendeten Sekundérantikérper,

FP=Flachpraparat

QS=Querschnitt,

Sekundarer Hersteller/Ort Verdiinnung

Antikérper Qs FP

Esel-anti-Kaninchen, Alexa 555 Merck Millipore 1:400 1:600
(Burlington, USA)

Ziege-anti-Maus, Alexa 488 Invitrogen 1:400 X
(Carlsbad, USA)

Esel-anti-Ziege, Alexa 488 Dianova 1:500 X
(Hamburg, Deutschland)

Esel-anti-Huhn, Cy3 Merck Millipore 1:400 X
(Burlington, USA)
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3.1.2. Chemikalien

Tabelle 3: Darstellung der verwendeten Chemikalien

Substanz

Hersteller/Ort

Aceton (CH3COCHs3)

Merck Millipore
(Burlington, USA)

B-27® Supplement (50x)

Gibco®, Thermo Fischer Scientific
(Waltham, USA)

Bovines Serum-Albumin (BSA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland)

Citronensaure-Monohydrat

Bernd Kraft
(Duisburg, Deutschland)

Coenzym Q10

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland)

D(+)-Saccharose

VWR International GmbH
(Radnar, USA)

Essigsaure, 99-100% (Eisessig)

Merck Millipore
(Burlington, USA)

Eosin

Merck Millipore
(Burlington, USA)

Ethanol, 70 % (unvergallt)

Waldeck GmbH & Co. KG
(MUnster, Deutschland)

Ethanol, 70 % (vergallt)

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol, 96 %

Merck Millipore
(Burlington, USA)

Ethanol, 100 %

J. T. Baker
(Waltham, USA)

Eukitt®

O. Kindler GmbH
(Freiburg, Deutschland)

Hamalaunlésung

Merck Millipore
(Burlington, USA)

ImmuMount®

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Kobaldchlorid 0,1 M (CoClz)

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland)

L-Glutamine 200 mM

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Lutrol® F127

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland)
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N-2 Supplement

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Neurobasal®-A Medium

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Normales Esel-Serum (NDS)

Dianova
(Hamburg, Deutschland)

Normales Ziegen-Serum (NGS)

GeneTex
(Irvine, USA)

Paraformaldehyd (PFA)

Merck Millipore
(Burlington, USA)

Penicillin/Steptomycin

Biochrom GmbH/Merck
(Berlin, Deutschland)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS 10x)

Santa Cruz Biotechnology Inc.
(Dallas, USA)

Sodium Azid

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland)

Triton X-100
(T-Octylphenoxypoly-ethoxyethanol)

Merck Millipore
(Burlington, USA)

Wasserstoffperoxid, 30%ig

Sigma Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Deutschland)

Xylol (CeHa(CHs3)2

J.T. Baker
(Waltham, USA)

1400W iNOS-Inhibitor

Merck Millipore
(Burlington, USA)

4’ 6-Diamin-2-Phenylindol (DAPI)

Dianova
(Hamburg, Deutschland)

3.1.3. Geriate

Tabelle 4: Darstellung der verwendeten Geriéte

Gerat

Name

Hersteller/Ort

Abzug

Abzug, TA 1200x900

Vinitex
(Coswig, Deutschland)

Analysenwaage

ACJ 220-4M

Kern & Sohn GmbH
(Balingen, Deutschland)

Brutschrank

Heraeus Function Line

Heraeus Medical GmbH
(Wehrheim, Deutschland)

CO2-Inkubator

Heraeus, Hera Cell

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Gefrierschrank

Liebherr Premium

Liebherr
(Bulle, Schweiz)
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Gefrierschrank

Sanyo Ultra Low, MDF-193

SANYO Electric Co., Ltd.
(Osaka, Japan)

Immunfluoreszenz-Mikoskop

Axio Imager M1

Zeiss
(Oberkochen, Deutschland)

Kuhlschrank

Dometic ML 360 CS

Dometic GmbH
(Siegen, Deutschland)

Lichtmikroskop Axiovert 40C Zeiss

(Oberkochen, Deutschland)
Mikrotom (Kryostat) Microm HM560 Microm GmbH

(Neuss, Deutschland)
Mikroliterpipetten Single-Chanel Pipette: Eppendorf AG

0,5-10 pl (Hamburg, Deutschland)
2-20 pl
10-100 pl
20-200 yl
100-1000 pl
Pipettus Eppendorf Easypet® Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)
Rahrer mit Warmeplatte HTS 1003 LMS
(Brigachtal, Deutschland)
Schuttler Mini Blot Mixer VWR
(Darmstadt, Deutschland)
Sterilbank Hera Cell Heraeus Medical GmbH
(Wehrheim, Deutschland)
Vortexer VTX-3000L LMS
(Brigachtal, Deutschland)
Waage EMS 300-3 Kern & Sohn GmbH
(Balingen, Deutschland)
Wasserbad Memmert GmbH & Co. KG
(Schwabach, Deutschland)
Zentrifuge Centrifuge 5415R Eppendorf AG

(Hamburg, Deutschland)

3.1.4. Losungen und Puffer

Tabelle 5: Darstellung der verwendeten Lésungen und Puffer

Lésung/Puffer

Bestandteile

Eosinldsung

+ 0,5 ml Eisessig

1 ml Stammldsung Eosin + 100 ml 100 %iges Ethanol

Eosin-Stammldsung

1 g Eosin + 100 ml VE Wasser

Lutrol-Stammldsung

20 mg Lutrol + 50 ml VE Wasser
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PBS-Puffer (pH 7,0)

250 ml 10x PBS + 2,5 | VE Wasser

PBS/0,1 % Trition X-100

10 pl Triton-X-100 + 10 ml 1x PBS

PBS/0,2 % Triton X-100

20 pl Triton-X-100 + 10 ml 1x PBS

PBS/2 % Triton X-100

200 pl Triton-X-100 + 10 ml 1x PBS

VE-Wasser/0,5 % Triton X-100

50 pl Triton-X-100 + 10 ml VE-Wasser

4 %iges Paraformaldehyd

4 g Paraformaldehyd + 100 ml PBS

15 %ige Saccharose (pH 7,4)

1,5 g Saccharose + 10 ml VE Wasser

30 %ige Saccharose (pH 7,4)

3 g Saccharose + 10 ml VE Wasser

3.1.5. Software

Tabelle 6: Darstellung der verwendeten Software

Programm

Hersteller

Ant Renamer, Version 2.10.0

Ant Software

Axio Vision LE 4.8.2.0

Carl Zeiss Microlmaging GmbH

CorelDRAW Graphics Suite X8, Version 18.1.0.661

Corel Corporation

Corel PaintShop Pro X8,
Version 18.1.0.67

Corel Corporation

EndNote X4, Version 14.0.0.4845

Thomson Reuters

Image J 147 v

Wayne Rasband, NIH

Microsoft Office Enterprise 2007, Version
12.0.6612.1000

Microsoft Corporation

STATISTICA 13.0.159.4, 64-bit, Version 13.0.159.4

Dell, Inc.

Zen 2.3 SP1

Carl Zeiss Microscopy GmbH

3.1.6. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Darstellung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material Name

Hersteller/Ort

Abdecktuch

2-lagig (blau), 75x90 cm

GmbH & Co. KG
(Rengsdorf, Osterreich)

Abdecktuch Gelb, Molinea®L

Paul Hartmann AG
(Heidenheim, Deutschland)

Biopsie-Stanze

Disposable Biopsy Punch, 6 mm | Pfm Medical AG

(KéIn, Deutschland)
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Deckglaschen

24x60 mm
20x20 mm

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Einbettkassetten

Cryomold® Intermediate,
15x15x15 mm

Sakura® Finetek USA Inc.

(Alphen aan den Rijn, Niederlande)

Einmalpipetten

Serologische Pipette, steril, 5

VWR

ml, 10 ml, 25 ml (Darmstadt, Deutschland)
Handschuhe Vasco® Nitril blue B. Braun
(Melsungen, Deutschland)
Objekttrager HistoBond® Adhasive Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
76x26x1mm (Lauda-Kdnigshofen, Deutschland)
Objekttrager Menzel-Glaser, SuperFrost®, Thermo Fisher Scientific
76x26x1mm (Waltham, USA)
Parafilm Parafilm Bemis
(Neenah, USA)
Petrischalen @ 60 mm Geneo, Orange Scientific
& 140 mm (Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen epT.l.P.SR Eppendorf AG
Standard 50-1000 pl (Hamburg, Deutschland)
Standard/Bulk 2-200 pl
Standard/Bulk 0,1-10 pl
Reaktionsgefale Falcon®50/ 15 ml Corning Science Mexico
Falcon®50/ 50 ml (Reynosa,Mexico)
Reaktionsgefalie Eppendorf Tubes® Eppendorf AG

500 pl; 1000 pl; 2000 pl; 5000 pl

(Hamburg, Deutschland)

Shandon Coverplates

Thermo Scientific™ Shandon

Coverplate™

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Tissue-Tek

NEG-50™

Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Vernichtungsbeutel

300x200x0,05 mm

Peter Oehmen GmbH
(Essen, Deutschland)

Zellkultureinsatz

Millipore Millicell ® 30 mm
Diameter, Hydrophiles PTFE,
0,4 um

Merck Millipore
(Burlington, USA)

6-Well-Platten

Cellstar®,
6-Well-Cell Culture Plate

Greiner Bio-one
(Kremsmiinster, Osterreich)

12-Well-Platten

TC-Platte 12 Well, Cell+,F

Sarstedt AG & Co
(Hemer, Deutschland)
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3.1.7. Verwendetes Labormaterial

Tabelle 8: Darstellung des verwendeten Labormaterials

Material Beschreibung Hersteller/Ort

Becherglaser 20 ml, 200 ml, 1000 ml VWR
(Darmstadt, Deutschland)

Biopsie-Stanze Einmal Biopsie-Stanze Pfm medical AG
(KdIn, Deutschland)

Flaschen mit Schraubverschluss 50 ml, 80 ml, 1000 mi Simax
(Selb, Deutschland)
Loffel VW 7x9mm Fine Science Tools GmbH
(Heidelberg, Deutschland)
Messzylinder 250 ml, 500 ml, 1000 ml VITLAB GmbH
(GroRostheim, Deutschland)
Mikroschere Geuder AG

(Heidelberg, Deutschland)

Pinzetten Rubris Outils SA
(Stabio, Schweiz)

Skalpell B. Braun
(Melsungen, Deutschland)

Trichter VITLAB GmbH
(GroRostheim, Deutschland)

3.2. Methoden

3.2.1. Praparation der Schweineaugen

Zunachst wurden die Schweineaugen am Schlachthof in Bochum abgeholt. Eine
entsprechende Registrierungsnummer fir die Berechtigung hierflir vom Veterinaramt lautet:
DE-05911002921. Die Augen wurden direkt nach dem Schlachtprozess frisch entnommen,
auf Eis gelagert und zum Labor transportiert. Im Labor wurden diese zunachst von
extraokularem Muskel- und Bindegewebe befreit und zur oberflachigen Desinfektion in
70%igen, eiskalten, unvergallten Ethanol getaucht und anschlie®end zum Transfer zur
Sterilbank in eiskaltes PBS (berfiihrt. Die folgende Praparation der Schweineretinae wurde
unter der Sterilbank durchgefiihrt. Die Augen wurden auf einer 60mm Zellkulturschale mittels
einer chirurgischen Pinzette von aullen fixiert. Wie in Abbildung 4 zu erkennen, wurde mit
Hilfe eines Skalpells auf Héhe des Zentrums der Pupille senkrecht durch die Kornea
gestochen, dann bis zur Ora serrata eingeschnitten und anschlie®end mit einer Schere am

Limbus entlang geschnitten, sodass der vordere Teil des Auges entfernt wurde. Das nun
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becherformige Auge wurde von Linse und Glaskorper befreit und in sterilem PBS
gewaschen, um Reste von diesen zu entfernen. Nun wurde das Auge kleeblattformig
Richtung Discus nervi optici aufgeschnitten. Die so entstandenen vier Anteile dienten als
Grundlage fiir die Ausstanzung der je vier Retinaeproben pro Auge. Die Ausstanzung wurde
mittels einer Hautstanze durchgefihrt, die mdglichst zentrumsnah angesetzt wurde und dann
vorsichtig kreisformig bewegt wurde, um die Retinaprobe effektiv enthehmen zu kénnen.
AnschlieBend wurde die Stanze entfernt und die Probe mittels eines Loffels vorsichtig vom
Pigmentepithel gelést und in einer mit Neurobasal-A-Medium gefullten Petrischale
gewaschen, um Reste vom Pigmentepithel zu entfernen. Die entnommene Retinaprobe
wurde dann auf einen Zellkultureinsatz Gbertragen, in eine 6-Well-Platte tberfihrt und mit 1
ml Neurobasal-A-Medium, versetzt mit L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin, B 27, sowie N2
bedeckt. Bei diesem Medium wurden zuvor 473 ml Neurobasal A-Medium, 10 ml B27
Supplement, 5 ml N2 Supplement, 10 ml Penicillin/Streptomycin und 2 ml L-Glutamin
gemischt und in 50 ml-Portionen im Kuhlschrank gelagert. Das Neurobasal A Medium wurde
in Kombination mit B27 speziell fur die Kultivierung von Neuronen entwickelt, um die Vitalitat,

die Funktionalitdt und die Reifung von Neuronen mdglichst lange aufrechterhalten zu

koénnen.

Abbildung 4: Praparation der Schweineaugen
(A) Senkrechtes Einstechen in das Auge mittels eines Skalpells. (B) Schneiden entlang des Limbus
corneae. (C) Herstellen einer Kleeblattstruktur. (D) Herausstanzen der Retinaprobe mittels einer

Hautstanze. (E) Waschen der Probe in Neurobasal-A-Medium. (F) Retinaprobe auf Zellkulturfilter.
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3.2.2. Kultivierung mit Wasserstoffperoxid

Die Kultivierung der Proben fir die Wasserstoffperoxid (H20.) Pilotstudie wurde in
Zusammenarbeit mit der Bachelorstudentin Fabienne Reil durchgefluhrt (Reil3 2018).

Die Kultivierung in der Pilotstudie mit H,O, erfolgte flr acht Tage bei 37 °C, 100%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO»-Sattigung. Zur Verifizierung des bereits etablierten Modells des
oxidativen Stresses des Experimental Eye Research Instituts in Bochum wurden die Retinae
acht Tage fir diese Pilotstudie kultiviert (Hurst 2017). Auch wurde diese Kultivierung
durchgefliihrt, um in den nachfolgenden Studien weiter mit diesem Modell arbeiten zu kénnen
und anhand dessen potentielle Neuroprotektiva zu testen. Gleiches gilt fir die zweite
durchgefiihrte Pilotstudie (s. Abschnitt 3.2.3.).

Die Wirkung des H2O, wurde anhand von zwei Gruppen in der Pilotstudie analysiert. Die
Kontrollgruppe erhielt hierbei wahrend der gesamten Kultivierung bei jedem
Mediumswechsel ausschlieRlich Nahrmedium. Die zweite Gruppe wurde am ersten
Kultivierungstag mit 300ul Wasserstoffperoxid behandelt (n=10/Gruppe).

Direkt nach der Explantation, also an Tag null, erfolgte ein erster vollstandiger
Mediumswechsel mit Nahrmedium in beiden Gruppen. An Tag eins wurde die Behandlung
mit 300l H2O, fir exakt drei Stunden in der mit Wasserstoffperoxid behandelten Gruppe
durchgefiihrt (Abbildung 5). Hierzu wurde das Nahrmedium der mit Wasserstoffperoxid
behandelten Gruppe mit 300ul H2O, versetzt. Die Kontrollgruppe erhielt einen vollstadndigen
Austausch des Nahrmediums. Nach drei Stunden wurde erneut ein vollstandiger Austausch
des Mediums in beiden Gruppen durchgefuhrt, sodass die H.O»- Behandlung zu diesem
Zeitpunkt endete. An den folgenden Tagen der Kultivierung war die Behandlung der beiden
Gruppen identisch. Sowohl an Tag drei als auch an Tag funf und sieben erfolgten halbe
Mediumswechsel, das heil3t ein Austausch der Halfte des Nahrmediums in beiden Gruppen.
An Tag acht wurden die Retinae kryokonserviert. Die entstandenen Proben wurden im
weiteren Verlauf fur jeweils eigenstandige Studien, sowohl fur die vorliegende Arbeit, als

auch fir die Bachelorarbeit von Frau Reil3, verwendet.
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Abbildung 5: Zeitstrahl der Degeneration mit H20:

Die Kultivierung in der Pilotstudie erfolgte acht Tage. Am Tag der Explantation erfolgte ein
vollsténdiger Austausch des Ndhrmediums in beiden Gruppen. An Tag eins wurde die Behandlung mit
300 uM H:0: fiir exakt 3 h durchgefiihrt. Im Anschluss an diese 3 h folgte ein Austausch des mit H20:
versetzten Mediums gegen Néhrmedium ohne H202-Zusatz. Die Kontrollgruppe erhielt ebenfalls einen
Austausch des Mediums. Ein Wechsel von 50% des Mediums beider Gruppen wurde an den
nachfolgenden Tagen drei, fiinf und sieben durchgefiihrt. An Tag acht erfolgte dann die
Kryokonservierung fiir weiterfolgende Analysen. IHC=Immunhistochemie, Kultivierung bei 37°C und
5% COa.

3.2.3. Kultivierung mit Kobaltchlorid

Die Kultivierung der Proben fir die Kobaltchlorid (CoCl,)-Pilotstudie wurde in
Zusammenarbeit mit der Bachelorstudentin Fabienne Reif3 durchgefiihrt (Reifl3 2018).

Die Behandlung der Retinae mit CoCl; in dieser Pilotstudie erfolgte acht Tage bei 37 °C,
100% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,-Sattigung. Wie bereits in Abschnitt 2.2.2. erwadhnt wurde
auch diese Kultivierung durchgefiihrt, um die am Experimental Eye Research Institut in
Bochum durchgefiihrten Analysen zu verifizieren und um weiter mit diesem Modell arbeiten
zu kénnen (Kuehn 2017).

Die Wirkung des CoCl, wurde in der vorliegenden Pilotstudie anhand von zwei Gruppen
analysiert. Eine Kontrollgruppe, die wahrend der Kultivierung nur Nahrmedium erhielt und
eine mit jeweils 300 pl CoCl, versetztem Nahrmedium behandelte Gruppe (n=10/Gruppe).
Wie in Abbildung sechs zu erkennen ist, wurde direkt nach der Explantation, also an Tag
null, ein erster vollstdndiger Mediumswechsel in beiden Gruppen durchgefiihrt. An Tag eins
startete die 48 stindige (h) Behandlung mit 300 yM CoCl, versetzem Medium in der mit
CoCl, behandelten Gruppe. In der Kontrollgruppe erfolgte ein vollstandiger Austausch des
Nahrmediums. Am folgenden Tag wurden die Retinae noch einmal wie an Tag eins zur
gleichen Uhrzeit behandelt. In der Kontroligruppe wurde demnach ein vollstandiger

Austausch des Nahrmediums durchgefiihrt. Die mit CoCl, behandelte Gruppe erhielt mit
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300 uM CoCl; versetztes Medium. An Tag drei, genau 48 h nach Start der Behandlung,
erfolgte bei beiden Gruppen ein vollstandiger Austausch des Mediums gegen frisch
angesetztes Nahrmedium, ohne Zusatz von CoClz. Die 48 stundige Behandlung mit CoCl;
war demnach abgeschlossen. An Tag fiinf und sieben wurde jeweils 50% des Nahrmediums
(500 ul) beider Gruppen ausgetauscht. Am achten Tag der Kultivierung erfolgte die
Kryokonservierung der Retinae. Die entstandenen Proben wurden im weiteren Verlauf flr
jeweils eigenstandige Studien, sowohl fiir die vorliegende Arbeit, als auch fir die

Bachelorarbeit von Frau Reil3, verwendet.

Explantation IHC

| |

>
0 1 2 3 4 5 6 7 8 Tage
100% 100% 100% 100 % 50 % 50 %
Medium Medium Medium Medium Medium Medium
‘_ CoCl, _I
(300 pM, 48 h)

Kultivierung
37°C,5% CO,

Abbildung 6: Zeitstrahl der Degeneration mit CoCl:

Die Kultivierung der CoCl.-Pilotstudie erfolgte acht Tage. An Tag null wurde ein vollstdndiger
Mediumswechsel in beiden Gruppen durchgefiihrt. An den Tagen eins und zwei wurde Medium
versetzt mit 300 uM CoClz auf die mit CoCl. behandelte Gruppe pipettiert. In der Kontrollgruppe
erfolgte zeitgleich ein Austausch des Ndhrmediums. An Tag drei wurde die Degeneration mittels
CoClz durch einen vollstédndigen Wechsel des CoCl. versetzen Mediums gegen Ndhrmedium ohne
CoCl:-Zusatz beendet. In der Kontrollgruppe erfolgte ebenfalls ein vollstdndiger Wechsel des
Mediums. Sowohl an Tag fiinf, als auch an Tag sieben wurde nur die Hélfte des Mediums
ausgetauscht. An Tag acht wurden die Retinaproben bei -80°C fiir weitere Analysen kryokonserviert.
IHC=Immunhistochemie, Kultivierung bei 37°C und 5% CO:..

3.2.4. Kultivierung mit dem iNOS-Hemmer 1400W
Die Kultivierung der iNOS-Inhibitorstudien wurde in Zusammenarbeit mit der
Bachelorstudentin Fabienne Rei3 durchgefihrt (Rei? 2018). Die entstandenen Proben

wurden im weiteren Verlauf fir jeweils eigenstandige Studien verwendet.

3.2.4.1. Modell des oxidativen Stresses

Die potentiell neuroprotektiven Effekte des iNOS-Inhibitors wurden im Modell des oxidativen
Stresses fir vier und acht Tage getestet. Diese Studien wurden fiir die Immunhistochemie
(vier Tage: n=9-10/Gruppe; acht Tage: n=10/Gruppe) fir beide genannte Zeitpunkte

kultiviert. Ebenso wurde die Kultivierung fir die qRT-PCR Untersuchungen (vier Tage:
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n=10/Gruppe; acht Tage: n=10/Gruppe) der Arbeitsgruppe der Universitat Tibingen fur beide
genannten Zeitpunkte Gbernommen. Diese Proben wurden nach der Kryokonservierung den
Mitarbeitern der Universitat Tubingen Ubergeben und in vorliegender Arbeit nicht weiter
behandelt.

Bei der Kultivierung der Retinae mit dem iINOS-Hemmer wurde die Wirkung des iNOS-
Inhibitors anhand von drei Gruppen analysiert. Eine Kontrollgruppe (Kontrolle), eine mit 300
MM H202 behandelte Gruppe und eine mit 300 yM H2O, + 500 pM iNOS-Inhibitor behandelte
Gruppe. Die Kultivierungsbedingungen waren identisch mit den zuvor beschriebenen
Pilotstudien (37 °C; 5% CO2). Wie in Abbildung 7 zu erkennen, erfolgte an Tag null ein
vollstandiger Wechsel des Mediums aller drei Gruppen. Die mit H.O, behandelte Gruppe
wurde an Tag eins drei Stunden mit 300 uM H2O. versetztem Medium behandelt. In der
iINOS-Inhibitor Gruppe wurde ebenso fiir drei Stunden mit 300 uM H20; versetztem Medium
behandelt, jedoch wurde dieses Medium auch mit 500 pM iINOS-Inhibitor versetzt.
AnschlielRend wurde in allen drei Gruppen nach drei Stunden ein Austausch des Mediums
durchgefiihrt. Die Kontrollgruppe und die mit H2O, behandelten Gruppen erhielten frisches
Nahrmedium (ohne Zusatz von H20;). Die mit H20, und iNOS-Inhibitor behandelte Gruppe
erhielt nun nur mit 500 pyM iNOS-Inhibitor versetztes Medium. An Tag drei erfolgte ein
vollstdndiger Mediumswechsel in der Kontroligruppe und in der mit 300 pM H2O»
behandelten Gruppe, sowie ein Austausch des Mediums der iINOS-Inhibitor-Gruppe gegen
frisches Medium versetzt mit 500 pM iINOS-Inhibitor. Nach vier Tagen Kultivierung und exakt
72 h nach Start der Behandlung mit dem iNOS-Inhibitor wurden die Retinae der vier-Tage-
Studie kryokonserviert. Folglich wurde in der acht Tage Studie zu diesem Zeitpunkt ein
vollstandiger Austausch des Mediums in allen Gruppen durchgefihrt, sodass die 72-stlindige
Behandlung mit dem iINOS-Hemmer endete. In der acht Tage Studie wurde an Tag sechs
noch ein Austausch von 50% des Mediums angeschlossen, bevor die Retinae an Tag acht

kryokonserviert wurden.
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Abbildung 7: Zeitstrahl der Kultivierung mit dem iNOS-Inhibitor 1400W im Modell des
oxidativen Stresses

Die Kultivierung erfolgte vier bzw. acht Tage. Am Tag der Explantation wurde ein vollstédndiger
Austausch des Mediums durchgefiihrt. An Tag eins wurde in der mit H202 behandelten Gruppe die
Behandlung mit 300 uM H:O: fiir 3 h durchgefiihrt. In der mit iNOS-Inhibitor behandelten Gruppe
wurde die Behandlung mit 500 uM iNOS-Inhibitor parallel zur Behandlung mit 300 uM H20:
durchgefiihrt. Nach drei Stunden erfolgte ein Wechsel des Mediums in allen Gruppen, wobei die mit
iNOS-Inhibitor behandelte Gruppe mit INOS-Hemmer versetztes Medium erhielt. Die Behandlung mit
dem iNOS-Inhibitor erfolgte insgesamt 72 h. Bei einer viertdgigen Kultivierung wurden die Proben
exakt nach 72h Behandlung mit dem iINOS-Hemmner fiir weitere Analysen eingefroren. Bei der
achttdagigen Kultivierung erfolgte ein Austausch des Mediums in allen Gruppen und eine weitere

Kultivierung bis zur Kryokonservierung an Tag acht.

3.2.4.2. Hypoxiemodell

Zur Untersuchung der potentiell protektiven Wirkung des iNOS-Inhibitors 1400W gegen
Hypoxie wurden die Retinae fur vier und acht Tage kultiviert. Diese Retinae wurden sowohl
fur die Immunhistochemie der retinalen Ganglienzellen fiur beide Zeitpunkte (vier Tage:
n=10/Gruppe; acht Tage: n=10/Gruppe), als auch fir die gqRT-PCR Untersuchungen der
Universitat Tdbingen flr n=10/Gruppe; acht Tage:
n=10/Gruppe) kultiviert. Die gRT-PCR-Proben wurden nach der

Kryokonservierung von einem Kooperationspartner der Universitat Tubingen untersucht und

beide Zeitpunkte (vier Tage:

Kultivierung und

in vorliegender Arbeit nicht weiter bearbeitet. Die Wirkung des iNOS-Inhibitors wurde anhand
von drei Gruppen analysiert. Eine Kontrollgruppe, eine mit 300 uM CoCl, behandelte Gruppe
und eine mit 300 uM CoCl, + 500 uM iNOS-Inhibitor behandelte Gruppe. An Tag null erfolgte

bei allen Gruppen ein vollstandiger Mediumswechsel. Die Kontrollgruppe wurde Uber den
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gesamten Zeitraum mit Medium ohne schadigende oder protektive Substanz behandelt. In
der mit CoCl, behandelten Gruppe wurde Medium, versetzt mit 300 yM CoCl, fir 48 h
eingesetzt, dies erfolgte nach dem Prinzip wie in der zuvor beschriebenen Pilotstudie
(Abbildung 7). Die Behandlung mit dem iINOS-Inhibitor erfolgte mit einer Konzentration von
500 uM far 72 h, wobei die Behandlung parallel mit der Behandlung mit CoCl, an Tag eins
gestartet wurde. In den anschlieRenden Mediumswechseln wurde der iINOS-Inhibitor und
CoCly immer frisch zu dem Medium hinzugesetzt und das Medium vor dem Start der
Behandlung auf 37 °C im Wasserbad erhitzt. Bei der vier Tage durchgeflihrten Studie
erfolgte exakt 72 h nach Start der Behandlung, also an Tag vier die Kryokonservierung der
Retinae. Dies entspricht in der vier Tage Studie dem Ende der iNOS-Inhibitor Therapie. Bei
der acht Tage durchgefiihrten Studie endete die iINOS-Inhibitor Behandlung durch einen
vollstandigen Austausch des mit iNOS-Inhibitor versetzen Mediums gegen Medium ohne
Zusatz von iNOS-Inhibitor. Ebenfalls wurde ein Austausch des Mediums der anderen
Gruppen durchgefuhrt. Wahrend der weiteren Kultivierung erfolgte ein Austausch von 50%
des Mediums aller drei Gruppen an Tag sechs und anschlieRend die Kryokonservierung an

Tag acht.
Explantation IHC/qRT-PCR IHC/qRT-PCR
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Abbildung 8: Zeitstrahl der Kultivierung mit dem iNOS-Inhibitor 1400W im Hypoxiemodell

Die Kultivierung erfolgte vier bzw. acht Tage. An Tag eins wurde die mit CoCl> behandelte Gruppe mit
300 uM CoCl2 versetzten Medium fiir 48 h behandelt. In der mit iNOS-Inhibitor behandelten Gruppe
wurde die Behandlung mit 500 uM iNOS-Inhibitor parallel zur Behandlung mit CoCl. an Tag eins
durchgefiihrt.

An Tag zwei folgte ein Mediums-Austausch in allen drei Gruppen. Die Kontrollgruppe erhielt
Né&hrmedium, die mit CoCl. behandelte Gruppe erhielt mit 300 uM CoCl: versetztes Medium und die
mit CoCl2 und iINOS-Hemmer behandelte Gruppe erhielt Medium versetzt mit iINOS-Hemmer und
CoClz. An Tag drei endete die CoCl>-Behandlung, exakt 48h nach Beginn. Hierzu wurde das Medium

gegen Medium ohne Zusatz von CoCl: ausgetauscht. In der mit iNOS-Inhibitor behandelten Gruppe
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wurde das Medium ausgetauscht durch Medium ausschlie8lich versetzt mit iNOS-Inhibitor. An Tag
vier wurden die Retinae, 72 h nach Start der Behandlung mit dem iNOS-Hemmer kryokonsierviert.
Wurde die Kultivierung jedoch acht Tage durchgefiihrt, wurde das Medium aller Gruppen gegen
frisches Néhrmedium ausgetauscht und die iINOS-Hemmer Behandlung endete somit. Ein weiterer
Austausch von 50% des Mediums wurde an Tag sechs angeschlossen und die Retinae an Tag acht

kryokonserviert. IHC=Immunhistochemie, Kultivierung bei 37°C und 5% CO:..

3.2.5. Kultivierung mit Coenzym Q10

Die Kultivierung der mit Coenzym Q10 (CoQ10) behandelten Retinae zur Protektion der
retinalen Ganglienzellen vor oxidativem Stress, ausgelést durch H;O,, erfolgte vier Tage
(n=5/Gruppe). Da CoQ10 hydrophob ist, wurde Lutrol als Emulgator eingesetzt. Dazu wurde
eine 0,04%ige Lutrol Lésung verwendet. Diese Lésung wurde anschliefend mit CoQ10
verdinnt und mit Medium versetzt, sodass eine Endkonzentration von 100 uyM CoQ10
entstand. Um die potentiell protektive Wirkung von CoQ10 zu testen, wurden vier Gruppen
untersucht. Eine Kontrollgruppe, eine nur mit Lutrol-Stammldésung behandelte Gruppe, eine
mit 300 uM H.O. behandelte Gruppe und eine mit 300 uM H.O, + 100 yM CoQ10
behandelte Gruppe. Die Behandlung mit H.O» wurde fir drei Stunden an Tag eins
durchgefiihrt. Wie in Abbildung acht zu erkennen wurde an Tag eins in der mit CoQ10 und
H.0O, behandelten Gruppe zeitgleich zur Behandlung mit H,O,, die Behandlung mit 100 uM
CoQ10 fur 48 h gestartet. Nach dreistiindiger Behandlung mit H.O» wurde diese durch einen
Austausch des Mediums in der mit H>O. behandelten Gruppe beendet. In der mit CoQ10
und H20. behandelten Gruppe wurde dazu das mit H>Oz und CoQ10 versetzte Medium
durch nur mit CoQ10-versetztes Medium ausgetauscht. Die mit Lutrol behandelte Gruppe
erhielt ausschlieBlich Lutrol versetztes Medium und die Kontrollgruppe reines Nahrmedium.
An Tag vier erfolgte, 48 h nach Start der Behandlung mit CoQ10 die immunhistochemische
Markierung der Retinae. In einer anschlieRenden Studie wurde noch einmal eine

Konzentration von 300 yM CoQ10 (n=6/Gruppe) im gleichen Modell getestet.

-35-



Material und Methoden

Explantation
I

IHC

}

0 1
100% 100%
Medium Medium

?

HZOZ
(300 uM, 3 h)

L CoQ10 —
(100/300 pM:; 48 h)

Kultivierung

}

3 4 Tage
100% 100%
Medium Medium

37 °C, 5% CO,

Abbildung 9: Zeitstrahl der Kultivierung mit Coenzym Q10 im Modell des oxidativen Stresses

An Tag eins wurde die dreistiindige Behandlung mit 300 uM H20:2 in der mit H202 behandelten Gruppe
und in der mit CoQ10 + H202 behandelten Gruppe durchgefiihrt. Das Medium der mit CoQ10 + H20:
behandelten Gruppe, war je nach durchgefiihrter Studie zusétzlich zu 300 uM H202 noch mit 100 uM,

bzw. 300 uM CoQ10 versetzt. Nach drei Stunden wurde in der mit H.0> behandelten Gruppe das

Medium gegen frisches Néahrmedium ausgetauscht.

Wohingegen in der mit CoQ10 + H20:

behandelten Gruppe ein Austausch gegen mit CoQ10 versetztes Medium erfolgte. Die mit Lutrol

behandelte Gruppe erhielt mit Lutrol versetztes Ndhrmedium fiir 48 h. An Tag drei folgte in allen

Gruppen ein Austausch des Mediums gegen frisches Ndhrmedium. Die Behandlung mit CoQ10, bzw.

Lutrol endete somit. An Tag vier erfolgte die immunhistochemische Markierung der Retinae.

3.2.6. Ubersicht iiber die durchgefiihrten Studien

Tabelle 9: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Studien der vorliegenden Dissertation

Behandlung mit 300 uM CoQ10

Studie Gruppen Kultivierungsdauer
Pilotstudie H202 Behandlung mit 300 yM H20:2 4 Tage
Pilotstudie CoCl2 Behandlung mit 300 uM CoCl2 4 Tage
iNOS-Inhibitor-Studie: Behandlung mit 300 uM H20:2 + 4 Tage
H20: Behandlung mit 500 uM iNOS-Inh. 8 Tage
iNOS-Inhibitor-Studie: Behandlung mit 300 uM CoCl: + 4 Tage
CoCl2 Behandlung mit 500 yM iNOS-Inh. 8 Tage
Behandlung mit 300 uM H20:2 +
) 4 Tage
CoQ10-Studien Behandlung mit 100 uM CoQ10
Behandlung mit 300 uM H20:2 +
4 Tage
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3.2.7. Kryokonservierung der Retinae

An Tag vier bzw. acht der Kultivierung wurden die Retinae fur 15 Minuten mit 4%-igem
Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Im Anschluss daran wurde das PFA entfernt und zur
Entwasserung 1 ml 15%-ige D-Saccharose-Ldsung fur 15 Minuten direkt auf die Retina
gegeben. Nach diesem Schritt wurde zum weiteren Wasserentzug 30 Minuten 30%ige D-
Saccharose-Lésung auf die Retinae pipettiert. Im Anschluss daran wurden die
Zellkultureinsatze mit den Retinae nacheinander einzeln entnommen, in eine Petrischale
Uberflhrt und der Filter um die Retinae mittels eines Skalpells quadratisch ausgeschnitten,
um so die Retinae mit dem Filterstiick entnehmen zu kénnen. Die Retinae wurden schlie8lich
in Einbettmedium Uberfihrt und bei — 80 °C flr weitere Analysen zwischengelagert. Bei den
Proben fiir die qRT-PCR der Universitat Tubingen wurden die Retinae ohne jegliche
Behandlung in 1,5 ml ReaktionsgefalRe Uberfihrt und bei -80 °C gelagert und fir diese

Dissertation nicht weiter verwendet.

3.2.8. Herstellen von retinalen Querschnitten

Fur die weitere Untersuchung wurden die in Einbettmedium eingefrorenen Proben am
Mikrotom geschnitten. Auf jeden Objekttrager wurden drei Schnitte mit einer Dicke vom 10
pm aufgebracht. Direkt nach dem Schneiden wurden die Schnitte am Mikroskop bei 20-
facher Vergrélerung beurteilt. Anschlielend wurden sie Uber Nacht getrocknet und am
folgenden Tag zehn Minuten in eiskaltem Aceton fixiert, 30 Minuten getrocknet und danach
bei -20 Grad gelagert. Die Herstellung von retinalen Querschnitten wurde fur die H>O2- und
CoCl,-Pilotstudien und die iNOS-Inhibitorstudien in Zusammenarbeit mit Frau Reil}
durchgefuhrt.

3.2.9. Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Um die Struktur der Retinae beurteilen zu kénnen, wurden die retinalen Querschnitte mittels
Hamatoxylin und Eosin angefarbt.

Hamatoxylin farbt die Nukleinsduren und somit die Zellkerne und Ribosomen kraftig
dunkelblau an. Eosin farbt das Cytoplasma, Kollagenfasern und Bindegewebe rot (Welsch
2006). Diese Farbung wurde bei allen Pilot- und iNOS-Inhibitorstudien durchgefiihrt. Hierzu
wurde jeweils ein Objekttrager von jeder verwendeten Retina mittels Hamatoxylin und Eosin
gefarbt. Zunachst wurden die Schnitte aufgetaut und vier Minuten in PBS rehydriert.
AnschlieRend wurden sie drei Minuten in Hdmalaun inkubiert und danach unter destilliertem
Wasser solange abgesplilt, bis das Wasser keine blauen Rickstdnde mehr aufwies. Die
Eosin-Farbung erfolgte im Anschluss fir zwei Minuten, woraufhin die aufsteigende

Alkoholreihe folgte. Hierfir werden die Schnitte zunachst kurz in 70%-iges Ethanol
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eingetaucht und danach eine Minute in 96%-iges Ethanol Uberflhrt. Daraufhin folgte eine
weitere Inkubation von einer Minute in 96%-igem Ethanol und danach in 100%-igem Ethanol
fur drei Minuten. Zum Schluss wurden die Schnitte noch fur funf Minuten in Xylol Uberfuhrt.
AnschlieBend wurden die Objekttrager einzeln mit Eukitt eingedeckelt. Die Objekttrager
wurden Uber Nacht unter dem Abzug getrocknet. Anschlie®end wurden die Schnitte bei 20-
facher VergroRerung mikroskopiert und vier Fotos pro Retina angefertigt. Zwei der Bilder

lagen peripher rechts, bzw. links und jeweils eins mittig rechts und links.

3.2.10. Immunhistochemie

3.2.10.1. Immunhistochemie der retinalen Querschnitte

Bei der Immunhistochemie wird sich die Antigen-Antikérper-Bindung zu Nutze gemacht.
Hierzu wird bei der indirekten Immunhistochemie ein Primarantikérper verwendet, der in der
Retina an die gewiinschte Struktur bindet. Der Sekundarantikérper ist z.B. Fluorescein-
gekoppelt, richtet sich gegen den Primarantikérper und darf nicht vom selben Wirt stammen
wie dieser.

Die Objekttrager wurden aus dem Gefrierschrank entnommen, bei 37°C getrocknet und
anschlieflend 4 Minuten in PBS rehydriert. Von den nachfolgenden Flissigkeiten wurden 100
pl pro Objekttrager verwendet. Zum Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen wurde
zunachst eine Blockierldsung bestehend aus 0,1-0,2 % Triton X, 10-20 % Eselserum, 10 %
Ziegenserum und 1% bovinem Serum Albumin hergestellt und fir eine Stunde auf die
Schnitte pipettiert. Die Zusammensetzung der Blockierlésung richtete sich dabei nach der
durchgeflihrten Markierung. Der Primarantikérper wurde in ebendieser Blockierlésung
angesetzt (Brn-3a 1:100, NeuN 1:500, RBPMS 1:200 und HIF-1a 1:100), auf die Schnitte
gegeben und Uber Nacht inkubiert (Tabelle 10). Die Antikérperreste wurden am folgenden
Tag durch mehrfaches Auftragen von PBS in kurzen Abstanden entfernt. AnschlieRend
wurde der Sekundarantikérper in der Blockierldésung angesetzt und fir eine Stunde auf die
Schnitte gegeben. Nach erneutem Auftragen von PBS wurde zur Markierung der Zellkerne
4’ 6-Diamin-2-Phenylindol (DAPI) dazugegeben und fur funf Minuten inkubiert. Je nach
verwendetem Antikorper wurden nach bis zu finf maligem Auftragen von PBS die
Objekttrager mit Shandon Immumount eingedeckelt und in ein Dunkelbuch gelegt. Fir die
Markierung wurden pro Retina zwei Objekttrager verwendet, sowie eine Negativkontrolle. Bei
der anschlieRenden mikroskopischen Untersuchung mit dem Immunfluoreszenz-Mikroskop
Axio Imager M1 von Zeiss wurden pro Schnitt vier Fotos angefertigt, wodurch sich bei drei
Schnitten je Objekttrager 12 Fotos pro Objekttrager ergeben (Abbildung 10). Da pro Retina
zwei Objekttrager markiert wurden, ergaben sich 24 Aufnahmen pro Retina. Eine
immunhistochemische Markierung wurde bei jeder in dieser Arbeit durchgeflhrten Studie

angefertigt.
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Der verwendete Marker Anti-NeuN aus dem Huhn markiert in der Retina sowohl die Zellen
der inneren nuklearen Schicht, als auch die retinalen Ganglienzellen und ist daher als
unspezifischer Ganglienzellmarker anzusehen (Gusel'nikova 2015). Bei einer Zellzédhlung
wilrden so auch in der Ganglienzellschicht befindliche, sog. ,displaced amacrine cells*
mitgezahlt werden, welche durch NeuN ebenso markiert werden wie die retinalen
Ganglienzellen (Rodriguez, de Sevilla Muller et al. 2014). In dieser Arbeit wurden nur die
Zellen der retinalen Ganglienzellschicht ausgezahlt, wobei jedoch nicht auszuschlieRen ist,
dass auch ,displaced amacrine cells® mitgezahlt wurden. Aus diesem Grund wurden die
Studien, in der NeuN als Ganglienzellmarker verwendet wurde nach Etablierung von RBPMS
auf der Schweineretina erneut mit RBPMS markiert. Zusatzlich wurde in dieser Arbeit zur
Darstellung von hypoxischen retinalen Ganglienzellen der Marker Anti-HIF-1a in einer

Doppelmarkierung mit Anti-RBPMS auf der Schweineretina etabliert.

Tabelle 10: Darstellung der verwendeten Primérantikérper, deren Sekundérantikérper und

deren Verdiinnung

Struktur Primarantikdrper Sekundarantikorper
Retinale Ganglienzellen Brn- 3a (1:100) Esel anti Ziege Alexa 488
(1:500)
NeuN (1:500) Esel anti Huhn Cy3 (1:400)
RBPMS (1:200) Esel anti Kaninchen Alexa 555
(1:400)
Hypoxische Zellen HIF-1a (1:100) Ziege anti Maus Alexa 488
(1:400)

pl ml mr pr

—_—> it S

Objekttrager Retina

Abbildung 10: Schema der Mikroskopie der retinalen Querschnitte

Auf dem Objekttrager sind drei retinale Querschnitte erkennbar. Von jedem dieser Querschnitte, wie
rechts im Schema zu erkennen, wurden nach erfolgter immunhistochemischer Markierung vier Fotos
zur anschlieBenden Zellzdhlung angefertigt (rote Markierung): peripher-links (pl), Mitte-links (ml),
Mitte-rechts (mr) und peripher-rechts (pr).
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3.2.10.2. Immunhistochemie der retinalen Flachpraparate

Bei den CoQ10-Studien wurden retinale Flachpraparate immunhistochemisch markiert.
Hierzu wurde das Medium abpipettiert und fir 15 Minuten durch PFA ersetzt. Danach
wurden die Proben auf dem Filter nacheinander auf ein Zellstofftuch Uberfihrt. Hier wurde
der Filter um die Probe quadratisch ausgeschnitten und das Filter-Quadrat mit der Probe in
eine vorher beschriftete 12-Well-Platte zur immunhistochemischen Markierung Gberfuhrt. Die
Markierung erfolgte bei Raumtemperatur. Am ersten Tag wurden zunachst die
unspezifischen Bindungsstellen mittels einer Blockierldsung bestehend aus 20% NDS und 2
% Triton X, gel6st in PBS fir 90 Minuten blockiert. Hier wurden je 600 ul auf jede Probe
pipettiert. AnschlieBend wurde die Blockierlésung abgesaugt und der primare Antikorper,
RBPMS (1:500), geldst in Blockierlésung, Uber Nacht auf die Proben gegeben. Am folgenden
Tag wurden die Reste des Primarantikdrpers durch dreimaliges Auftragen und Absaugen
von PBS fir je acht Minuten entfernt. AnschlieRend wurde der Sekundarantikorper, Esel-anti-
Kaninchen Alexa 555 (1:600), ebenfalls geldst in Blockierldsung, auf die Retinae pipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von 2 h wurde viermal mit PBS fiir je acht Minuten gewaschen
und abgesaugt. Im Anschluss wurde DAPI (1:10), geldst in vollentsalztem Wasser und 0,5 %
Triton X flr 90 Sekunden auf die Proben gegeben. Daraufhin wurde wiederum dreimal mit
PBS fir je sechs Minuten gewaschen und abgesaugt. Anschlieend wurde Parafiim so
zugeschnitten und gefaltet, dass ein Quadrat mit einem quadratischen Loch in der Mitte
entstand. Dieses wurde dann auf einen SuperFrost Objekttrager plaziert und die Retinaprobe
vorsichtig in die Aussparung des Parafilms dberfuhrt, um die Retina schlieBlich mit
ImmuMount einzudeckeln. Nur so konnte gesichert werden, dass die Retinaprobe beim
Auftragen des flussigen ImmuMounts auf dem Objekttrager haften blieb. Noch am gleichen
Tag wurden die Proben mikroskopiert. Es wurden neun Bilder pro Retina aufgenommen
(Abbildung 11).

@, —
m3

|
Retina Objekttrager

Abbildung 11: Schema der Mikroskopie der retinalen Flachprédparate

Nach immunhistochemischer Markierung wurden am Mikroskop pro Retina-Probe neun Fotos zur
anschlieBenden Zellzédhlung aufgenommen: zentral (z), Mitte 1 (m1), peripher 1 (p1), Mitte 2 (m2),
peripher 2 (p2), Mitte 3 (m3), peripher 3 (p3), Mitte 4 (m4) und peripher 4 (p4).
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3.2.10.3. Auswertung der Inmunhistochemie

3.2.10.3.1. Markieren und Schneiden der immunhistochemischen Aufnahmen

Nachdem die Bilder aufgenommen und unter dem Namen der Probe gespeichert wurden,
wurden die Fotos zunachst maskiert. Dies diente der unvoreingenommenen Auswertung der
Studien. Die maskierten Bilder wurden danach mittels Zen 2012 in TIFF Dateien konvertiert
und anschlieBend mittels Corel PaintShop Pro X8 einheitlich zugeschnitten. Die GréRRe des
Schnittfensters variierte dabei je nach durchgefiihrter immunhistochemischer Markierung

(Tabelle 11). Die Bilder der retinalen Flachpraparate behielten ihre OriginalgroRRe.

Tabelle 11: Darstellung der GroBe des Schnittfensters der unterschiedlichen Férbungen

Immunhistochemische Farbung Schnittfenster (Pixel)
Brn-3a 700 x 600
NeuN 600 x 800
RBPMS 600 x 800
HIF-1a 600 x 800

3.210.3.2. Zellzahlung mittels ImageJ

Nachdem die Bilder maskiert und zugeschnitten waren, wurde die Zellzahlung mittels der
Software Imaged durchgeflhrt. Als positiv gefarbte Zellen wurden diejenigen angesehen, bei
denen sowohl das Signal fir den betreffenden Marker, als auch das DAPI Signal deutlich zu
erkennen war. Nach Beendigung der Zellzdhlung wurden die Dateinamen demaskiert und

ein Mittelwert der ausgezahlten Zellen pro Probe gebildet.

3.2.10.3.3. Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurden die einzelnen Gruppen der Studien mittels der
Software Statistica miteinander verglichen. Bei den Pilotstudien (n=6/Gruppe), in denen zwei
Gruppen miteinander verglichen wurden, wurde ein t-Test flir unabhangige Stichproben
durchgefiihrt. Bei den iNOS-Studien, sowie den CoQ10-Studien wurde jeweils eine
einfaktorielle ANOVA mit anschliefendem Tukey Test post hoc durchgefiihrt. Die
Signifikanzen wurden wie folgt angezeigt: p-Werte unter 0,05 (*), p<0,01 (**) und bei p<0,001

(***).
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4. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Dissertation sollte zunachst die neuroprotektive Wirkung des iNOS-
Inhibitors 1400W an porcinen Retinae in der Organkultur nach H>O2 bzw. CoCl, induzierter
Degeneration getestet werden. Der Inhibitor sollte hierbei den potentiell durch das Enzym
iINOS ausgelésten Schaden der retinalen Ganglienzellen minimieren. Aufgrund zuvor
durchgefiihrter Studien des Experimental Eye Research Institutes in Bochum wurde eine
Kultivierungsdauer von vier bzw. acht Tagen festgelegt. Die Schadigung mit H.O» oder CoCl,
fand jeweils am ersten Tag der Kultivierung statt. Ebenso am ersten Tag erfolgte die
Behandlung mit dem iNOS-Inhibitor fir 72 h.

Zunachst wurde jeweils eine Pilotstudie mit H2O2 oder CoCl2 allein zur Verifizierung der
bereits etablierten Modelle des Experimental Eye Research Institutes in Bochum
durchgefiihrt. H>O, flhrte durch Auslésung von oxidativem Stress u.a. zu einem Verlust der
retinalen Ganglienzellen. Auch eine Behandlung mit CoCl, resultierte durch hypoxische
Mechanismen im Zelltod der retinalen Ganglienzellen (Hurst 2017; Kuehn 2017). Nach
Verifizierung dieser Ergebnisse konnten die Neuroprotektionsstudien mit dem iNOS-Inhibitor
gestartet werden. Zur Auswertung wurden retinale Flachpraparate immunhistochemisch
gefarbt.

Als weiteres potentielles Neuroprotektivum wurde das Antioxidans Coenzym Q10 eingesetzt.
In diesen Studien wurde eine Kultivierungsdauer von vier Tagen angesetzt. CoQ10 sollte in

den vorliegenden Studien den durch H,O, ausgeldsten oxidativen Stress minimieren.

4.1. Analysen im Modell des oxidativen Stresses

4.1.1. Untersuchung der Wirkung von H20: auf die retinalen Ganglienzellen

In dieser Pilotstudie wurden eine Kontrollgruppe und eine mit H2O, behandelte Gruppe nach
achttagiger Kultivierung und anschlieRender immunhistochemischer Markierung mittels Anti-
Brn3a untersucht.

Das Ergebnis bestatigte die der vorangegangenen Untersuchungen (Hurst 2017). Die mit
H.O, behandelte Gruppe wies mit einem Mittelwert von 10,77+3,77 Brn-3a*-Zellen/mm
(p=0,0002) signifikant weniger Zellen auf als die Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von
25,01£3,39 Brn-3a*-Zellen/mm (Abb.12 B). Somit konnte der Ganglienzellverlust durch H20;

verifiziert werden und das Modell fiir nachfolgende Studien weiterverwendet werden.
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A Kontrolle t H.0,
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Abbildung 12: Signifikanter Zelluntergang der retinalen Ganglienzellen nach Behandlung mit
Wasserstoffperoxid

A) Nach Behandlung mit 300 uM H:02 wurden nach acht Tagen die retinalen Ganglienzellen
immunhistochemisch mit anti-Brn-3a (griin) und die Zellkerne mit DAPI (blau) markiert. B) Die
Zellzéhlung ergab nach statistischer Auswertung einen signifikanten Verlust der RGZ in der mit H202
behandelten  Gruppe im  Vergleich zur  Kontrollgruppe.  N=6/Gruppe.  Abkirzungen:
GCL=Ganglienzellschicht, IPL=innere plexiforme Schicht, ***p<0.001, Mal3stab=20 um.

4.1.2. Untersuchung der Wirkung des iNOS-Inhibitors im Modell des oxidativen

Stresses

Nachdem in der Pilotstudie der Ganglienzellverlust durch H>.O»> nachgewiesen und somit die
Ergebnisse des etablierten Modells verifiziert werden konnten, wurde das Modell verwendet,
um die potentiell protektive Wirkung des iNOS-Inhibitors 1400W zu testen.

Die Kultivierung erfolgte sowohl vier als auch acht Tage (n=10/Gruppe).
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4.1.2.1. Intakte retinale Schichtung nach vier und acht Tagen Kultivierung

Diese Farbung wurde durchgeflhrt, um zu untersuchen, ob die retinale Schichtung nach der
Kultivierung erhalten war. Es stellte sich heraus, dass die Retinae sowohl nach vier- als auch
nach achttagiger Kultivierung eine unveranderte Schichtung aufwiesen und somit fur die

immunhistochemische Markierung verwendet werden konnten (Abb. 13).

Kontrolle H,0, H,0,+ iNOS-Inh.

4 Tage

Hamatoxylin & Eosin

8 Tage

Abbildung 13: Unverédnderte retinale Schichtung nach vier und acht Tagen Kultivierung

Die retinale Schichtung war sowohl nach vier als auch nach acht Tagen Kultivierung in allen Gruppen
erhalten. Abkiirzungen: GCL= Ganglienzellschicht, IPL= innere plexiforme Schicht, INL= innere
Kornerschich, OPL= &ullere plexiforme Schicht, ONL= &uBere plexiforme Schicht, PRL=
Photorezeptorschicht, Ma3stab: 50 um.

4.1.2.2. Untersuchung der Protektion retinaler Neurone vor oxidativem Stress
durch den iNOS-Inhibitor

Die Ergebnisse dieser Untersuchung beziehen sich auf die viertagige Kultivierung der iNOS-
Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses.

In der mit H,O, behandelten Gruppe konnten mit 21,35%£1,44 NeuN*-Zellen/mm deutlich
weniger Zellen dargestellt werden, als in der Kontrollgruppe mit 33,28+1,35 NeuN*-
Zellen/mm (p=0,004). Die somit nachgewiesene deutliche Degeneration der neuronalen
Zellen durch H.O; bestatigt erneut die Ergebnisse der Pilotstudie (s. Abschnitt 3.1.1.). Die mit
H202 + iINOS-Inhibitor behandelte Gruppe zeigte signifikant mehr Zellen (29,51+3,16 NeuN*-
Zellen/mm) als die H2O0>-Gruppe (p=0,04). Somit konnte durch den iINOS-Inhibitor eine
Protektion der retinalen Ganglienzellen hervorgerufen werden. Der schitzende Effekt des

iINOS-Inhibitors war so stark, dass zwischen der Kontrollgrupe und der mit H.O, + iINOS-
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Inhibitor behandelten Gruppe kein statistischer Unterschied mehr zu erkennen war (p=0,45,
Abb.14B).
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Abbindung 14: Signifikanter Schutz der retinalen Ganglienzellen gegen oxidativen Stress durch
den iNOS-Inhibitor 1400W nach vier Tagen

A) Neuronale Zellen wurden nach viertdgiger Kultivierung mittels anti-NeuN (rot) markiert. Die
Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) sichtbar gemacht. B) Nach Zellzdhlung und statistischer
Auswertung konnte ein signifikanter Verlust der RGZ in der mit H202 behandelten Gruppe in Vergleich
zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Der iNOS-Inhibitor fiihrte zu einer signifikanten Protektion
der RGZ gegen oxidativen Stress. N=6/Gruppe, Abkiirzungen: GCL=Ganglienzellschicht, IPL= innere
plexiforme Schicht, INL= innere Kérnerschicht, *p<0.05, **p<0,01. Mal3stab= 20um.

4.1.2.3. Kolokalisation des retinalen Ganglienzellmarkers und HIF-1a

Um die positiven Ergebnisse der NeuN-Farbung mit einem selektiven Ganglienzellmarker
verifizieren zu koénnen wurde der retinalen Ganglienzell-Marker RBPMS in einer
Doppelmarkierung mit HIF-1a auf der Schweineretina etabliert. Die Markierung mit RBPMS
(rot) stellte die retinalen Ganglienzellen in der Ganglienzellschicht selektiv dar. Darlber

hinaus konnten mittels Anti- HIF-1a (griin) die hypoxischen Zellkerne darstellt werden. Diese
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immunhistochemische Doppelmarkierung wurde nicht statistisch ausgewertet. Eine
Doppelmarkierung der retinalen Ganglienzellen mit Anti-RBPMS und Anti- HIF-1a ist anhand

weiller Pfeile in Abbildung 15 gekennzeichnet.

Kontrolle H,O, + iNOS-Inh.

-
GCL
IPL 20 um

Abbildung 15: Doppelmarkierung von RBPMS und HIF-1a im Modell des oxidativen Stresses

RBPMS +
HIF-1a + DAPI

4 Tage

HIF-1a

RBPMS +
HIF-1c1 + DAPI

8 Tage

HIF-1a

Darstellung der Doppelmarkierung von RBPMS und HIF-1a in der iNOS-Inhibitor-Studie im Modell des
oxidativen Stresses, sowohl nach vier als auch nach acht Tagen Kultivierung. Die RGZ sind mit
RBPMS (rot) markiert worden. HIF-1a (griin) stellt die hypoxischen Zellen dar. Die Zellkerne wurden
mit DAPI (blau) dargestellt. Eine Kolokalisation beider Signale ist mittels der weiBen Pfeile
gekennzeichnet. GCL=Ganglienzellschicht, IPL=innere plexiforme Schicht. Mal3stab= 20 um.

4.1.2.4. Untersuchung der Protektion retinaler Ganglienzellen vor oxidativem
Stress durch den iNOS-Inhibitor
Um die potentiell protektiven Effekte des iNOS-Inhibitors mit einem ganglienzellspezifischen
Marker zu analysieren, wurden die retinalen Ganglienzellen nach vier und acht Tagen mit
anti-RBPMS markiert. Dabei zeigte die mit H.O, behandelte Gruppe mit 20,92+1,99
RBPMS*-Zellen/mm signifikant weniger Zellen als die Kontrollgruppe mit 41,46+2,18
RBPMS*-Zellen/mm (p=0,0001) nach vier Tagen Kultivierung. Dahingegen zeigte sich, dass
der iNOS-Inhibitor zu einer signifikanten Protektion der retinalen Ganglienzellen gegen den
durch H>O, ausgeldsten oxidativen Stress flhrte (Abbildung 16B). Die Zellzahl der mit H2O»
+ iINOS-Inhibitor behandelten Gruppe betrug 35,22+2,42 RBPMS*-Zellen/mm. Wobei diese
im Vergleich zur mit H.O, behandelten Gruppe deutlich mehr Zellen aufwies (p=0,0005).
Zwischen der Kontrollgruppe und der mit H,O;, + iNOS-Inhibitor behandelten Gruppe zeigte

sich keine Signifikanz.
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Nach acht Tagen betrug der Mittelwert der Kontrollgruppe 35,89+2,60 RBPMS*-Zellen/mm.
Im Vergleich dazu kam es in der mit H2O2- behandelten Gruppe zu einem signifikanten
Verlust der retinalen Ganglienzellen auf 23,95+2,30 RBPMS*-Zellen/mm (p=0,005). Die
Zellzahl der mit H2O, + iNOS-Inhibitor behandelten Gruppe betrug in dieser Studie
30,82+2,41 RBPMS*-Zellen/mm. Somit gab es in diesem Fall weder einen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe (p=0,32), noch zur mit H.O> behandelten Gruppe (p=0,13).
Die retinalen Ganglienzellen konnten demnach durch den iNOS-Inhibitor vor oxidativem

Stress geschutzt werden.
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Abbildung 16: Schutz der retinalen Ganglienzellen vor oxidativem Stress durch den iNOS-
Inhibitor

A) Markierung der RGZ mit anti-RBPMS (rot). DAPI markiert die Zellkerne (blau). B) Nach vier und
acht Tagen kam es zu einem signifikanten Untergang der RGZ durch H:0: im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Der iNOS-Inhibitor schiitzte jedoch die RGZ vor oxidativem Stress nach vier und acht

Tagen.
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N=9-10/Gruppe/Zeitpunkt. Abklirzungen: GCL=Ganglienzellschicht, IPL=innere plexiforme Schicht,
INL=innere Kérnerschicht. **p<0,01; ***p<0,001. Mal3stab: 20 um.

4.2. Analysen im Hypoxiemodell

4.2.1. Untersuchung der Degeneration retinaler Ganglienzellen durch CoClI2

In vorliegender Arbeit wurde fir diese Pilotstudie die Kultivierung und das Aufschneiden der
Proben am Mikrotom in Zusammenarbeit mit der Bachelorstudentin Fabienne Reil}
durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Untersuchung der Degeneration retinaler Ganglienzellen
durch CoCl; sind Bestandteil der Bachelorarbeit von Fabienne Reif% (Reif 2018).

4.2.2. Untersuchung der Protektion retinaler Neurone durch den iNOS-Inhibitor
vor Hypoxie

Die Ergebnisse der Anti-NeuN-Markierung sind ebenfalls in der Bachelorarbeit von Fabienne

Reil® enthalten (Reifs 2018). In dieser Studie wurde ebenso die Kultivierung und das

Aufschneiden der Proben am Mikrotom in Zusammenarbeit mit Frau Reif3 durchgefuhrt. Die

entstandenen Schnitte der kultivierten Retinae wurden dann flr eigenstandige

immunhistochemische Studien und HE-Farbungen genutzt. Die Ergebnisse der Anti-RBPMS-

Markierung sind in folgenden Abschnitten dieser Arbeit dargestellt.

4.2.2.1. Intakte retinale Schichtung nach vier und acht Tagen Kultivierung

Auch in dieser Studie wurde zur Kontrolle des Erhaltes der retinalen Schichtung eine
Hamatoxylin und Eosin Farbung angefertigt. Sowohl nach vier-, als auch nach acht Tagen
Kultivierung konnte eine intakte retinale Schichtung bei allen verwendeten Retinae
nachgewiesen werden. Beispielhafte Bilder von jeder Gruppe sind in Abbildung 17

dargestellt.
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Kontrolle CoCl, CoCl,+ iNOS-Inh.
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Abbildung 17: Unverédnderte retinale Schichtung nach vier und acht Tagen Kultivierung

In allen untersuchten Gruppen war die retinale Schichtung sowohl nach vier als auch nach acht Tagen
erhalten. GCL= Ganglienzellschicht, IPL= innere plexiforme Schicht, INL= innere Kérnerschicht, OPL=
&ullere plexiforme Schicht, ONL= dul3ere Kbrnerschicht, PRL= Photorezeptorschicht.

Mafstab: 50 um.

4.2.2.2. Kolokalisation des retinalen Ganglienzellmarkers und HIF-1a

Wie zuvor im Modell des oxidativen Stresses wurde auch hier eine Doppelmarkierung von
anti-RBPMS und anti- HIF-1a durchgefuhrt.

Auch in diesem Modell konnten die retinalen Ganglienzellen selektiv in der
Ganglienzellschicht mittels RBPMS (rot) dargestellt werden. Die hypoxischen Zellkerne
stellten sich durch HIF-1a mit entsprechendem Sekundarantikdrper grin dar (Abb. 18).
Statistisch wurde diese immunhistochemische Doppelmarkierung nicht untersucht. Eine
Doppelmarkierung der retinalen Ganglienzellen mit anti-RBPMS und anti- HIF-1a ist anhand

weiller Pfeile in Abbildung 18 gekennzeichnet.
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Abbildung 18: Doppelmarkierung von RBPMS und HIF-1a im Hypoxiemodell

Darstellung der Doppelmarkierung von RBPMS und HIF-1a in der iNOS-Inhibitor-Studie im
Hypoxiemodell, sowohl nach vier, als auch nach acht Tagen Kultivierung. Auch in dieser Studie ist
eine Kolokalisation (Pfeile) von RBPMS (rot) und HIF-1a (griin) erkennbar. DAPI markiert wiederum
die Zellkerne in blau. GCL=Ganglienzellschicht, IPL=innere plexiforme Schicht. Mal3stab: 20 um.

4.2.3. Untersuchung der Protektion retinaler Ganglienzellen vor Hypoxie durch
den iNOS-Inhibitor

In folgendem Abschnitt werden die Ergebnisse der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell
sowohl nach vier als auch nach acht Tagen Kultivierung und Farbung mit Anti-RBPMS
dargestellt.

Nach vier Tagen zeigte die mit CoCl, behandelte Gruppe mit 25,61+2,56 RBPMS*-
Zellen/mm im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 40,00+1,04 RBPMS*-Zellen/mm einen
signifikanten Zellverlust (p=0,0002). Eine starke Neuroprotektion wurde in der mit CoCl, +
iNOS-Inhibitor behandelten Gruppe mit 33,9112,21 RBPMS*-Zellen/mm im Vergleich zur mit
CoCl, behandelten Gruppe deutlich (p=0,02). Die Kontrollgruppe und die mit CoCl, + iNOS-
Inhibitor behandelte Gruppe zeigten keinen signifikanten Unterschied (p=0,10).

Nach acht Tagen zeigten sich ahnliche Ergebnisse. In der Kontrollgruppe waren mit
31,7912,03 RBPMS*-Zellen/mm die meisten retinalen Ganglienzellen vorhanden. Die mit
CoCl; behandelte Gruppe wies mit 19,46+0,90 RBPMS*-Zellen/mm signifikant weniger
Zellen auf (p=0,0001). Der iNOS-Inhibitor fiihrte auch nach acht Tagen zu einer signifikanten
Protektion der retinalen Ganglienzellen (p=0,002). In dieser Gruppe wurden 28,54+1,89

-51-



Ergebnisse

RBPMS*-Zellen/mm gezahlt. Die mit CoCl, + iNOS-Inhibitor behandelte Gruppe zeigte
keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (p=0,37, Abb.18B).
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Abbildung 19: Signifikanter Schutz der retinalen Ganglienzellen gegen Hypoxie durch den
iNOS-Inhibitor

A) Um die potentielle Protektion der RGZ vor Hypoxie durch den iNOS-Inhibitor zu untersuchen,
wurden diese mittels anti-RBPMS (rot) markiert. Mit DAPI wurden die Zellkerne in blau dargestellt. B)
Nach vier Tagen zeigte sich ein signifikanter Untergang der RGZ durch Zugabe von CoClz. Der iNOS-
Inhibitor fiihrte zu einer Protektion der RGZ vor Hypoxie. Auch in der acht-Tage-Studie flihrte der
iINOS-Inhibitor zu einer Protektion der RGZ, wobei CoCl. zu einem deutlichen Verlust der RGZ im
Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrte. N=10/Gruppe. Abklirzungen: GCL=Ganglienzellschicht, IPL=
innere plexiforme Schicht. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Mal3stab= 20um.
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4.3. Untersuchung der Protektion retinaler Ganglienzellen durch

Coenzym Q10 vor oxidativem Stress

4.3.1. Untersuchung der Protektion durch 100 uM Coenzym Q10

Nach immunhistochemischer Markierung der retinalen Flachpraparate mittels Anti-RBPMS
und anschlieRender Zellzdhlung, konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von 100 pM
CoQ10 zu keinerlei Protektion der retinalen Ganglienzellen fuhrte. Die Kontrollgruppe wies
mit 580,48+73,75 RBPMS*-Zellen/mm? die meisten Zellen auf. Signifikant weniger Zellen
konnten in der mit H2O, behandelten Gruppe mit 323,85+13,61 RBPMS*-Zellen/mm?
dargestellt werden (p=0,01). Die mit CoQ10 behandelte Gruppe zeigte 313,93+58,53
RBPMS*-Zellen/mm?, demnach kam es zu einem signifikanten Verlust der retinalen
Ganglienzellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,01). Die mit Lutrol behandelte Gruppe
zeigte mit 438,15+35,14 RBPMS*-Zellen/mm? keinen signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe (p=0,24, Abb. 20B).

4 Tage
RBPMS

700 o, T MWK,
600 T
~_ 500 ‘L
£
£
§ 400
]
N — -
» 300 -
s
o
o
& 200
100
0

Kontrolle H,0O, Lutrol CoQ10

Abbildung 20: Keine Protektion der retinalen Ganglienzellen vor oxidativem Stress durch
100uM CoQ10

A) Zur Untersuchung der potentiellen Protektion der RGZ durch CoQ10 wurden die untersuchten
Retinae als Flachprédparate mittels anti-RBPMS (rot) markiert. B) Nach statistischer Auswertung der
Zellzdhlung konnte ein signifikanter Untergang der RGZ in der mit H202 behandelten Gruppe im

-53-



Ergebnisse

Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Auch die mit CoQ10 behandelte Gruppe fiihrte
zu einem signifikanten Zelluntergang. In der mit Lutrol behandelten Gruppe wurden zwar weniger
Zellen als in der Kontrollgruppe nachgewiesen, dennoch zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
N=4-5/Gruppe. *p<0,05. Mal3stab:50 um.

4.3.2. Untersuchung der Protektion durch 300 uM Coenzym Q10

Da der Einsatz von 100 yM CoQ10 die retinalen Ganglienzellen nicht vor oxidativem Stress
schitzen konnte, wurde noch eine héhere Konzentration von CoQ10 (300 uM) im selben
Versuchsaufbau getestet.

Wie in Abbildung 21 zu erkennen, zeigte die mit Lutrol behandelte Gruppe mit 577,29+57,22
RBPMS*-Zellen/mm? keinen statistischen Unterschied zur Kontrollgruppe mit 459,885+88,15
RBPMS*-Zellen/mm? (p=0,59). Einen geringen Unterschied zeigten die Kontrollgruppe
verglichen mit der mit H,O, behandelten Gruppe (p=0,84). Die mit CoQ10 behandelte
Gruppe wies mit 404,44+46,42 RBPMS*-Zellen/mm? keinen signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe (p=0,91) oder mit Lutrol behandelten Gruppe (p=0,59) auf.
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Abbildung 21: Keine Protektion der retinalen Ganglienzellen vor oxidativem Stress durch
300 uM CoQ10

A) Zur Untersuchung der potentiellen Protektion der RGZ vor oxidativem Stress durch CoQ10 wurden
die RGZ mit Anti-RBPMS (rot) markiert. B) Die mit Lutrol behandelte Gruppe und die Kontrollgruppe

wiesen die meisten RGZ auf, wobei keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
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nachweisbar waren. Die Behandlung mit 300 uM CoQ10 fiihrte zu keinem signifikanten Unterschied
zur Kontrollgruppe, zur mit H202 behandelten Gruppe und zur Lutrol-Gruppe. Somit erfolgte auch

keine Protektion vor oxidativem Stress durch H202. N=4-5/Gruppe. Mal3stab: 50 um.
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5. Diskussion

Um retinale Erkrankungen, wie z.B. das Glaukom nicht nur symptomatisch behandeln zu
kénnen, sind neue Therapieansatze noétig. Zwei vielversprechende neuroprotektive
Therapeutika sind der iINOS-Inhibitor 1400W und Coenzym Q10. In einem ersten Ansatz
wurde der iNOS-Inhibitor auf der Grundlage zweier etablierter Modelle, dem Modell des
oxidativen Stresses (Hurst 2017) und dem Hypoxiemodell (Kuehn 2017) auf der
Schweineretina-Organkultur getestet. Die Behandlung mit H.O> bzw. mit CoClz induzierte
hierbei einen Untergang der retinalen Ganglienzellen und ahmte somit u.a. die Mechanismen
der Pathogenese des Glaukoms nach.

Oxidativer Stress, chemisch ausgel6st durch Wasserstoffperoxid, fuhrte sowohl nach vier als
auch nach acht Tagen zu einem signifikanten Verlust der retinalen Ganglienzellen. Der
iINOS-Inhibitor zeigte seine neuroprotektive Wirkung nach vier Tagen.

CoCl; induzierte eine chemische Hypoxie und flhrte dadurch zu einem Untergang der
retinalen Ganglienzellen zu beiden untersuchten Zeitpunkten. Sowohl nach vier als auch
nach acht Tagen fihrte der iINOS-Inhibitor zu einer Protektion der retinalen Ganglienzellen
vor hypoxischen Schaden.

Im Gegensatz dazu konnte die Schadigung der retinalen Ganglienzellen mit H>O» durch
Coenzym Q10 nicht aufgehoben werden. Die retinalen Ganglienzellen gingen trotz der

Behandlung mit CoQ10 unter.

5.1. Degeneration der retinalen Ganglienzellen durch H202

H.0O, ist ein wichtiger Regulator verschiedener Signalwege in der Zelle. Unterschiedliche
Stimuli, wie z.B. Zytokine oder Wachstumsfaktoren, flihren zu einer gesteigerten Bildung von
H20,. H20; ist an der Aktivierung von Immunzellen, der Stimulation von Zellproliferation und
—differenzierung, der Apoptose und der Initiation von vaskularen Umbauprozessen beteiligt
(Veal 2007). Dariber hinaus ist H>O, ein starkes Oxidationsmittel und fihrt in hohen
Konzentrationen zu oxidativem Stress (Winterbourn 2013). Die Zytotoxizitat entsteht dabei
durch hochreaktive Hydroxylradikale, die aus H2O2 bei der sog. Fenton-Reaktion entstehen
(Zitzler 2004). Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen dem
Auf- und Abbau von H>O- (Veal 2007; Winterbourn 2013). H2O- ist darUber hinaus in der
Lage, unter Anwesenheit von Lipopolysacchariden (LPS) die Produktion von NO (ber die
Expression von iNOS in den Mikroglia zu verstarken (Mander 2006; Eguchi 2011). Das von
iINOS gebildete NO flihrt sowohl zu physiologischen, als auch in hohen Konzentrationen zu

pathologischen Prozessen (Rosselli 1998).
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Oxidativer Stress, ausgeldst durch H2O; in arteriellen pulmonalen glatten Muskelzellen unter
Normoxie, fuhrt Uber den Transkriptionsfaktor NFKB zur Aktivierung der Promotorregion von
HIF-1a (Bonello 2007; van Uden 2008).

In der hier vorliegenden, mit H>O2 behandelten Pilotstudie wurde eine Schweineretina-
Organkultur fir acht Tage kultiviert. Hierbei sollte der Zeitraum von acht Tagen nicht
Uberschritten werden, da es bei weiterer Kultivierung zu hohen Degenerationseffekten in der
Organkultur kommt (Kobuch 2008). Somit ist der limitierende Faktor der Organkultur die
begrenzte Kultivierungsdauer. Grund dafir ist u.a. die Abtrennung vom Sehnerven und vom
retinalen Pigmentepithel, wodurch die Nahrstoffversorgung nicht optimal gesichert werden
kann (Bell 2016). Die begrenzte Kultivierungsdauer hat zur Folge, dass eingesetzte
Chemikalien, sowie mdgliche Therapeutika relativ schnell wirken missen. Aus einer
vorherigen Studie war bekannt, dass eine dreistiindige Inkubation mit 300 pM H20;
ausreicht, um eine Degeneration retinaler Ganglienzellen nach acht Tagen hervorzurufen.
Zusatzlich wurde eine deutlich erhéhe Anzahl an Mikroglia sowohl nach drei als auch nach
acht Tagen nachgewiesen (Hurst 2017).

Die Pilotstudie dieser Dissertation wurde durchgefiihrt, um zum einen die bereits durch Hurst
et al. (2017) bestehenden Ergebnisse zu verifizieren. Zum anderen musste die Explantation
und Kultivierung der Schweineretina zunachst erlernt werden, damit vor allem wéahrend der
Explantation die mechanische Schadigung der Retina moglichst geringgehalten wurde. Nur
so konnte sichergestellt werden, dass die Retinae nicht schon vor der Kultivierung so
beschadigt werden, dass sie auch ohne Zugabe von H,O, bereits starke Degenerationen
aufwiesen.

Erst nach dem Erlernen der Technik war eine Kultivierung mit moéglichen Therapeutika
sinnvoll. In der Pilotstudie konnten die Ergebnisse der Studie von Hurst et al. (2017)
verifiziert werden. Auch in vorliegender Studie kam es zu einem erwarteten Untergang der
retinalen Ganglienzellen nach achttagiger Kultivierung. Grund fir diesen Untergang schien
der durch H>O, ausgeldste oxidative Stress zu sein. Hohe Konzentrationen von H2O, kénnen
nicht mehr durch antioxidative Abwehrkrafte der Zelle kompensiert werden und es folgt ein
irreversibler Zell- und Gewebeschaden (Zitzler 2004; Veal 2007).

Auch andere Arbeitsgruppen haben bereits die degenerativen Effekte von H20»
nachgewiesen. So kam es z.B. in einer RGC-5 Zelllinie unter oxidativem Stress durch den
Einsatz von H2O, zum Untergang der retinalen Ganglienzellen (Maher 2005).

Des Weiteren wird H2O; in Tiermodellen eingesetzt, wie z.B. im Modell der Nrf2-defizienten
Mause. Der Transkriptionsfaktor Nrf2 spielt eine wichtige Rolle beim Schutz vor oxidativem
Stress. Beweisend daflr war, dass gezeigt werden konnte, dass oxidativer Stress, ausgelost
durch eine Defizienz des Nrf2-Gens, zur Simulation neurodegenerativer Erkrankungen der

Retina, mit folgendem Verlust der retinalen Ganglienzellen, fihrte (Himori 2013). In einer
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weiteren Studie mit Ratten konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress, ausgel6st durch
Kohlenstoffdisulfid zur Apoptoseinduktion der Neurone des Hippocampus flihrte. Die
betroffenen Ratten zeigten kognitive Dysfunktionen durch Schaden des zentralen
Nervensystems (Wang 2017). Anhand der Studien durch Maher et al. (2005), Himori et al.
(2013) und Wang et al. (2017) lasst sich erkennen, dass sowohl in der Zellkultur als auch in
Tiermodellen oxidativer Stress zur Degeneration verschiedenster Neurone flihren kann. Die
in dieser Dissertation verwendete Organkultur bestatigte ebenfalls diese Ergebnisse, auch

hier kam es zu einem Verlust der retinalen Ganglienzellen.

5.2. Kolokalisation von RBPMS und HIF-1a

Um die retinalen Ganglienzellen darstellen zu konnen, sind selektive immunhistochemische
Marker der retinalen Ganglienzellen nétig.

Um nun eine genaue Aussage zur Wirkweise des iNOS-Inhibitors, und spater von Coenzym
Q10 auf die retinalen Ganglienzellen treffen zu kénnen, wurde der Antikdrper anti-RBPMS
etabliert. Im Datenblatt des Herstellers wurde bisher nur von einer Interaktion mit dem
Gewebe von Maus, Ratte, Kaninchen, Meerschweinchen und nicht menschlichen Primaten
berichtet. Bisher konnte jedoch noch keine Wechselwirkung mit dem Gewebe des
Schweines oder dem des Mensch dargestellt werden (Abcam).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Doppelmarkierung von Anti-RBPMS und Anti-HIF-1a
eingefuhrt. HIF-1a ist ein Marker fir hypoxische Zellen und soll in Zukunft in einer
Doppelmarkierung mit RBPMS genutzt werden, um hypoxische retinalen Ganglienzellen
darstellen zu kénnen. Diverse Markierungen mit anti- HIF-1a auf der Retina sind bereits in
der Literatur beschrieben worden. So wurden beispielsweise retinale Zellen der Maus durch
Caprara et al. mit anti- HIF-1a dargestellt (Caprara 2011). Im Datenblatt des Herstellers BD
Biosciences ist allerdings nur eine Interaktion mit menschlichen Praparaten beschrieben
worden (Biosciences). Eine erhdhte Expression von HIF-1a bei Auslésung einer chemischen
Hypoxie durch CoCl, auf der Schweineretina wurde bereits durch Kuehn et al. bewiesen
(Kuehn 2017). Auch eine Doppelmarkierung von RBPMS und HIF-1a ist bereits in den
Studien von Shen et al. (2018) durchgefiihrt worden. Hier wurde eine Mauseretina u.a. zur
Charakterisierung der Phenotypen der retinalen Ganglienzellen markiert (Shen 2018).

In der vorliegenden Arbeit konnte die Doppelmarkierung von anti-RBPMS und anti- HIF-1a
ebenso erfolgreich etabliert werden. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Markierung

wurden dazu mit den oben genannten Quellen verglichen.

5.3. Schutz vor oxidativem Stress durch den iNOS-Inhibitor 1400W

Im Rahmen dieser Dissertation wurde u.a. die putativ protektive Wirkung des iNOS-Inhibitors

1400W auf der durch oxidativen Stress geschadigten Schweineretina getestet. Oxidativer
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Stress wird chemisch durch H;O, ausgeldst. Ho.O, fuhrt dabei zu einer Aktivierung von
Mikroglia, welche dann iNOS exprimieren und somit NO freisetzen (Haefliger 1999; Hurst
2017).

5.3.1. Schutz der retinalen Ganglienzellen nach vier Tagen durch Inhibierung
von iNOS

Zunachst wurden die Effekte des iINOS-Inhibitors in einer Konzentration von 500 uM auf die
retinale Schichtung untersucht. Hierzu wurden HE-Ubersichtsfarbungen angefertigt. Weder
die Zugabe von H>O, noch die Behandlung mit dem iNOS-Inhibitor flhrten zu
Veranderungen der retinalen Schichtung. Daher konnten alle Retinae fur weiterfuhrende
Analysen verwendet werden.

Wie bereits erwdhnt, exprimieren Mikroglia und Makrophagen als Antwort auf einen
Entzindungsreiz das Enzym iNOS, welches dann seinerseits NO bildet. NO ist beteiligt an
wichtigen physiologischen Funktionen, wie z.B. Vasodilatation, Immunabwehr oder
Funktionen als Neurotransmitter (Betteridge 2000). Kommt es allerdings zu einer vermehrten
Ausschittung von Stickstoffmonoxid, kann dieses toxische Effekte haben. Dies zeigt sich
auch bei diversen Augenerkrankungen. Kommt es hier zu einer Aktivierung von iNOS,
werden Uber langere Zeit hinweg grolRe Mengen an NO ausgeschittet, welche zu einer
Degeneration des Discus nervi optici und retinaler Degeneration fihren kénnen. Folge davon
kénnen u.a. ein Glaukom, Alters-abhangige Makuladegeneration, Katarakt oder Uveitis sein
(Chiou 2001). Eine Inhibierung von iNOS scheint daher ein interessanter Ansatz zur
potentiellen Therapie von Augenerkrankungen zu sein.

Der Schutz der retinalen Ganglienzellen vor oxidativem Stress konnte nach vier Tagen
Kultivierung nachgewiesen werden. Auch in anderen Studien konnte die Relevanz von iNOS
bei der Pathogenese von Augenerkrankungen bestatigt werden. So konnte beispielsweise in
einer Studie mit Patienten, die an einem primaren Offenwinkelglaukom litten, nachgewiesen
werden, dass bei diesen in Regionen des neuronalen Schadens reaktive Astrozyten iNOS
exprimieren. Es konnte also die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Astrozyten im N.
opticus eine lokale Neurotoxizitat auf die Axone der retinalen Ganglienzellen durch
Exprimierung von iNOS ausiben (Liu 2000). Liu et al. (2000) konnten also zeigen, dass eine
Inhibierung der INOS moglicherweise zu einem Schutz der Neurone flihren kdnnte. Aktivierte
Mikroglia exprimieren vermehrt iNOS, welche dann groe Mengen an neurotoxischem NO
ausschutten. Die direkte Toxizitdat von NO auf die betreffenden Zellen hangt dabei von der
Menge des ausgeschitteten NO ab. Wird iNOS nun durch einen selektiven Hemmer, wie
1400W gehemmt, kommt es zum Schutz der Neurone (Golde 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen diese Ergebnisse.
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Die retinalen Ganglienzellen gingen durch die Behandlung mit H>O> deutlich unter. Demnach
scheint H20; toxisch auf die retinalen Ganglienzellen gewirkt zu haben. Denkbar kénnte auch
eine Aktivierung der Mikroglia durch H2O> sein, welche dann uber die Aktivierung von iNOS
zum Untergang der retinalen Ganglienzellen gefiihrt haben kénnten. Dies wurde jedoch in
dieser Arbeit nicht weiter erforscht. Die Aktivierung der Mikroglia konnte dennoch zuvor
durch Hurst et al. (2017) bestatigt werden. Aufgrund der Ergebnisse von Hurst et al. (2017)
kann die Hypothese gestellt werden, dass die Hemmung der iINOS und die damit
verbundene Hemmung der Ausschittung von toxischem NO zum Schutz der retinalen
Ganglienzellen flihrte.

Auch in einem Tiermodell der Ratte konnte iINOS bei chronisch erhohtem IOP nachgewiesen
werden. In diesem Modell der Ratte wurde untersucht, ob iINOS oder andere Formen der
NO-Synthasen bei erhéhtem Augeninnendruck Uber drei Monate im Discus nervi optici
vorkommen und dort neurotoxisch wirken. Es zeigte sich eine exzessive Produktion von NO,
ausgeldst durch iINOS. Shareef et al. (1999) konnten andere Isoformen der NO-Synthasen
im erkrankten Auge nicht nachweisen, wodurch sie davon ausgingen, dass das toxische NO
durch iNOS generiert wurde (Shareef 1999). Diese Studie scheint ebenso zu beweisen, dass
die grolen Mengen an NO durch iINOS eine Neurotoxizitdt hervorrufen. Andere
Arbeitsgruppen kamen zu ahnlichen Ergebnissen. So kam es z.B. in einem Modell der Ratte
bei 6-monatiger Erhdhung intraokularen Drucks mit gleichzeitiger Behandlung mit einem
iNOS-Inhibitor zu nur 10% Verlust der retinalen Ganglienzellen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe mit 36% Verlust. Die Erhdhung des intraokularen Drucks
wurde unilateral moderat durch Kauterisieren der episkleralen Venen chronisch erhoht. Das
zweite Auge diente als Kontrollauge (Neufeld 1999). Die retinalen Ganglienzellen scheinen
also auch hier, wie in der vorliegenden Arbeit durch die Auswirkungen der iNOS
unterzugehen und durch deren Inhibierung geschutzt zu werden. In einem weiteren Modell
konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von iNOS in Pankreaszellen der Maus und Ratte
u.a. die toxischen Effekte von H,O; herabsetzen konnte (Michalska 2010). Diese Studie zeigt
zum einen, dass iINOS nicht nur in neuronalem Gewebe eine toxische Wirkung tber NO
ausubt. Zum anderen beweist sie die Aktivierung von iNOS durch den Einsatz von H;O,, wie
es auch in der vorliegenden Arbeit der Fall ist.

Andere Arbeitsgruppen in der Glaukomforschung kamen zu negativen Ergebnissen
hinsichtlich des Einsatzes eines iNOS-Inhibitors. Hier wurde in einem Modell der Ratte durch
Injektion von hypertoner Salzlésung der IOP erhéht und die Retina, als auch der Discus nervi
optici anschlielend sowohl immunhistologisch, als auch via PCR auf NO-Synthasen
untersucht. Des Weiteren wurden die Ratten in einem zweiten Versuch durch Zugabe eines
INOS-Inhibitors ins Trinkwasser behandelt. Es zeigte sich weder eine Erhéhung von iNOS in

der Retina, noch im Sehnnervenkopf oder in der Ganglienzellschicht der Retina. Auch zeigte
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sich kein Effekt der Inhibierung von iNOS (Pang 2005). Bei dieser Studie wurde der Inhibitor
oral Uber das Trinkwasser verabreicht, wodurch der Inhibitor moglicherweise aufgrund von
zu geringer Konzentration oder Unvermodgen des Inhibitor-Molekuls die Barrieren des
Kérpers bis zum Auge zu Uberwinden keinerlei Wirkung zeigte. Des Weiteren scheint in
dieser Studie iINOS nicht einmal exprimiert worden zu sein, wodurch die Inhibierung hinfallig
war. Warum iNOS hier, trotz der Erhéhung des IOP durch hypertone Kochsalzldsung, nicht
exprimiert wurde, bleibt ungeklart, zumal andere, bereits zuvor genannte Studien durch
Erhéhung des IOP eine signifikante Erhéhung von iNOS nachweisen konnten.

Insgesamt scheint der iNOS-Inhibitor 1400W jedoch ein vielversprechender Ansatz zur
mdglichen Therapie von durch oxidativen Stress ausgelésten Erkrankungen des Auges zu

sein.

5.4. Schutz vor Hypoxie durch den iNOS-Inhibitor 1400W

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde des weiteren die potentiell protektive Wirkung des
iNOS-Inhibitors 1400W auf der durch chemische Hypoxie geschadigten Schweineretina
getestet. Eine chemische Hypoxie wurde durch CoCl, ausgel6st. Der folgende Untergang der
retinalen Ganglienzellen sollte nun durch die Inhibierung der iNOS minimiert werden. Eine
vorherige Studie fiihrte mit geringeren Konzentrationen des iNOS-Inhibitors 1400W im
Hypoxiemodell nicht zu dem gewunschten Effekt (Maliha 2017). Erhdhte Konzentration des

Inhibitors auf 500 uM in vorliegender Arbeit flihrten zu vielversprechenden Ergebnissen.

5.4.1. Schutz der retinalen Ganglienzellen nach vier und acht Tagen durch

Inhibierung von iNOS

Auch in diesen Studien wurden zundchst HE-Ubersichtsfarbungen der kultivierten Retinae
angefertigt und mikroskopisch beurteilt. Die retinale Schichtung war sowohl in der
Degenerationsgruppe als auch in der Kontroll- und Inhibitorgruppe erhalten. Somit konnten
die Retinae fir weiterfihrende Untersuchungen verwendet werden.

Eine chemische Hypoxie fuhrt u.a. Uber den HIF-1a-Weg zu einer verstarkten Synthese des
Enzyms iNOS und einer damit verbundenen erhdhten Ausschittung von NO (Rosselli 1998;
LaManna 2004). Wie zuvor durch Kuehn et al. (2017), konnte auch durch Reif® (2018) in der
Pilotstudie der vorliegenden Arbeit ein Verlust der retinalen Ganglienzellen durch den
Einsatz von CoCl, dargestellt werden (Kuehn 2017; Rei® 2018). Kuehn et al. konnten des
Weiteren eine Erhéhung der Exprimierung von HIF-1a zeigen (Kuehn 2017). Aufgrund
dessen und der durch die Erhéhung von HIF-1a zu erwartenden vermehrten Exprimierung
von iNOS wurde von Maliha (2017) eine erste Studie mit dem iNOS-Inhibitor 1400W

angeschlossen. Hier kam es trotz Einsatz des Inhibitors zu einem signifikanten Untergang
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der retinalen Ganglienzellen (Maliha 2017). Daraufhin wurde in dieser Dissertation zunachst
die iINOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses durchgefiihrt. Aufgrund der
positiven Ergebnisse, wurde die vorliegende Studie angeschlossen. Desweiteren kam die
Vermutung auf, dass die Konzentration des Inhibitors zuvor Zzu niedrig gewahlt wurde, um
auf alle Schichten der Retina wirken zu kénnen (Maliha 2017).

Diese Vermutung scheint zuzutreffen, da in den Ergebnissen dieser Dissertation zu
erkennen ist, dass die retinalen Ganglienzellen sowohl nach vier, als auch nach acht Tagen
Kultivierung signifikant vor den Auswirkungen der chemischen Hypoxie geschiitzt werden
konnten. Die toxischen Effekte der iINOS, ausgelost tber den HIF-1a-Weg scheinen u.a. flr
den Untergang der retinalen Ganglienzellen verantwortlich zu sein, da die Inhibierung mit
dem iNOS-Inhibitor zu dem gewlinschten, protektiven Effekt flihrte. Die Inhibierung von iNOS
ist dartiber hinaus nur langsam reversibel und hochselektiv (Garvey 1997).

Es sollte bedacht werden, dass sowohl zu viel als auch zu wenig NO zu Erkrankungen des
Auges flhren koénnen. Ist zu wenig NO vorhanden, werden in der Ophthalmologie
beispielsweise NO-Donatoren eingesetzt, welche dann z.B. zu einer Vasodilatation im Auge,
einem verminderten IOP und einer Relaxation des Ziliarmuskels fihren. Fir die Produktion
von NO im physiologischen Bereich sind die eNOS und nNOS verantwortlich. Kommt es
allerdings zu pathologischen Zustanden, wird die iINOS aktiviert. Diese wiederum produziert
dann Uber einen langen Zeitraum hinweg grofle Mengen an NO, welches Uber die
Entstehung von NO,, Nitrit, Peroxynitrit und freien Radikalen toxisch wirkt und u.a. zum
Glaukom fiihren kann (Chiou 2001). Dementsprechend scheint die Inhibierung von iNOS ein
sinnvoller Therapieansatz zu sein, da hier nur die NO-Produktion im UbermalR inhibiert wird.
Auch Shi et al. (2017) kamen zu ahnlich positiven Ergebnissen beziglich des Einsatzes des
iNOS-Inhibitors 1400W. So kam es in einem Hypoxiemodell der Ratte mit anschlieRender
Reoxygenierung zu einer Beeintrachtigung des raumlichen Denkens der Ratten.
Nachgewiesen werden konnten eine Aktivierung der Mikroglia, eine Erhéhung von iNOS und
NO, sowie eine gesteigerte Apoptoserate im cerebralen Cortex einen Tag nach
Reoxygenierung. Im gleichen Modell wurde der iNOS-Inhibitor 1400W eingesetzt. Es zeigte
sich keine Beeintrachtigung der eNOS oder nNOS, sowie eine verminderte Apoptoserate
und verminderte NO-Produktion. Dementsprechend wurde das raumliche Denken der Ratten
nach Hypoxieeinwirkung und Einsatz des iNOS-Inhibitors 1400W verbessert (Shi 2017). In
der Studie durch Shi et al. (2017) konnte also, wie auch in vorliegender Arbeit gezeigt
werden, dass die Inhibierung von iNOS durch 1400W eine neuroprotektive Wirkung zeigt.
Neufeld et al. (2002) konnten nach sieben monatigem chronisch moderat erhéhten IOP bei
der Ratte bei der Behandlung mit einer inaktiven Vorstufe eines selektiven iNOS-Inhibitors
einen Schutz der retinalen Ganglienzellen herbeifuhren (Neufeld 2002). Hier konnte nun

gezeigt werden, dass auch eine langere Behandlung mit einem iNOS-Inhibitor zu protektiven
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Effekten fihren kann. Da zwar eine langere Kultivierung der Schweineretinaorgankultur
aufgrund des vermehrten Zellunterganges nicht mdglich ist, sollte dennoch in Betracht
gezogen werden, dass es sich bei dem iNOS-Inhibitor 14000W um ein klnftiges
Langzeittherapeutikum handeln kénnte.

Rus et al. (2010) bewiesen die positive Wirkung von 1400W in einem
Hypoxie/Reoxygenierungs-Modell der Rattenlunge. Hierbei wurden die Ratten fur 30 Minuten
einer Hypoxie ausgesetzt, mit und ohne Behandlung mit 1400W. Direkt nach der
Behandlung, nach 48 Stunden und fiinf Tagen wurde das Apoptoselevel, der NO-Gehalt, die
Lipidperoxidation und die Proteinnitration gemessen. Das Resultat war, dass die Inhibition
von iINOS zu verminderten Schaden in der Lunge flihrte (Rus 2010). Auch hier wurde der
iNOS-Inhibitor 1400W mit Erfolg eingesetzt, wodurch davon auszugehen ist, dass das
Enzym nicht nur neuronale Schaden, sondern auch Schaden anderer Gewebe hervorzurufen
scheint.

Ein weiteres Modell bewies das therapeutische Potential von 1400W. LaszI6 et al. testeten
die Wirkung von Isoform-selektiven und nicht-selektiven NO-Synthase-Inhibitoren bei
Endotoxin-bedingten vaskularen Schaden des Colons der Ratte. Bei allen Inhibitoren kam es
zu einem verminderten Schaden im Colon der Ratte, wobei die Wirksamkeit von 1400W am
langsten war (Laszlo 1997).

Beim Vergleich der Studie von Laszlo et al. (1997) mit der vorliegenden, ist zum einen zu
erkennen dass die iINOS wiederum nicht nur zu Schaden der retinalen Ganglienzellen
fuhren, sondern auch in anderen Geweben einen deutlichen Schaden hervorrufen kann. Zum
anderen scheint die Auswahl eins selektiven Inhibitors von Vorteil zu sein, da nur so
sichergestellt werden kann, dass nur das Schaden auslésende Enzym iNOS selektiv
gehemmt wird.

Der in vorliegender Arbeit verwendete Inhibitor scheint demnach eine gute Langzeitwirkung
(Neufeld 2002) sowie eine sehr gute Selektivitdt zu besitzen (Garvey 1997). Das
therapeutische Potential des iINOS-Inhibitors 1400W bei verschiedenen Erkrankungen des

Auges scheint dementsprechend grol} zu sein.

5.5. Kein Schutz vor oxidativem Stress durch Coenzym Q10 nach vier Tagen

Im Korper existiert CoQ10 in unterschiedlichen Formen, oxidiert als Ubiquinon, teilweise
reduziert als Semiquinon-Radikal oder reduziert als Ubiquinol, abhangig von dem
Metabolismus der Zelle (Lenaz 2009). In den meisten Studien, wie auch in dieser
Dissertation, wird das oxidierte CoQ10, also Ubiquinon eingesetzt, da lange Zeit keine
stabile Verbindung der eigentlich therapeutisch sinnvolleren reduzierten Form erhaltlich war.

Bei der reduzierten Form handelt es sich um ein Molekdil, das nicht zunachst vom Kdrper von
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der oxidierten in die reduzierte Form umgewandelt werden muss und somit schneller als

Antioxidans verfugbar ware (Zhang 2017).

5.5.1. Kein Schutz der retinalen Ganglienzellen durch 100 und 300 pM
Coenzym Q10

Da bereits der Einsatz von 100 uM CoQ10 nicht zu den gewlinschten Ergebnissen fihrte,
wurde fur diese Dissertation noch eine zweite CoQ10-Studie unter Einsatz von 300 uM
CoQ10 durchgefuhrt. Auch diese Studie fihrte nicht zu dem gewlinschten Schutz der
retinalen Ganglienzellen. Die retinalen Ganglienzellen der Degenerationsgruppe gingen
unter Einsatz von H20O- nicht signifikant unter. Dies scheint ein Hinweis darauf zu sein, dass
entweder das verwendete H;O- nicht oder nur abgeschwacht gewirkt hat, oder wahrend der
gesamten Kultivierungsdauer ein Fehler unterlaufen ist, da die Degeneration mit H>O- in den
Studien zuvor immer zu einem signifikanten Untergang der retinalen Ganglienzellen flhrte.

In der Literatur wurden bisher mehrere positive Effekte von CoQ10 beschrieben. So hat der
Einsatz von nur 1 uM oder 10 uM CoQ10 einen starken antioxidativen Effekt auf die zuvor
mit H20, geschadigte Organkultur gesunder humaner nasaler Mukosa. Hierbei fliihrte CoQ10
zu einem deutlich geringeren DNA-Schaden verglichen mit der H2O,-Gruppe. Jedoch wurden
die Organkulturen bei dieser Studie zunachst mit CoQ10 behandelt und anschlieRend mit
H.O, geschadigt (Reiter 2009). Da durch Reiter et al. (2009) deutlich geringere
Konzentrationen von CoQ10 in einer Organkultur eingesetzt wurden, scheint ein Fehler
hinsichtlich zu geringer Konzentration von CoQ10 in der vorliegenden Arbeit eher
unwahrscheinlich. Dennoch sollte beachtet werden, dass hier, anders als in der vorliegenden
Dissertation, Coenzym Q10 vor der eigentlichen Schadigung verwendet wurde. Demnach
war das Gewebe modglicherweise schon mit CoQ10 angereichert und der oxidative Stress,
ausgeldst durch H20,, konnte direkt minimiert werden.

In diversen Studien des Auges wird ein positiver Effekt durch CoQ10 beschrieben. So kam
es bei in vivo und in vitro Versuchen durch Nakajima et al. durch CoQ10 zu einer Protektion
der retinalen Ganglienzellen. Hierbei wurde die RGZ-5-Linie der Ratte mit H.O, geschadigt
und mit CoQ10 und einem Vitamin E-Analog behandelt. Es konnte ein reduzierter
Zellschaden, sowie eine reduzierte Apoptoserate durch Inhibierung des oxidativen Stresses
nachgewiesen werden. Nach einer Schadigung des Mauseauges durch N-Methyl-D-Aspartat
und anschlieRender oralen Behandlung mit CoQ10 und alpha-Tocopherol fur 14 d wurde ein
reduzierter Schaden in der retinalen Ganglienzell-Schicht beobachtet (Nakajima 2008).
Anhand dieser Studie zeigte sich, dass der Einsatz von CoQ10 nach der Schadigung auch
zur Protektion der Zellen fliihren kann. Demnach hatte die zeitgleiche Behandlung von
CoQ10 und H2O, in den Studien dieser Dissertation auch zum Schutz der retinalen

Ganglienzellen fihren missen.
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Auch als Augentropfen scheint CoQ10 wirksam zu sein. Hierbei wurde eine Toxizitat durch
Kainat in der Retina der Maus ausgeldst und die Mause anschlieend mit 10 yM CoQ10-
Augentropfen behandelt. Der CoQ10-Gehalt der Retina wurde gemessen und es zeigte sich,
dass dieser deutlich anstieg. So konnten Lulli et al. (2012) beweisen, dass CoQ10 in der
Lage ist, die Retina durch die Kornea hinweg zu erreichen. Zudem kam es zu einer
nachweislichen Protektion der retinalen Schichten vor apoptotischen Prozessen. Daher
gingen sie davon aus, dass CoQ10 zwar freie Radikale direkt abféngt, jedoch auch die
Apoptose Uber Hemmung der Depolarisation der Mitochondrien verhindert (Lulli 2012). Auch
Lulli et al. (2012) setzten deutlich geringere Konzentrationen des CoQ10 ein, als in
vorliegender Arbeit verwendet wurden. Zudem wurden im Vergleich zur vorliegenden Studie
CoQ10-Augentropfen eingesetzt, welches eine Behandlungsmethode ist, bei der die Retina
deutlich schwieriger zu erreichen ist, als durch direkte Applikation auf die Retina, wie bei der
Organkultur. Da sogar dies zu einer Protektion der retinalen Ganglienzellen fiihren konnte,
scheint ein Fehler bei der Kultivierung oder Auswertung der vorliegenden Studien immer
wahrscheinlicher. Da die Kultivierung der CoQ10-Studien unter gleichen Bedingungen wie
die der iNOS-Inhibitorstudie durchgefihrt wurde, scheint der Fehler eher in folgenden
Schritten zu liegen. Es ware beispielsweise denkbar, dass der Prozess der Fixierung der
Retina auf dem Objekttrager fur weitere Untersuchungen zu moglichen Schaden an den
Retinae gefuhrt haben kdnnte und somit die Ergebnisse verfalscht haben konnte.

Eine weitere Studie mit der reduzierten Form des CoQ10 konnte einen Schutz der retinalen
Ganglienzellen nachweisen. Diese Arbeitsgruppe setzte ein Ischdmie/Reperfusionsmodell
zur akuten Erhdéhung des IOP bei der Maus ein. Anschlielfend wurde den M&usen oral
CoQ10 verabreicht. Nach zwei Wochen konnte eine signifikante Verminderung der Aktivitat
der Mikro- und Astroglia, sowie eine verminderte Apoptoserate der retinalen Ganglienzellen
nachgewiesen werden (Ju 2018). Auch diese Studie von Ju et al. (2018) ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass bei den CoQ10-Studien der vorliegenden Dissertation ein Fehler
unterlaufen sein muss. Anhand der Studien von Nakajima et al. (2008), Lulli et al. (2012) und
Ju et al. (2018) scheint CoQ10 Uber mehrere Wege den Zelltod zu verhindern. Demnach
scheint CoQ10 insgesamt ein vielversprechendes Therapeutikum fur u.a. retinale
Erkrankungen zu sein. Die Ergebnisse dieser Dissertation scheinen demnach eher eine
Ausnahme darzustellen.

Da bereits viele Arbeitsgruppen mit der oxidierten Form des CoQ10 gearbeitet haben und
positive Ergebnisse erhielten, scheint auch der Einsatz der oxidierten Form nicht der Grund
fur die Wirkungslosigkeit in diesen Studien zu sein. Eine Konzentrations-abhangige
Unwirksamkeit ist nicht auszuschlielen, obwohl verschiedenste Arbeitsgruppen,
beispielsweise Lulli et al. (2012), mit deutlich geringeren Konzentrationen eine Protektion der

Zellen vor oxidativem Stress hervorrufen konnten (Lulli 2012).
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Des Weiteren waren speziesspezifische Unterschiede denkbar. Die hier diskutierten Studien
arbeiteten grofitenteils mit Geweben von Nagern. Mdglicherweise ist das verwendete CoQ10
nicht in der Lage die gewinschte Protektion an einer porcinen Retina herbeizufuhren.
Nageraugen sind deutlich kleiner als das Schweineauge, die Schichten, die das CoQ10
Molekil Gberwinden muss sind demnach dinner. Somit wéare es denkbar, dass eine
wirksame Konzentration des Moleklils in der retinalen Ganglienzell-Schicht nach vier Tagen
Kultivierung nicht erreicht werden konnte. Da jedoch Lulli et al. (2012) sogar eine Protektion
der Retina durch CoQ10-haltige Augentropfen hervorrufen konnten, scheint diese Hypothese
eher unwahrscheinlich zu sein.

Eine weitere Fehlerquelle kdnnte der Emulgator Lutrol sein. Trotz Einsetzen des Emulgators
gestaltete sich die Mischbarkeit mit CoQ10 schwierig. Auch nach gutem Durchmischen
zeigte sich keine komplett homogen gemischte Flissigkeit. Dementsprechend ist es méglich,
dass nach Mischen mit dem Medium CoQ10 immer noch nicht optimal gel6st war und somit
auch nicht wie gewunscht wirken konnte.

Im weiteren Verlauf sollte die CoQ10-Studie im Hinblick auf diese méglichen Fehlerquellen
wiederholt werden. Denkbar ware zunachst eine Studie mit anderen Konzentrationen von
CoQ10. Des Weiteren sollte die Durchmischung von Emulgator und CoQ10 optimiert
werden. Laut Literatur scheint CoQ10 aber alles in allem ein vielversprechendes potentielles
Therapeutikum  retinaler  Erkrankungen  sein und solte auch auf der

Schweineretinaorgankultur weiter erforscht werden (Nakajima 2008; Lulli 2012; Ju 2018).

5.6. Vergleich der untersuchten Therapeutika

Sowohl der iINOS-Inhibitor 1400W, als auch CoQ10 scheinen ein hohes Potential zu haben,
als moégliche Therapeutika in der Augenheilkunde eingesetzt zu werden.

Bei einem Vergleich der beiden Therapeutika fallen mehrere Unterschiede auf. Den ersten
Unterschied stellt die Molekllgrofie dar. Der iINOS- Inhibitor weist ein Molekulargewicht von
250,17 Da auf, die Strukturformel hierzu lautet C1oH1sN3 x 2 HCI (Merck). Im Vergleich hierzu
ist das Molekulargewicht von CoQ10 mit 863,34 Da deutlich groRer. CsgHgooO4 ist die
zugehorige Strukturformel von CoQ10 (Aldrich). Der Unterschied dieser beiden
MolekulgréRen konnte eine mdgliche Erklarung fur die Ergebnisse der CoQ10-Studien sein.
Kleinere Molekule koénnen einfacher in die Zellen gelangen als groflere. So nimmt die
Permeabilitat der Molekile mit zunehmender Gro3e ab. Dieses konnte durch Ambati et al.
(2000) in einer Studie der skleralen Diffusion gezeigt werden. Diese fanden heraus, dass
grol’e Molekile schlechter in der Lage waren die Sklera zu passieren, als weniger grofe
Molekiile. Auch fanden sie heraus, dass der strukturelle Aufbau der Molekille bedeutsam zu

sein scheint (Ambati 2000). Somit ware denkbar, dass CoQ10 aufgrund der MolekllgréRe
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und Molekulbeschaffenheit nicht bzw. nur begrenzt in der Lage war, die Zellen der Retina vor
oxidativem Stress zu schitzen.

Auch die Wirkungsweisen der beiden potentiellen Therapeutika unterscheiden sich. Der
iINOS-Inhibitor stellt wie zuvor erwahnt einen irreversiblen, bzw. langsam reversiblen Inhibitor
der iNOS dar. Durch diesen wird die durch iINOS katalysierte Reaktion von L-Arginin zu L-
Citrullin und NO gehemmt (Garvey 1997). Diese Hemmung bewirkt, dass die iINOS als
Reaktion auf Hypoxie oder oxidativen Stress keine groRe Menge an zytotoxischem NO
freisetzen kann (Betteridge 2000). Der hiermit verbundene Zelluntergang soll durch den
Inhibitor gehemmt werden.

Der Ansatz eine durch oxidativen Stress geschadigte Retina mit CoQ10 zu behandeln,
unterscheidet sich hiervon. CoQ10 stellt einen essentiellen Cofaktor im Elektronentransport
der Atmungskette in den Mitochondrien dar. Dartber hinaus schiitzt CoQ10 als Antioxidans
in den Mitochondrien und Zellmembranen vor freien Radikalen (Yang 2016). Daraus ergibt
sich ein essentieller Unterschied zwischen den beiden Substanzen. CoQ10 eliminiert als
Antioxidans die durch den oxidativen Stress entstehenden ROS und schiitzt somit die Zellen
vor oxidativen Schaden, wahrend der iNOS-Inhibitor schon alleine die Entstehung von
toxischem NO verhindert. Der Inhibitor hemmt also schon die Entstehung toxischer Stoffe,
wobei CoQ10 schadigende Molekiile unschadlich machen soll.

Schlussfolgernd stellen beide Therapeutika interessante Ansatze fur die Neuroprotektion der
Retina dar. Die positiven Ergebnisse des iINOS-Inhibitors in dieser Arbeit zeigen das hohe
therapeutische Potential des Inhibitors. Die Ergebnisse der CoQ10-Studie konnten allerdings
nicht den gewunschten Effekt zeigen. Hier bedarf es noch weiterer Studien, um neue

Ansatze fiir den Einsatz des Therapeutikums zu finden.

-68 -



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Wirkung verschiedener Therapeutika in einer durch Hypoxie oder oxidativen Stress

geschiadigten Organkultur der Schweineretina

Hypoxie und oxidativer Stress sind wichtige Pathomechanismen verschiedener retinaler
Erkrankungen, wie z.B. dem Glaukom. Eine Hypoxie kann durch Kobaltchlorid (CoCly)
chemisch induziert werden, wohingegen Wasserstoffperoxid (H20.) oxidativen Stress
ausldsen kann.

Basierend auf zwei etablierten Modellen kultivierter Schweineretinae (Hurst 2017; Kuehn
2017), wurde in dieser Dissertation die potentiell neuroprotektive Wirkung des iNOS-
Inhibitors 1400W getestet. In einer weiteren Studie wurde die Neuroprotektion durch das
Antioxidans Coenzym Q10 (CoQ10) untersucht.

Die Wirkung des iNOS-Inhibitors wurde in beiden Modellen untersucht, bei denen entweder
durch CoClz (300 uM) hypoxische Prozesse nachgeahmt wurden, oder durch 300 uM H2O»
oxidativer Stress ausgelost wurde. Die Wirkung von CoQ10 wurde nur im Modell des
oxidativen Stresses untersucht. Die Behandlung mit dem iINOS-Inhibitor dauerte insgesamt
72 h, die mit CoQ10 48 h.

Die retinalen Ganglienzellen wurden mittels anti-RBPMS Antikérper immunhistochemisch
markiert, anschlielend via ImageJ ausgezahlt und schlief3lich mittels einer einfaktoriellen
ANOVA mit anschlieRendem Tukey Test post hoc analysiert.

Der Einsatz des iNOS-Inhibitors im Hypoxiemodell konnte sowohl nach vier als auch nach
acht Tagen eine signifikante Protektion der retinalen Ganglienzellen hervorrufen. CoClz
hingegen flihrte zu einem signifikanten Verlust der retinalen Ganglienzellen, sowohl nach
vier als auch nach acht Tagen im Vergleich zu den Kontroll-Retinae.

Im zweiten Projekt kam es zu einer signifikanten Protektion der retinalen Ganglienzellen vor
oxidativem Stress durch den iNOS-Inhibitor. H,O- fiihrte zu einem signifikanten Verlust der
retinalen Ganglienzellen nach vier und acht Tagen Kultivierung, wohingegen der iNOS-
Inhibitor nach vier und acht Tagen die retinalen Ganglienzellen vor oxidativem Stress
schutzte.

Im Vergleich dazu fuhrte der Einsatz von 100, als auch von 300 yM CoQ10 zu keinem
signifikanten Schutz der retinalen Ganglienzellen.

Hypoxie und oxidativer Stress, induziert durch CoCl, und H2O, fihren zu einem signifikanten
Verlust der retinalen Ganglienzellen. Beide Degenerationsmodelle scheinen geeignet zu
sein, um potentielle Neuroprotektiva zu testen. Wie in den iNOS-Inhibitor-Studien gezeigt
werden konnte, schitzte der iINOS-Inhibitor 1400W die retinalen Ganglienzellen vor Hypoxie

und oxidativem Stress.

-69 -



Zusammenfassung

In weiteren Studien sollten daher die Effekte des iINOS-Inhibitors auf andere retinale Zellen
untersucht werden, um den exakten Wirkungsmechanismus besser verstehen zu kénnen.

Auch CoQ10 als mdgliches Neuroprotektivum sollte weitergehend erforscht werden.
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Summary

7. Summary

Effect of different therapeutics in an organ culture of porcine rentina damaged by

hypoxia or oxidative stress

Hypoxia and oxidative stress are pathomechanisms that are involved in several retinal
diseases, such as glaucoma. Hypoxia can be chemically induced by cobalt chloride (CoCl,),
whereas hydrogen peroxide (H202) can cause oxidative stress.

Based on two established models of cultured porcine retinae (Hurst 2017; Kuehn 2017), the
potential neuroprotective effect of the INOS-inhibitor was tested in this dissertation.

In another study the neuroprotection by the antioxidant coenzyme q10 (CoQ10) was
examined.

The effect of the INOS-inhibitor was investigated using both models, in which either hypoxic
processes were mimicked by CoCl; (300 uM), or triggered by oxidative stress induced by 300
MM H20,. The effect of CoQ10 was only examined in the model of oxidative stress. The
treatment with 500 uM of the iINOS-inhibitor 1400W lasted 72 h, that with CoQ10 48 h.
Retinal ganglion cells were immunohistochemically labeled with anti-RBPMS antibody, then
counted using ImagedJ and finally analyzed post hoc using a one-factorial ANOVA followed
by a Tuckey test.

The use of the INOS inhibitor in the hypoxia model was able to produce a significant
protection of the retinal ganglion cells after four and eight days. CoCl; resulted in a significant
loss of retinal ganglion cells at four and eight days in comparison to the control retinas.

In a second project, the retinal ganglion cells were significantly protected from oxidative
stress by the iNOS inhibitor. H.O- resulted in a significant loss of retinal ganglion cells after
four and eight days of cultivation, whereas the iINOS inhibitor protected the retinal ganglion
cells from oxidative stress after four and eight days.

In comparison, the use of 100 and 300 uM CoQ10 did not lead to any significant protection of
the retinal ganglion cells.

Hypoxia and oxidative stress induced by CoCl2 and H2O- result in a significant loss of retinal
ganglion cells. Both degeneration models serve as suitable models to investigate potential
neuroprotective agents. As shown in the iINOS inhibitor studies, the iINOS inhibitor 1400W
protects the retinal ganglion cells against both pathomechanisms.

For further studies, more retinal cells should be investigated to get a better understanding of
the exact mechanism of the iINOS inhibitor.

CoQ10 as a possible neuroprotectant should also be further explored.
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Anhang

9. Anhang

9.1. iINOS-Inhibitor-Studien

Darstellung der Mittelwerte der gezahlten RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im
Modell des oxidativen Stresses nach vier Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-
NeuN)

Gruppe Retina-Nr. Mittelwert (mm)
Kontrolle 12 34,66
Kontrolle 18 33,91
Kontrolle 24 30,14
Kontrolle 27 28,63
Kontrolle 30 34,66
Kontrolle 6 37,68
H202 15 24,11
H202 13 16,58
H202 20 18,84
H202 17 19,59
H202 22 23,36
H202 28 25,62
H202 + iINOS-Inh. 14 29,39
H20:2 + iNOS-Inh. 19 33,16
H202 + iINOS-Inh. 16 21,85
H202 + iINOS-Inh. 21 30,74
H202 + iINOS-Inh. 23 27,13
H202 + iINOS-Inh. 29 44,46

Tabelle 12: Mittelwerte der Zellen/mm der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses,
vier Tage, n=6, Anti-NeuN
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Darstellung der Standardfehler der

iNOS-Inhibitorstudie

im Modell des

oxidativen Stresses nach vier Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-NeuN)

Gruppe Mittelwert (mm) Standardfehler
Kontrolle 33,28 1,35
H>02 21,35 1,44
H202+ iNOS-Inh. 31,12 3,09

Tabelle 13: Standardfehler der iINOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage,

n=6, Anti-NeuN

Darstellung der p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen

Stresses nach vier Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-NeuN)

Gruppe/p-Wert Kontrolle H20: H202+ iNOS-Inh.
Kontrolle - 0,003 0,76
H202 0,003 - 0,01
H202+ iNOS-Inh. 0,76 0,01 -

Tabelle 14: p-Werte der iINOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage, n=6, Anti-

NeuN
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Darstellung der Mittelwerte der gezahlten RGZ/mm im Modell des oxidativen

Stresses nach vier Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe Retina-Nr. Mittelwert (mm) AusreiBRer
Kontrolle 6 32,55
Kontrolle 12 31,25
Kontrolle 18 41,33
Kontrolle 24 40,03
Kontrolle 27 44,59
Kontrolle 30 4557
Kontrolle 36 36,13
Kontrolle 42 48,82
Kontrolle 45 41,33
Kontrolle 46 53,05
H202 13 27,67
H202 15 19,20
H202 17 16,27
H202 20 13,02
H202 22 30,92
H202 28 15,95
H202 37 26,04
H202 39 27,01
H202 41 17,58
H202 44 15,62
H202 + iINOS-Inh. 14 27,01
H202 + iINOS-Inh. 16 36,45
H202 + iINOS-Inh. 19 8,46 X
H202 + iINOS-Inh. 21 26,36
H202 + iINOS-Inh. 23 40,36
H202 + iINOS-Inh. 29 49,47
H202 + iINOS-Inh. 38 39,06
H202 + iINOS-Inh. 40 31,57
H202 + iINOS-Inh. 49 30,92
H202 + iINOS-Inh. 50 35,80

Tabelle 15: Mittelwerte der RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses, vier
Tage, n=9-10, Anti-RBPMS
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Darstellung der Standardfehler der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des

oxidativen Stresses nach vier Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe Mittelwert (mm) Standardfehler
Kontrolle 41,47 2,19
H202 20,93 2,00
H202 + iINOS-Inh. 35,22 2,43

Tabelle 16: Standardfehler der iINOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage,

n=9-10, Anti-RBPMS

Darstellung der p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen

Stresses nach vier Tagen Kultivierung (Anti-RBPMS)

Gruppe/p-Wert Kontrolle H20: H202+ iNOS-Inh.
Kontrolle - 0,0001 0,15
H202 0,00013 - 0,0005
H202+ iINOS-Inh. 0,15 0,0005 -

Tabelle 17: p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage, n=9-10,

Anti-RBPMS

-84 -




Anhang

Darstellung der Mittelwerte der gezahlten RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im
Modell des oxidativen Stresses nach acht Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-
RBPMS)

Gruppe Retina-Nr. Mittelwert (mm)
Kontrolle 12 40,03
Kontrolle 18 40,03
Kontrolle 24 24 .41
Kontrolle 27 32,22
Kontrolle 32 44,26
Kontrolle 35 31,90
Kontrolle 41 51,42
Kontrolle 43 26,36
Kontrolle 49 32,55
Kontrolle 6 35,80
H202 33 27,99
H202 44 17,25
H202 46 23,43
H202 48 30,27
H202 13 23,76
H202 15 20,18
H202 17 15,95
H202 20 17,90
H202 22 22,78
H202 30 40,03
H202 + iINOS-Inh. 14 23,11
H202 + iINOS-Inh. 16 22,78
H202 + iINOS-Inh. 19 28,64
H202 + iINOS-Inh. 21 34,17
H202 + iINOS-Inh. 23 34,83
H202 + iINOS-Inh. 31 44,26
H202 + iINOS-Inh. 34 39,06
H202 + iINOS-Inh. 45 28,64
H202 + iINOS-Inh. 47 20,18
H202 + iINOS-Inh. 50 32,55

Tabelle 18: Mittelwerte der gezéjlten RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen
Stresses, acht Tage, n=10, Anti-RBPMS
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Darstellung der Standardfehler der

iNOS-Inhibitorstudie

im Modell des

oxidativen Stresses nach acht Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe Mittelwert (mm) Standardfehler
Kontrolle 35,90 2,60
H202 23,96 2,30
H202 + iINOS-Inh. 30,82 2,42

Tabelle 19: Standardfehler der iINOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses, acht Tage,

n=10, Anti-RBPMS

Darstellung der p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen

Stresses nach acht Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe/p-Wert Kontrolle H20: H202+ iNOS-Inh.
Kontrolle - 0,005 0,32
H202 0,005 - 0,13
H202+ iNOS-Inh. 0,32 0,13 -

Tabelle 20: p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Modell des oxidativen Stresses, acht Tage, n=10,

Anti-RBPMS
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Darstellung der Mittelwerte der gezahlten RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im

Hypoxiemodell nach vier Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe Retina-Nr. Mittelwert (mm)
Kontrolle 6 39,06
Kontrolle 12 33,20
Kontrolle 18 42,31
Kontrolle 24 36,13
Kontrolle 27 42,96
Kontrolle 30 42,31
Kontrolle 36 38,41
Kontrolle 42 43,29
Kontrolle 45 41,99
Kontrolle 46 40,36
CoCl2 1 24 .41
CoCl2 3 20,50
CoCl2 5 15,62
CoCl2 8 41,01
CoCl2 10 35,80
CoCl2 25 19,20
CoCl2 31 32,55
CoCl2 33 23,11
CoCl2 35 23,11
CoCl2 43 20,83
CoClz + iNOS-Inh. 2 32,55
CoClz2 + iNOS-Inh. 4 27,34
CoClz + iINOS-Inh. 7 31,25
CoClz2+ iNOS-Inh. 9 23,11
CoClz + iNOS-Inh. 11 49,80
CoClz + iINOS-Inh. 26 35,48
CoClz2+ iNOS-Inh. 32 32,22
CoClz + iNOS-Inh. 34 37,43
CoClz2+ iNOS-Inh. 47 35,15
CoClz + iINOS-Inh. 48 34,83

Tabelle 21: Mittelwerte der gezéhlten RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell, vier Tage,

n=10, Anti-RBPMS
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Darstellung der Standardfehler der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell

nach vier Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe Mittelwert (mm) Standardfehler
Kontrolle 40,00 1,05
CoCl2 25,62 2,57
CoClz + iINOS-Inh. 33,91 2,21

Tabelle 22: Standardfehler der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell, vier Tage, n=10, Anti-RBPMS

Darstellung der p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell nach vier
Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe/p-Wert Kontrolle CoCl2 CoClz + iNOS-Inh.
Kontrolle - 0,0002 0,11
CoCl2 0,0002 - 0,02
CoClz + iINOS-Inh. 0,11 0,02 -

Tabelle 23: p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell, vier Tage, n=10, Anti-RBPMS
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Darstellung der Mittelwerte der gezahlten RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im

Hypoxiemodell nach acht Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe Retina-Nr. Mittelwert (mm)
Kontrolle 6 35,80
Kontrolle 12 40,03
Kontrolle 18 40,03
Kontrolle 24 24,41
Kontrolle 27 32,22
Kontrolle 32 44,26
Kontrolle 35 31,90
Kontrolle 41 51,42
Kontrolle 43 26,36
Kontrolle 49 32,55
CoCl2 1 21,48
CoCl2 3 20,18
CoCl2 5 17,58
CoCl2 8 23,76
CoCl2 10 16,60
CoCl2 25 19,20
CoCl2 28 21,16
CoCl2 36 15,30
CoCl2 38 22,78
CoCl2 40 16,60
CoClz + iNOS-Inh. 2 29,944
CoClz2 + iNOS-Inh. 4 23,80
CoClz + iNOS-Inh. 7 23,80
CoClz2+ iNOS-Inh. 9 28,32
CoClz + iINOS-Inh. 11 42,31
CoClz + iINOS-Inh. 26 27,01
CoClz2 + iNOS-Inh. 29 30,59
CoClz + iNOS-Inh. 37 33,20
CoClz2+ iNOS-Inh. 39 22,46
CoClz + iINOS-Inh. 42 24,08

Tabelle 24: Mittelwerte der gezéhlten RGZ/mm der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell, acht Tage,

n=10, Anti-RBPMS
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Darstellung der Standardfehler der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell
nach acht Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe Mittelwert (mm) Standardfehler
Kontrolle 35,90 2,60
CoCl2 19,46 0,91
CoClz + iINOS-Inh. 28,54 1,89

Tabelle 25: Standardfehler der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell, acht Tage, n=10, Anti-RBPMS

Darstellung der p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell nach acht
Tagen Kultivierung der Retinae (Anti-RBPMS)

Gruppe/p-Wert Kontrolle CoCl2 CoClz + iNOS-Inh.
Kontrolle - 0,0001 0,03
CoCl2 0,0001 - 0,007
CoClz + iINOS-Inh. 0,03 0,007 -

Tabelle 26: p-Werte der iNOS-Inhibitorstudie im Hypoxiemodell, acht Tage, n=10, Anti-RBPMS
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9.2. Coenzym Q10-Studien:

Darstellung der Mittelwerte der gezdhlten RGZ/mm? im Modell des oxidativen
Stresses nach vier Tagen Kultivierung der Retinae mit 100 uM CoQ10 (Anti-
RBPMS)

Gruppe Retina-Nr. Mittelwert (mm?) Ausreiler
Kontrolle 1 729,01
Kontrolle 5 196,30 X
Kontrolle 9 685,56
Kontrolle 13 455,54
Kontrolle 17 451,79
H202 2 292,95
H202 6 325,92
H202 10 317,68
HzO2 14 1072,91 X
H202 18 358,89
Lutrol 3 542,45
Lutrol 7 437,56
Lutrol 11 420,32
Lutrol 15 325,17
Lutrol 19 465,28
100 yM CoQ10 4 392,60
100 yuM CoQ10 8 432,31
100 yM CoQ10 12 188,06
100 uM CoQ10 16 242,75
100 yM CoQ10 20 944,79 X

Tabelle 27: Mittelwerte der gezéhlten RGZ/mm? der 100 uM CoQ10-Studie im Modell des oxidativen
Stresses, vier Tage, n=4-5, Anti-RBPMS
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Darstellung der Standardfehler im Modell des oxidativen Stresses nach vier

Tagen Kultivierung der Retinae mit 100 uM CoQ10 (Anti-RBPMS)

Gruppe Mittelwert (mm?) Standardfehler
Kontrolle 580,48 73,75
H202 323,86 13,62
Lutrol 438,16 35,14
100 yM CoQ10 313,93 58,53

Tabelle 28: Standardfehler der 100 uM CoQ10-Studie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage,

n=4-5, Anti-RBPMS

Darstellung der p-Werte im Modell des oxidativen Stresses nach vier Tagen
Kultivierung der Retinae mit 100 uM CoQ10 (Anti-RBPMS)

Gruppe/p-Wert Kontrolle H20: Lutrol 100 uM CoQ10
Kontrolle - 0,02 0,24 0,01
H202 0,02 - 0,41 0,99
Lutrol 0,24 0,41 - 0,35
100 uM CoQ10 0,012 0,99 0,35 -

Tabelle 29: p-Werte der 100 uM CoQ10-Studie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage, n=4-5,

Anti-RBPMS
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Darstellung der Mittelwerte der gezdhlten RGZ/mm? im Modell des oxidativen

Stresses nach vier Tagen Kultivierung der Retinae mit 300 pM CoQ10(Anti-

RBPMS)
Gruppe Retina-Nr. Mittelwert (mm?) AusreiBer
Kontrolle 12 629,36
Kontrolle 14 185,81
Kontrolle 18 672,07
Kontrolle 2 386,61
Kontrolle 6 1072,91 X
Kontrolle 8 425,57
H202 1 383,61
H202 11 481,01
H202 13 653,34 X
H202 17 414,33
H202 5 297,45
H202 7 379,12
Lutrol 10 648,09
Lutrol 16 447,30
Lutrol 19 518,48
Lutrol 21 1362,87 X
Lutrol 23 695,30
300 uM CoQ10 15 247,99 X
300 uM CoQ10 20 513,23
300 uM CoQ10 22 338,66
300 uM CoQ10 24 259,99
300 uM CoQ10 3 476,52
300 uM CoQ10 9 433,81

Tabelle 30: Mittelwerte der gezéhlten RGZ/mm? der 300 uM CoQ10-Studie im Modell des oxidativen

Stresses, vier Tage, n=4, Anti-RBPMS
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Darstellung der Standardfehler im Modell des oxidativen Stresses nach vier
Tagen Kultivierung der Retinae mit 300 pM CoQ10(Anti-RBPMS)

Gruppe Mittelwert (mm?) Standardfehler
Kontrolle 459,89 88,15
H202 391,10 29,66
Lutrol 577,29 57,23
300 uM CoQ10 404,44 46,42

Tabelle 31: Standardfehler der 300 uM CoQ10-Studie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage,

n=4, Anti-RBPMS

Darstellung der p-Werte im Modell des oxidativen Stresses nach vier Tagen
Kultivierung der Retinae mit 300 pM CoQ10(Anti-RBPMS)

Gruppe/p-Wert Kontrolle H20:2 Lutrol 300 uM CoQ10
Kontrolle - 0,84 0,59 0,91
H202 0,84 - 0,23 0,99
Lutrol 0,59 0,23 - 0,28
300 uM CoQ10 0,91 0,99 0,28 -

Tabelle 32: p-Werte der 300 uM CoQ10-Studie im Modell des oxidativen Stresses, vier Tage, n=4,

Anti-RBPMS
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