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1 Abstract

Im Rahmen dieser Arbeit sollte oxidativer Stress als pathologische Komponente der
diabetischen Retinopathie (DR) untersucht werden. Im Fokus stand dabei die Frage, ob eine
erhdhte Expression von Nox4 (Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) -
Oxidase 4), durch die Stoffwechsellage eines Typ 2 Diabetes, die Pathogenese der DR initiiert.
Zur Testung der Arbeitshypothese wurde ein Modell gewéhlt, welches einige Jahre zuvor flr
Untersuchungen der DR charakterisiert wurde®. Bei dem sogenannten TetO-Modell handelt es
sich um transgene Ratten? deren Name sich von dem Tetrazyklin-induzierbaren Knockdown
des Insulinrezeptors ableitet (Tetracycline-controlled transactivator, Tet-Off). Die 2017
publizierten ophthalmologischen Ergebnisse! sprachen dafiir, dass es sich bei dieser transgenen

Rattenlinie um ein vielversprechendes neues Modell fur DR bei Typ 2 Diabetes handelt.

Im Gegensatz zu bisherigen Anwendungen des Modelles, wurden die Tiere flir meine Arbeit
erstmals aus verschiedenen Substimmen unterschiedlicher Herkunft importiert. Dabei zeigten
die Tiere, die den weitesten Importweg hatten und aus einem Zuchtbereich mit einem héheren
Hygienestandard stammten, in unserer experimentellen Haltung eine erhéhte Anfalligkeit fur
die infektiose Besiedlung mit Opportunisten. Fur diese Gruppe, die Uberwiegend aus den
normoglykamische Kontrolltiere bestand, ergaben die Analysen von oxidativem Stress,
Inflammation und Apoptose vielfach einen erhohten pathologischen Wert gegeniiber den
hyperglykédmischen TetO-Tieren. Daruber hinaus hduften sich Befunde anatomischer
Retinaanomalien in den histologischen Proben. Fiir dieses Modell publizierte Ergebnisse
beziiglich einer DR lieRRen sich nicht reproduzieren und die Arbeitshypothese konnte anhand

der gewonnenen Daten nicht getestet werden.

In der vorliegenden Arbeit sollen daher die Aspekte dargelegt werden, die allgemein ein Risiko
fir die Reproduzierbarkeit und Translation von Tierversuchen darstellen. Dabei wird
insbesondere auf die Genetik von Versuchtierlinien eingegangen. Fir das beschriebene
Fallbeispiel wird diskutiert, ob sich die anatomischen Auffalligkeiten und die beobachtete
Immunsuppression maoglicherweise auch auf einen Gendrift innerhalb der verwendeten
Rattenlinien zurtckfihren lasst. Die veroffentlichte Arbeit soll dazu beitragen, das
Problembewusstsein fir die Beeinflussung experimenteller Ergebnisse durch Genetik, Herkunft

und Haltung von Versuchstieren zu erhéhen.



This work aimed to investigate oxidative stress as a pathological component of diabetic
retinopathy (DR). The focus was on whether increased expression of Nox4 (Nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase 4) initiates the pathogenesis of DR, due to
the metabolic state of type 2 diabetes. To test the hypothesis, a model was chosen that had been
characterized several years earlier for studies of DR, The so-called TetO model is based on
transgenic rats?> whose name derives from the tetracycline-inducible knockdown of the insulin
receptor (tetracycline-controlled transactivator, Tet-Off). Ophthalmological results published
in 2017' suggested that this transgenic rat line is a promising new model for DR in type 2

diabetes.

In contrast to previous applications of the model, the animals for my work were imported from
different sub-strains of different origins. In this regard, the animals that had the furthest import
route and came from breeding with a higher standard of hygiene showed an increased
susceptibility to infectious colonization with opportunists in our experimental husbandry. For
this group, which consisted predominantly of the normoglycemic control animals, analyses of
oxidative stress, inflammation, and apoptosis in most cases revealed increased pathological
levels compared with the hyperglycemic TetO animals. In addition, findings of anatomic retinal
abnormalities accumulated in the histologic samples. Results published for this model regarding
DR could not be reproduced in my experiments and my working hypothesis could not be tested

based on the obtained data.

Therefore, the present work will outline the aspects that generally pose a risk to the
reproducibility and translation of animal experiments. In particular, the genetics of
experimental animal strains will be addressed. For the case study described, it will be discussed
if the anatomical abnormalities and the observed immunosuppression may also be due to gene
drift within the used rat strains. My intention in publishing this work is to contribute to
increasing awareness of the impact due to genetics, origin, and husbandry of experimental

animals on our experimental results.
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2 Wissenschaftlicher Hintergrund

Um in das Thema der Reproduzierbarkeit von Tiermodellen einzuleiten, werde ich in dem
Kapitel des wissenschaftlichen Hintergrundes zundchst auf den Einsatz von Versuchstieren in
Deutschland eingehen, bevor ich versuchstierrelevante Aspekte der Konstruktvaliditat, der

externen Validitat und der Reproduzierbarkeit erlautere.

2.1 Einsatz von Versuchstieren in Deutschland

In Deutschland werden jahrlich rund 2 Millionen Tiere fir wissenschaftliche Zwecke
eingesetzt> 4. Eine sehr hohe Zahl, die nur bei Verwendung von Tiermodellen mit einer hohen
Konstruktvaliditat, als Grundvoraussetzung fur einen Wissensgewinn, gerechtfertigt werden
kann. Die Grundlage fiir die Erhebung der verwendeten Versuchstiere bilden die Angaben der
Wissenschaftler*innen, die entsprechend der Versuchtiermeldeverordnung bei den zustéandigen
Landesbehorden eingehen. In den Jahren 2009 bis 2020 war das Bundesministerium fur
Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) fir die Auswertung dieser gesammelten Daten
verantwortlich*. Der Jahresbericht fiir das Jahr 2020 ist die erste Erhebung unter der
Verantwortung des Bundesinstitutes fur Risikobewertung (BfR), dem die Zustandigkeit 2021

iibertragen wurde® .

Die Mitgliedsstaaten der Européischen Union sind seit 1986 (durch die EU-Richtlinie 86/609/
Européische Wirtschaftsgemeinschaft EWG) verpflichtet, den Einsatz von Alternativmethoden
zu fordern. In der Bundesrepublik Deutschland wurden zu diesem Zweck verschiedene
MaRnahmen ergriffen. Um den Ersatz von Tierversuchen durch alternative Methoden
voranzutreiben, wurde beispielsweise die Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von
Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch (ZEBET) und das Deutsche Zentrum zum
Schutz von Versuchstieren (Bf3R) gegriindet. Dariiber hinaus werden vom Bund Initiativen wie
die Stiftung zur Foérderung der Erforschung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zur
Einschrankung von  Tierversuchen (SET) oder die jahrliche Vergabe des

Tierschutzforschungspreises (durch das BMEL) geférdert®.

Grundlage dieser Bemihungen ist das 3R-Prinzip, welches 1959 von W.M.S. Russell und R.L.
Burch publiziert wurde. In diesem Grundsatz stehen die drei R fur replacement (die Bemuhung,
Tierversuche durch tierversuchsfreie Verfahren zu ersetzt), reduction (die Anzahl der
Versuchstiere zu reduzieren) und refinement (Leiden und Schmerzen der Versuchstiere zu

vermindern)®.

11



In diesem Sinne gelten beispielsweise Computersimulationen, in-vitro-Versuche oder andere
Verfahren, die eines oder mehrere der R-Kriterien erfullen, als Alternativmethoden. Ein breites
Spektrum  anerkannter  Alternativmethoden  wurde  bereits in  dem  Bereich

sicherheitstoxikologischer Priifungen implementiert®.

In anderen wissenschaftlichen Bereichen, insbesondere in der Grundlagenforschung, ist der
vollstandige Ersatz von Tierversuchen durch Alternativmethoden deutlich schwieriger und in
absehbarer Zukunft kaum umsetzbar. Im Jahr 2020 lag der Verwendungsschwerpunkt fir
Versuchstiere in der Grundlagenforschung (wie in den Vorjahren) bei der Erforschung
systemischer Krankheiten. Die meisten Versuchstiere wurden fir die Forschung am
Immunsystem (17%), am Nervensystem (17%), Multisystemisch (13%) und am

kardiovaskularen System (10%) verwendet®.

Die hohe Komplexitdt bei System- oder Multisystemerkrankungen ldsst sich bislang
ausschlieBlich im  Tiermodell untersuchen. Dementsprechend argumentieren auch
Wissenschaftler*innen bei der Antragsstellung von Tierversuchsvorhaben. So waren laut einer
Analyse von 110 Projektantragen, die 2017 bis 2019 in den Niederlanden eingereicht wurden,
die drei Hauptargumente, die aus Sicht der Wissenschaftler*innen fir ein Tiermodell und gegen

Alternativmethoden sprachen:

1. ,Die Gegebenheit der komplexen Interaktion zwischen Zellen, Gewebe und deren
Umgebung* (Hauptargument fiir 47 % der Antragsteller)

2. ,Ein intaktes und funktionstiichtiges (Organ-)System* (Hauptargument fiir 30 % der
Antragsteller)

3. ,,Die Moglichkeit Biodistributionsanalysen durchzufiihren® (Hauptargument fiir 15 % der
Antragsteller).

Die Autoren der Studie sahen nach ihrer Auswertung jedoch grof3en Handlungsbedarf, fiir eine

fundiertere Auswahl des jeweiligen Tiermodells’.

Um in diesem Bereich eine qualitative Umgestaltung anzuregen, wurde von der Arbeitsgruppe
ein Bewertungsbogen fur Tiermodelle entworfen. Nach dem Test in zwei Pilotstudien wurde
dieser in PLOS ONE veroffentlicht, um dadurch allgemein eine standardisierte und validierte
Auswahl des richtigen Tiermodells fiir die jeweilige Fragestellung zu erleichtern®,

2.2 Konstruktvaliditat von Tiermodellen
Fir viele humane Krankheiten wurden bereits mehrere Tiermodelle etabliert, welche in

unterschiedlichem AusmaR Analogien des Zielphdnomens aufweisen®. Den Umfang dieser
12



Analogien beschreibt die Konstruktvaliditit, die von der spezifischen Krankheit abhangt'®. Die
Modelle lassen sich nach dem Grad der Analogie als homolog, isomorph oder partiell
bezeichnen, erreichen jedoch nie eine vollige Identitat mit dem humanen Krankheitsbild®.

Homologe Tiermodelle, von denen es nur sehr wenige gibt, besitzen das groRte MaR an
Analogien. Denn, um ein Tiermodell als homolog bezeichnen zu kdnnen, missen
physiologisch/anatomische Grundstrukturen, der Krankheitsverlauf und die ausgeprégten

Symptome im Tier, mit denen im Menschen moglichst iibereinstimmen??,

Viel héaufiger handelt es sich bei den angewandten Tiermodellen um isomorphe Modelle, bei
denen die Symptome im Tier den menschlichen Symptomen zwar ahneln, diese aber auf andere
Weise hervorgerufen wurden. Denn viele fur den Menschen relevante Erkrankungen entstehen
erst in einem lang andauernden Alterungsprozess, welcher im Tiermodell nicht reproduziert
werden kann. Zudem zeigen Tiermodelle h&ufig nur eine partielle Ausprdgung des
Gesamtspektrums der krankheitsbezogenen Symptomatik. Am haufigsten vertreten sind somit
partielle Tiermodelle, welche eingesetzt werden konnen, um einzelne Teilaspekte der

Krankheiten zu untersuchen, die sich in dem jeweiligen partiellen Modell nachahmen lassen®.

Die geléaufigste Klassifikation von Tiermodellen berlcksichtigt die Induktionsweise, die den
Analogien zugrunde liegt. So lassen sich, nach Jann Hau (2008), die drei haufigsten
Modellarten anhand der Induktionsweise der entsprechenden pathologischen Merkmale und
Symptome als: induzierte, spontane und gentechnisch veranderte Modelle klassifizieren®.

2.2.1 Induzierte Modelle

Induzierte Modelle basieren auf gesunden Tieren, bei denen Krankheitsmerkmale
experimentell herbeigefiihrt (induziert) werden. Somit liegt diesen Modellen (zumeist) eine
abweichende Atiologie zugrunde und sie sind in der Regel nur partiell oder isomorph in ihrer

Analogie®.

Ein Teil dieser Modelle lasst sich zum Beispiel diatetisch induzieren; etwa durch einen hohen
Fett- und/oder Zuckergehalt im Futter, um eine Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes
hervorzurufen®® 3, Eine weitere haufig genutzte Induktionsmethode im Kontext des Diabetes
ist die Verabreichung toxischer chemischer Verbindungen, wie beispielsweise die Injektion von
Streptozotocin (STZ), welches die insulinproduzierenden Betazellen der Bauchspeicheldriise
zerstort und als analoges Modell fiir den Typ 1 Diabetes gilt'® 14, Eine Vielzahl an Tiermodellen
wird darlber hinaus durch chirurgische Eingriffe induziert. So lassen sich etwa chronische

Nierenerkrankungen durch die operative Reduktion der Nierenmasse oder durch zeitweise
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Unterbindung der Blutversorgung (Ischdmie-Reperfusions-Modell) induzieren, welches zu
Symptomen fiihrt, die einer akuten Nierenschidigungen beim Menschen dhneln®. Die
verschiedenen Induktionsmethoden lassen sich theoretisch in jeder Spezies anwenden, was ein

potenzieller Vorteil ist, den induzierte Modelle, gegeniiber anderen Modellen, gemein haben®.

2.2.2 Spontane Modelle

Bei spontanen Modellen tritt die Pathologie durch eine spontane Mutation auf. Wenn erkannt
wird, dass es in einer Versuchstierlinie zu solch einer Mutation kam, wird diese zun&chst
charakterisiert. Stellt sich heraus, dass sich die neue genetische Variante fiir die Erforschung
menschlicher Krankheitsbilder eignet, wird die Mutation durch selektive Zuchtstrategie in
einem Inzuchtstamm homozygot als neue Versuchstierlinie konserviert, um sie als Tiermodell

der entsprechenden Krankheit zu nutzen?®.

Auf diese Weise entwickelte spontane Modelle eignen sich nur manchmal fir die
Ursachenforschung der Atiologie einer Krankheit. Die Eignung besteht dann, wenn fiir das
Auftreten der Erkrankung beim Menschen die gleichen Gene mit Verdnderungen in Form von
Polymorphismen beteiligt sind. Die spontanen Modelle besitzen hdufig eine hohe
phanotypische Ahnlichkeit des auftretenden Symptomkomplexes und dem Ansprechen auf
Behandlungsinterventionen. Ein weiterer Vorteil bietet die Madoglichkeit, Tiere der
urspringlichen Linie (ohne die spontane Genmutation) als Kontrollreferenz mit ahnlichem
genetischem Hintergrund nutzen zu kdnnen. Zu beachten sind in diesen Modellen jedoch
maogliche Kompensationsmechanismen, die h&ufig durch geédnderte Gensequenzen wéhrend der
Embryonalentwicklung ausgeldst werden, und sich zwischen den verschiedenen Spezies
unterscheiden konnen. In ihrer Analogie zu der modellierten Krankheit sind spontane

Tiermodelle groRtenteils isomorph®.

Das wohl bekannteste spontane Modell ist die ob/ob Maus, basierend auf einer Mutation des
Leptin-Gens, die eine Hypoleptindmie mit sich bringt. Diese spontane Mutation wurde 1949
von Jackson Laboratories entdeckt und in dem C57BL/6.Cg-Lep®/J Inzuchtstamm konserviert.
Die so entstandene homozygote Versuchstierlinie, zeichnet sich durch Hyperphagie aus und
entwickelt innerhalb der ersten vier Lebenswochen eine Fettleibigkeit, die mit 14 Wochen zu
der fast dreifachen Kdrpermasse gegentiber den Wildtyp C57BL/6J Kontrollen fihrt. Zudem
sind die ob/ob Mause durch Hyperinsulindmie, Insulinresistenz, vorriibergehende
Hyperglykédmie, erhohte Cholesterol-Werte und eine verzégerte  Wundheilung

gekennzeichnet!’-°,
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Anhand dieses Modells wurde Leptin im Jahr 1994 als entscheidendes Adipokin bei der
Entstehung von Adipositas identifiziert und in den darauffolgenden Jahrzenten charakterisiert.
Beim Menschen hat eine genetisch bedingte Anderung der Freisetzung (Hyperleptinamie als
auch Hypoleptindmie) oder der Signaltibertragung von Leptin, ahnliche Auswirkungen wie sie
im Tiermodell beobachtet werden kénnen. In den meisten Fallen ist beim Menschen jedoch
eine Leptinresistenz, als Folge dauerhaft erhohter Leptinspiegel, hervorgerufen durch eine
anhaltend positive Energiebilanz, die Ursache fir die Entstehung einer Adipositas®.

2.2.3 Gentechnisch verénderte Modelle

Bei gentechnisch verdnderten Modellen wird eine neue genetische Variante gezielt durch
Gentechnik herbeigefuhrt. Den so gewonnenen Tiermodellen liegt meist der genbasierte Ansatz
zugrunde, bei dem die Funktion einer definierten, versuchszweckspezifischen Genomsequenz
modifiziert wird, um anschliefend die Veranderungen auf den Phénotyp experimentell zu

untersuchen??.

Dieser Ansatz wird haufig zur Identifikation der funktionellen Rolle eines Genproduktes oder
der Erzeugung von Tiermodellen zur Erforschung genetisch bedingter Erkrankungen genutzt.
Neben dem Ausschalten von Genen (Gen knock-out oder knock-down), kdnnen Gen-
Modifikationen implementiert werden (Gen knock-in). Technologien der Modifizierung
ermoglichen auch die Erzeugung sogenannten Reporterlinien, bei denen, durch die
Verknipfung bestimmter Gene mit fluoreszierenden Proteinen/Enzymen, Zellaktivitaten
aufgezeichnet werden kdnnen. Eine Methode, um genetische Modifikation vorzunehmen, ist
die Veranderung von embryonalen Stammzellen. Des Weiteren konnen Vektoren (wie virale
Vektoren aus Adeno-, Lenti- oder Herpes Simplex Viren) mit genetischem Material in das
adulte Tier eingebracht werden, wodurch haufig eine héhere raumliche und zeitliche Spezifitat,

als bei der Modifikation embryonaler Stammzellen, erzielt werden kann?:22,

Neben genomischen Modifikationen, besteht auch die Mdglichkeit Genexpression post-
transkriptionell zu modifizieren, etwa durch die Injektion von siRNA (small interfering RNA)
oder shRNA (small hairpin RNA). Im Zuge steter Weiterentwicklung der herkdmmlichen
Methoden,  wurden inzwischen  etliche  induzierbare, hoch  zellspezifische
Modifikationsmethoden entwickelt. Eine hdufig genutzte Methode ist das Cre-loxP System
(Cre = causes recombination, loxP = locus of crossover (X) des Bakteriophagen P1). Eine in
ihrer Spezifitdt noch weiter optimierte Technologie stellt das Genom-Editing dar. Durch
Methoden wie CRISPR-Cas9 konnen sogar Anderungen vorgenommen werden, die spezifisch

fur einzelne Basenpaare sind. Neben den noch relativ neuen Verfahren, um zell- und
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zeitspezifische dauerhafte Manipulationen vorzunehmen, wurden auch Methoden entwickelt,
um reversible Modifikationen vorzunehmen, wie beispielsweise durch das Tetrazyklin sensitive
,, Tet-On/Tet-Off« System?™ 22,

In Deutschland waren im Jahr 2020 fast 50% der verwendeten Versuchstiere genetisch
verandert. Méuse machten dabei mit 89% den Hauptanteil aus®.

Das vollstandig entschliisselte Mausgenom, verknlipft mit dem Wissen tiber das Humangenom,
ermoglicht unter anderem auch die Erforschung der genetischen Komponente humaner
Krankheiten. Die generierten transgenen Modelle ahneln in vielen Aspekten den spontanen
Modellen. Durch die optimierten Technologien der gezielten transgenen Verénderung besteht
jedoch die Mdglichkeit neue homologe Tiermodelle zu generieren, die eine hohe
Konstruktvaliditdt (Homologie Tiermodell/Mensch) beziliglich des Geno- und Phanotyps

besitzen®.

2.2.4 Multifaktorielle Modelle

Da viele Krankheiten, insbesondere systemische Krankheiten, multifaktoriell bedingt sind,
finden auch multifaktorielle Modelle Anwendung. Berticksichtig man die Haufigkeit und damit
die Bedeutung multifaktorieller Erkrankungen fiir das Gesundheitswesen, spielen solche
Tiermodelle eine besondere Rolle in der translationalen Forschung. Um den translationalen
Wert der Forschungen zu erhdhen, werden mehrere der beschriebenen Induktionsweisen

genutzt. So lassen sich zum Beispiel mehrere Pathologien in naiven Wildtyptieren induzieren.

Ein hdufig angewandtes Beispiel eines solchen multifaktoriell induzierten Modells, ist die
niedrigdosierte Injektion von STZ, bei M&usen oder Ratten, die durch Ftterung einer
hochkalorischen Nahrung (HFD) zuvor Ubergewicht entwickelt haben. Durch diese
kombinierte Induktion kann im Tiermodell das Krankheitsbild der humanen Pathologien, die
bei einer Erkrankung am Typ 2 Diabetes auftritt, vollstandiger modelliert werden. Nachdem
die Tiere durch die HFD Ubergewicht, Dyslipidamie und Insulinresistenz entwickelt haben,
werden hyperglykamische Zustande durch das zusétzliche, STZ induzierte, Abtéten von

Langhans-Zellen verstarkt2,

Ein etabliertes multifaktorielles Modell, welches den induzierten und den gentechnisch
veranderten Ansatz in sich vereint, ist die STZ-Injektion bei transgenen hypertensiven Ratten.
Dadurch wird im Tiermodell eine weitere Komponente beriicksichtigt, die bei Menschen als
haufige Komorbiditdt zum Diabetes auftritt und miturséchlich fir die Entwicklung von

Endorganschéden ist? 24 2,
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Ein weiteres multifaktorielles Modell, was dies beriicksichtigt, aber ausschlielich auf der
Verwendung von transgenen Tieren basiert, sind die sogenannten ,,mRen27/tetO-shIR* Ratten.
Dabei handelt es sich um Tiere, die aus der Kreuzung zwei bereits bestehender transgener
Linien hervorgehen. Die transgenen hypertensiven Ratten, die mit transgenen TetO Ratten
verpaart wurden, bei denen der Insulinrezeptor tiber Doxycyclin induzierte ShRNA abgebaut

wird, was zu reversibler Insulinresistenz und zum Typ 2 Diabetes fiihrt?®.

Allgemein verbessert sich die Konstruktvaliditét eines Tiermodells mit steigendem Wissen tber
die spezifische Krankheit, die es modelliert!®. Demzufolge ist sie abhangig vom
Erkenntnisgewinn durch die Interaktion zwischen klinischer und pré-klinischer Forschung.
Durch den Einsatz transgener Versuchstiere in Kombination mit multifaktoriellen Ansétzen,
kann heutzutage ein hohes Mall an Homologie des pathophysiologischen Phénotyps und der
Konstruktvaliditat des Modells erreicht werden. Dass die Aussagekraft der Modelle durch
Faktoren der Zucht und der Haltung dennoch eingeschrankt werden kann, soll in den folgenden

Kapiteln dargelegt werden.

2.3 Einfluss des genetischen Hintergrundes auf die externe Validitat

Um eine moglichst hohe Testsensitivitdt zu erreichen, sind interne Validitdt und damit
verbundene standardisierte Versuchsbedingungen von groRer Bedeutung. Aus diesem Grund,
werden bevorzugt genetisch definierte Versuchstiere nur eines Alters und eines Geschlechts
verwendet. Zusitzliche Riickschliisse auf die Ubertragbarkeit konnen jedoch nur gezogen
werden, wenn neben interner Validitat und hoher Konstruktvaliditat des Modells auch eine hohe
externe Validitdt gegeben ist. Die externe Validitat beschreibt das Ausmal, in dem sich
Forschungsergebnisse, die in einem Umfeld, einer Population oder Art gewonnen wurden,

zuverlassig auf andere Umfelder, Populationen und Arten lbertragen lassen?®.

Bei der Translation praklinischer Studien ist zu beachten, dass Speziesunterschiede immer auch
eine Auswirkung auf die externe Validitat haben?’. Der phylogenetische Verwandtschaftsgrad
oder die anatomische Ahnlichkeit zwischen Modell- und Zielspezies impliziert noch keine
Ubereinstimmung der biochemischen und physiologischen Mechanismen. Séugetiere haben
zwar allgemein &hnliche OrgangroRen in ihrem prozentualen Verhéltnis zum Koérpergewicht,
doch mit abnehmender KorpergrofRe steigt die Kapillardichte im Verhaltnis zum Organgewicht
und die Stoffwechselrate im Verhéltnis zum Korpergewicht. Dadurch ist bei Kleintieren (wie
den am h&ufigsten als Modellspezies genutzten Mausen und Ratten) fiir eine ausreichende

Sauerstoffversorgung, bei prozentual gleichem Blutvolumen (~7% des Korpergewichtes) und
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gleicher Herzgrolle (~0,5% des Korpergewichtes), eine Herzschlagfrequenz bis Gber 500

Schlagen pro Minute notwendig?®.

Abgesehen von den allgemeinen physiologischen Unterschieden zwischen Modellspezies und
Mensch, konnen Modelltiere unterschiedliche Resistenzen oder auch Anfalligkeiten fir
einzelne pathologische Zustande aufweisen. Dadurch besitzen bestimmte Spezies, oder auch
nur einzelne Linien, flr manch eine Fragestellungen keinen (bzw. einen beschrénkten) oder
aber auch erhohten translationalen Wert. So gibt es beispielsweise Mauslinien die Allele fir
Netzhautdegenerationen tragen, wodurch sie nur fiir spezifische ophthalmologische
Fragestellung geeignet sind. Das erste dieser Retina-Degenerations-Allele (rd1) wurde 1966
entdeckt. Mittlerweile sind fiinfzehn weitere natirlich vorkommende Mausmutanten bekannt,
die aufgrund eines rd-Allels eine genetisch bedingte Photorezeptor-Degeneration aufweisen.
Das bekannteste unter den rd-Allelen ist das rd1, welches zu einer besonders friih einsetzenden,
schweren Degeneration der Photorezeptoren fiihrt?®, Mithilfe dieser Mausmutante konnte eines
der ersten Retinitis pigmentosa Gene des Menschen identifiziert werden?.

Der genetische Hintergrund ist demzufolge ein wichtiger Faktor der externen Validitat. Die
Verwendung mdoglichst homogener Studienpopulationen, als Strategie gesteigerter
Standardisierung, setzt die externe Validitét jedoch zwangslaufig herab®. Dirnagel formulierte
diese Problematik 2016 folgendermalien zugespitzt: Wenn ausschlief3lich junge Nagetiere einer
Inzuchtlinie verwendet werden, die unter spezifisch Pathogen-freien Bedingungen
angereichertes Futter erhalten, so lassen sich die Ergebnisse bestenfalls auf eine menschliche
Kohorte iibertragen, die aus ,, gesunden pubertiren Zwillingen, die in 6 m? grofen Isolierzelten

mit einer angereicherten Muslidit aufgezogen werden* bestehtC.

Es gibt wohl kein Modell, welches die gesamte Heterogenitét einer Kohorte von Patienten und
Patientinnen abbilden kann und damit eine optimale externe Validitat besitzt, aber bei der
Verwendung von Inzuchtstdammen, findet der Aspekt der externen Validitat die geringste

Berticksichtigung.

2.3.1 Inzuchtstdmme

Der entscheidende Vorteil genetischer Homozygotie besteht in der Mdoglichkeit, experimentell
erzielte Ergebnisse auf eine einzige, definierte Variable im Genom zuriickzufiihren. Zudem
werden Inzuchtstdmme h&ufig eingesetzt, um die Varianz der Versuchsergebnisse moglichst

klein zu halten, um bei der Analyse kleiner Stichproben die statistische Power zu erhéhen3® *2,
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Der tatséchlich vorliegende Grad der Isogenitat wird bei Inzuchtstimmen jedoch oftmals
uberschatzt. Die Reproduzierbarkeit wird durch unbemerkten Gendrift innerhalb der
verwendeten Population herabgesetzt. Selektion und Mutation sind biologische Phdnomene,
von denen auch Inzuchtstdimme nicht ausgenommen sind. Und so kann selbst innerhalb einer
Inzuchtlinie keine vollkommene Isogenitdt und genetische Stabilitat erreicht werden. Laut
Definition (des Komitees fiir standardisierte Nomenklatur von Maus-Inzuchtstdmmen) muss
ein Inzuchtstamm die folgenden Kriterien erflllen: 1. Die Kolonie wurde mit einem einzigen
Zuchtpaar gegrindet, 2. Es werden Uber 20 (oder mehr) Generationen hinweg nur
Vollgeschwister miteinander verpaart®® 3. Werden diese beiden Kriterien erfiillt, gilt laut
Bailey (1982) ein Inzucht-Mindestgrad von 98,6% als gesichert®. Demzufolge ist die
genetische Variabilitit schon per Definition zwar gering, aber nicht gleich Null®®. Wie einige
Studien nahelegen, ist anzunehmen, dass die Heterogenitat von Inzuchtstimmen teilweise ein
weit hoheres MaR erreicht®’. Ungeachtet dessen, und obwonhl viel genutzte Modelle spontaner
Mutationen als Substamm aus Inzuchtstimmen hervorgegangen sind (wie beispielsweise die

db/db Méuse), werden Inzuchtstdimme héaufig als vollkommen isogen und stabil betrachtet.

Basierend auf Spontanmutationsraten, muss innerhalb einer Kolonie von einem gewissen
Risiko fir einen genetischen Drift ausgegangen werden. Bei Mé&usen beispielsweise, mit einer
Generationszeit von 3 bis 4 Monaten, tritt gut in jeder 2. Generation eine Mutation auf. Das
Risiko, dass sich solch eine auftretende Spontanmutation in der Keimbahn eines Zuchttieres
homozygot uber die Kolonie ausbreitet, betragt fur Inzuchtlinien 25% und steigt mit
abnehmender GroRe der Kolonie: nach den Mendelschen Regeln bekommt etwa die Halfte der
F1 Nachkommen eine auftretende Spontanmutation heterozygot vererbt®. Werden aus der F1
Generation nun zufalliger zwei dieser heterozygoten Tiere miteinander verpaart, so tragen in
der F2 Generation bereits 25% der Tiere die Spontanmutation homozygot in sich (weitere 50%
heterozygot und nur noch 25% der Tiere besitzen das urspriingliche Genom). Dies kann sich
fortfuhren, bis die Mutation in der gesamten Kolonie homozygot fixiert ist. Unter ungtinstigen
Umsténden kann die Wabhl der jeweils wieder verpaarten Tiere so ausfallen, dass dies bereits in
der F4 Generation der Fall ist®.

Durch das Auftreten von Spontanmutationen bildet sich innerhalb der Kolonien im Laufe der
Generationen eine additive Mutationsvarianz, die man als Mutationslast des Inzuchtstammes
bezeichnet. Die Mutationslast beschreibt dabei einzelne Polymorphismen mit vernachléssigbar
kleinem Effekt (oder noch ohne Effekt), die sich jedoch von Generation zu Generation
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akkumulieren und so additiv Gber polygene Mutation eine Anderung des Phanotyps der Linie

bewirken kénnen*?41,

Damit die Mutationslast moglichst geringgehalten wird, sollten Kolonien regelmaRig
aufgefrischt werden (Charles River empfiehlt in Mauskolonien dies nach jeder 5. bis 10.
Inzuchtgeneration zu tun). Der genetische Hintergrund kann dafiir durch Ruckkreuzen, dem
Zukauf qualitatsgesicherter Zuchttiere oder durch kryokonserviertes Material aufgefrischt
werden®. Um dariiber hinaus das Risiko fiir Anderungen der genetischen Authentizitét isogener
Tierstamme gering zu halten und das Auftreten von Spontanmutationen moglichst friih zu
erkennen, missen strenge Qualitatsstandards eingehalten werden. Die Gesellschaft flr
Versuchstierkunde (GV-SOLAS Society for Laboratory Animal Science) empfiehlt dafir eine
definierte  Koloniestruktur  (in  Nukleuskolonie, Erweiterungskolonie(n) und ggf.
Produktionskolonie(n)), ein festgelegtes Zuchtprogramm (wie das Einlinien- oder
Parallelliniensystem), konsequente Zuchtdokumentation und genetische
Uberwachungsstrategien*2. Hinweise fiir polygen vererbte Anderungen des Phénotyps konnen
durch geschultes Personal anhand der Pigmentierung, der WurfgroRe (dem sogenannten
Kolonieindex), geédndertes  Verhalten oder den Verlust pathophysiologischer
Stammeigenschaften erkannt werden®®. Doch nicht alle Spontanmutationen, die sich
homozygot in der Kolonie fixiert haben, fihren zu einer offensichtlichen Anderung des
Phénotyps. Ein Stamm kann jahrelang eine Mutation tragen, bevor diese entdeckt wird.
Absolute Gewissheit bringt nur die Sequenzierung der Kolonie und der Vergleich mit dem

Referenzgenom der Ursprungskolonie®.

Zu den Werkzeugen der genetischen Uberwachung gehort die Testung der Histokompatibilitits
(H) Loci innerhalb des Stammes. Innerhalb eines isogenen Stammes sollten diese identisch
sein, sodass Hauttransplantation zu keinerlei  Abstoungsreaktionen Uber den
Haupthistokompatibilitatskomplex, (MHC, major histocompatibility complex) fiihren. Dartiber
hinaus wird der Einsatz von Markersets empfohlen, um die Authentizitat des genetischen
Profils eines Stammes fortlaufend zu verifizieren. Hier konnen beispielsweise biochemische
Marker, immunologische Marker, DNA-Marker, Mikrosatelliten und SNP-basierte
Authentizittsprogramme (single nucleotide polymorphisms) zum Einsatz kommen. Handelt es
sich um einen Inzuchtstamm mit Tieren, die durch transgene Veranderung ein Differentialallel
tragen, so muss zusétzlich ein Genotypisierungsprotokoll etabliert sein, Gber welches der Erhalt

des Differentialallels mittels PCR-Amplifikation verifiziert werden kann®,
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Werden bei der genetischen Uberwachung Abweichungen zu der Ausgangskolonie festgestellt,
muss ein neuer Substamm gebildet werden, der nun unter neuem Namen als ziichterischer
Seitenast getrennt gefiihrt werden muss. Dies gilt auch fur Tiere eines Inzuchtstammes, die
zwischen der 20. und 40. Generation vom Ausgangsstamm getrennt gehalten werden, oder
solche, die ab der Generation F40 ber 10 Generationen hinweg von der Ausgangskolonie
getrennt sind. Laut Definition der GV-SOLAS gilt als Substamm ,, ein Seitenast im Stammbaum
eines Inzuchtstammes, der sich nachweislich oder mit groRer Wahrscheinlichkeit genetisch von
dem urspringlichen Inzuchtstamm unterscheidet. “ Da Substdimme in der Regel nicht aufgrund
ihres AuBeren erkannt werden kénnen, ist die Einhaltung der vorgeschriebenen Nomenklatur
von besonderer Bedeutung. Denn im Gegensatz zum duflReren Erscheinen konnen die
genetischen Unterschiede zwischen Substdmmen und deren Ausgangs-Inzuchtstamm

gravierend sein®4,

Um hohe Varianzen zu vermeiden, wird geraten, Tiere fur ein experimentelles Modell
(innerhalb einer Versuchsreihe), wenn madglich, aus nur einer Zucht zu beziehen®. Fir die
Reproduzierbarkeit mindestens genauso wichtig, sei es, dass der genutzte Substamm mit
publiziert wird®. Diese Strategie der Erzeugung signifikanter Ergebnisse konkurriert allerdings
mit der externen Validitat und der Translation auf eine heterogene Kohorte von Patienten und
Patientinnen. Translationalen Wert besitzen vor allem die experimentellen Effekte, die sich

auch auf einem variablen Background durchsetzen kénnen3® 46,

2.3.2 Auszuchtstdamme

Ein Modell, welches sich der Heterogenitit von Kohorten theoretisch besser annahert, ist die
Verwendung sogenannter Auszuchtstimme (zu denen beispielsweise auch Sprague Dawley
(SD) Ratten zéhlen). Auszuchtstimme haben das genaue Gegenteil von Inzuchtstdmmen zum

Ziel. Sie sollen eine definierte genetische Variabilitat abbilden.

Fur die Erstellung einer Auszuchtpopulation werden mindestens 200 Zuchtpaare benétigt, die
innerhalb einer geschlossenen Population mit méglichst grolRem genetischem Abstand verpaart
werden, um genetische Variation zu gewahrleisten. Das Einkreuzen stammfremder Gene ist
nach der siebten Generation nicht mehr erlaubt. Damit sich der Verwandtschaftsgrad tber die
Generationen hinweg minimiert und trotzdem ein stabiler, standardisierter Ph&notyp erhalten
bleibt, muss die Population in Blocke unterteilt und fur die Verpaarung ein Zuchtsystem mit
definiertem Rotationsschemata angewendet werden. Unterlaufen dabei Fehler, kénnen diese
nicht korrigiert werden und fuhren mit hoher Wahrscheinlichkeit zu Fehlinterpretationen im
Versuch?’.
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Anderung des definierten Phanotyps lassen sich bei Auszuchtlinien schwieriger als bei
Inzuchtlinien identifizieren®®. Erschwerend kommt hinzu, dass es, im Gegensatz zu
Inzuchtstdmmen, fur das genetische Monitoring von Auszuchtpopulationen bisher keine
standardisierten Monitoring Programme gibt. Laut GV-SOLAS weisen viele der aktuellen
Auszuchtstdmme keine ausreichende genetische Qualitat auf, was auf die folgenden drei
Hauptgriinde zurtickzufthren ist; die Grunderpopulationen bestanden aus zu wenigen (teilweise
sogar verwandten) Tieren, Einengung der urspriinglich vorhandenen genetischen Variabilitat
durch genetische Flaschenhdlse (beispielsweise durch hygienische Sanierungen in den

Haltungsbereichen) und eine meist unbewusste Selektion bei der Auswahl der Zuchttiere®’.

Die genetische Vielfalt einzelner Auszuchtstdmme kann von Anbieter zu Anbieter deutlich
variieren. Wie ein Versuch mit SD-Ratten von Harlan und Charles River zeigte, weisen sogar
einzelne Kolonien desselben Anbieters, die in unterschiedlichen Barrierebereichen gehalten

werden, signifikante Unterschiede der genetisch bedingten Phanotypen auf®,

Unterschiede im genetisch bedingten Phanotyp einer Auszuchtlinie koénnen auf
Populationsengpésse innerhalb der Zucht hinweisen oder durch zufélligen genetischen Drift
zustande kommen. Denn selbst bei einer qualitativ hochwertigen, standardisierten Zucht, kann
sich auch die genetische Identitat eines Auszuchtstammes mit der Zeit andern. Spontane
Mutationen kdnnen sich etablieren oder genetische Eigenschaften durch naturliche Selektion

aus der Population verschwinden®.

Eine Datenanalyse des Chemiekonzerns BASF zeigte, dass dies auch zu einer genetisch bedingt
steigenden Tumorprédisposition (Tumordrift) innerhalb eines Stammes flhren kann. Fir die
von BASF in Auftrag gegebenen Studien wurden als Kontrolltiere die Rattenstimme Han
Wistar, BASF Wistar, F344 Ratten und 2 SD-Rattenlinien verwendet. Bei der Auswertung aller
Befunde spontaner Neoplasien, die bei diesen Kontrolltieren innerhalb von 20 Jahren erhoben
wurden, zeichnete sich ab, dass es bei Auszuchtstammen haufiger als bei Inzuchtstdammen zu

einem Tumordrift kommt®°,

Alles in allem setzt jedoch nicht nur die Zucht von Auszuchtstimmen ein besonderes
Fachwissen voraus. Auch wenn in Betracht gezogen wird, eine Auszuchtlinie zu verwenden,
sollte man sich (genau wie bei anderen Modellarten) vorab eingehend mit den Einschrankungen
der Modelltiere auseinandersetzen. Denn ein weiteres Risiko bei der Nutzung von
Auszuchtlinien birgt die Ubliche Verwendung sehr Kkleiner Stichproben, h&aufig sogar noch
determiniert durch ein bestimmtes Gewicht. Eine reprédsentative Zufallsverteilung der

Genotypen aus der Grundgesamtheit kann hier oft nicht gewahrleistet werden. Und so wird
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durch Unwissenheit das eigentliche Ziel bei der Verwendung einer Auszuchtlinie, eine

ausgeglichene, definierte Varianz zu untersuchen, haufig verfehlt*.

2.4 Beeintrachtigung der Reproduzierbarkeit durch haltungsbedingte Faktoren

Grundvoraussetzungen fiir reproduzierbare Versuchsergebnisse sind, den erlduterten Aspekten
zufolge, Versuchstiere aus Zuchten mit hohen qualitativen Standards. Die sich daran
anschlieende Haltung, vor und wahrend des Versuches, kann die Versuchsergebnisse jedoch
mindestens in gleichem Male kritisch beeinflussen. Denn MalRnahmen der gesteigerten
Standardisierung setzen nicht nur die externe Validitat herab, sie machen die Modelle auch
anfalliger ~ gegenuber  Einflussen  der  Testbedingungen  (einschliellich  der
Umgebungsbedingungen) und erschweren demzufolge die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse'®. Welche Faktoren daher wahrend der Haltung von Mausen und Ratten Beachtung

finden mussen, soll im Folgenden ausgefiihrt werden.

2.4.1 Transport

Das erste potenzielle Risiko birgt der Import der Versuchstiere in den eigenen Haltungsbereich.
Denn laut der GV-SOLAS konnen bei jedem Tierimport auch unerwunschte Viren, Bakterien,
Pilze und Protozoen mit eingebracht werden. Versuchstiere aus kommerziellen Zuchten werden
in einem definierten hygienischen Zustand verkauft. Fir die Definition des jeweiligen
hygienischen Status, in Form eines Gesundheitszeugnisses, wird jedoch nicht zwangslaufig auf
opportunistische Mikroorganismen (wie beispielsweise einige Protozoen, Staphylokokken und
Streptokokken) getestet, was zu Problemen flihren kann, wenn sich die Hygienestandards der
Tierhaltungen voneinander unterscheiden. Kommerzielle Zuchten verfuigen Ublicherweise Uber
sehr hohe Hygienestandards. Aber es kommt vor, dass der hygienische Status der Tiere

zwischen den verschiedenen Standorten und Zuchteinheiten eines Zuchtbetriebes variiert®?,

Laut der GV-SOLAS erhoht sich das Risiko Infektionserreger einzuschleppen, wenn die Tiere
aus Haltungsbereichen stammen, die kein Gesundheitszeugnis bereitstellen, oder wenn die
Tiere Uber weite Strecken transportiert werden. Je langer sich die Tiere fur den Transport
aullerhalb der Haltungsbereiche befinden, desto mehr potenziellen Quellen einer mikrobiellen
Kontamination sind sie ausgesetzt®. Zudem steigt mit der Transportdauer der Stress fiir die
Tiere, was neben einer reduzierten Immunantwort®> auch die Reproduzierbarkeit induzierter
modellspezifischer Phanotypen beeinflussen kann®3. Sind die Transportboxen oder deren Filter
bei der Ankunft beschédigt, so missen die importierten Tiere als potenziell kontaminiert

angesehen werden®?.
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Die GV-SOLAS empfiehlt, importierte Tiere zunachst in eine rdumlich getrennte
Quarantaneeinheit der neuen Haltung aufzunehmen, in der keine Bestandstiere untergebracht
sind und in der ein anderes Pflegepersonal als in der restlichen Haltung arbeitet.
Mikrobiologische Untersuchungen und anschlieende Unterbringung in den reguldren
Haltungsbereich sollte erst nach einer Quarantane stattfinden, die lang genug ist, dass durch die
hausinternen Tests auch Infektionen, zu denen es moglicherweise wahrend des Transportes
kam, festgestellt werden kdnnen. Bei immunsuppressiven Tieren ist des Weiteren zu bedenken,
dass diese nicht nur anfélliger fir Infektionen sind. Eine reduzierte Immunantwort kann auch
zu falsch-negativen Ergebnissen der serologischen Untersuchungen fiihren. Zu den Erregern,
die aufgrund eines erschwerten Nachweises ein erhohtes Risiko der Einschleppung mit sich
bringen, z&hlen unter anderem Parvoviren, Oxyuren, Protozoen, Pasteurellaceae und
Helicobacter spp. Um das Risiko der Einschleppung solcher Mikroorganismen zu minimieren,
wird empfohlen, den Import von Embryonen oder Spermien dem von lebenden Tieren

madglichst vorzuziehen®?,

2.4.2 Haltung

Erhohter Stress fur die Versuchstiere sollte aus Griinden des Tierschutzes und in Bezug auf die
Validitat der Versuchsergebnisse vermieden werden. Dies gilt fir Transportwege und fur die
Zeit in der Haltung. Unter diesem Gesichtspunkt ist es kritisch zu betrachten, dass die
normierten Grundanforderungen der Haltungsbedingungen von Labor-Nagetieren lediglich die
essentiellen Grundbedirfnisse der Tiere decken und nicht alle Voraussetzungen fiir artgemafes
Verhalten erfiillen. Laut dem Ausschuss flr Tiergerechte Labortierhaltung der GV-SOLAS, gilt
die Zielsetzung, die biologischen Bedurfnisse moglichst wenig einzuschrénken. Die daraus
abgeleiteten Empfehlungen und Vorschriften beruhen allerdings auf praktischen

Haltungserfahrungen und sind nicht wissenschaftlich begriindet®*.

Das seit 2007 in der EU vorgeschriebene Mindestplatzangebot der Grundflache fir eine Maus
(von 20 - 25 g) betragt lediglich 70 cm? (mit einer Mindestkafighohe von 12 cm) und entspricht
demnach gerade einmal der halben Flache einer Postkarte. Als Mindestplatzangebot fir eine
Ratte (von 200 - 300 g) sind 250 cm? (mit einer Mindesthohe von 18 cm) vorgeschrieben®. Die
ETS No. 123 (aus den European Treaty Series) schreibt fir Nager zudem Nistmaterial und
Unterschlupf vor und erlaubt Nagehélzer in der Haltung, was sich bisher, laut GV-SOLAS,
jedoch kaum durchgesetzt hat>*. Des Weiteren sind durch den Anhang A, der ETS No. 123 die
Klimadaten wie die Luftfeuchtigkeit (45 — 65%), die Luftwechselrate (15 — 20-fach pro Stunde)
und die Raumtemperatur (20 — 24 °C) vorgeschrieben®. Bei Abweichungen dieser
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Normbereiche, kénnen sich morphologische, physiologische und Verhaltensauffalligkeiten
manifestieren® *°, Maloney et al. fassten 2014 in ihrem Review zusammen, dass die
Stoffwechselaktivitat von Mdusen bei der ublichen Raumtemperatur in Haltungsbereichen (die
bei 22 °C liegt) um 50% hoher gegentiber ihrer thermoneutralen Zone (die bei > 30 °C liegt).
Pro Grad unterhalb der thermoneutralen Zone (< 30 °C), steigt bei Maéusen die
Ruheherzfrequenz um 25 Schldge/Minute und der Blutdruck um 2 mmHg. Die Tiere schlafen
weniger und die Nahrungsaufnahme, wéhrend der eigentlichen Ruhephase, ist deutlich erhéht.
Die Korpermasse und der Anteil von braunem Fettgewebe steigen, um den Warmeverlust zu
reduzieren und die OrgangréfRe von Leber, Niere und Herz nimmt zu, damit der erhéhte
Nahrungsbedarf verarbeitet werden kann. Dies, und weitere sich daraus ergebende
Auswirkungen auf beispielsweise den Fettstoffwechsel und das Immunsystem, kann laut
Maloney et al. zu fehlerhaften Schlussfolgerungen der eigentlichen Experimente filhren®”. Um
dies zu vermeiden, ist es (nicht nur aus Tierschutzgriinden) wichtig, den Tieren durch
Gruppentierhaltung und ausreichend Nestbaumaterial die Schaffung thermoneutraler Bereiche

zu ermdglichen.

Fur weitere kritische Umgebungsparameter, wie die Beleuchtung und den Gerauschpegel, sind
in den EST keine regulatorischen Maximalwerte festgelegt. Es wird jedoch ausdrticklich darauf
hingewiesen, dass wildlebende Nager ddammerungs- und nachtaktiv (also lichtsensibel) sind und
dementsprechend hochentwickelte akustische Sinne besitzen®®. Um in der Haltung den
circadianen Rhythmus metabolischer, endokriner, immunologischer Parameter und die
Parameter des Verhaltens bei den Modelltieren zu synchronisieren, ist es tblich, sie an einen
konstanten Hell-Dunkel-Rhythmus, mit einer Hellphase von 10 bis 14 Stunden zu adaptieren.
(Als Standard fir ophthalmologische Experimente hat sich die Nutzung einer zwdélfstiindigen
Hellphase etabliert.) In den Richtlinien der GV-SOLAS wird dabei fur die Hellphase in Ratten-
Haltungsrdumen 130 — 325 Lux, im Ka&fig < 60 Lux und am Ruheplatz < 25 Lux als optimal
angefuhrt. Fur die Maushaltung gibt es lediglich einen empfohlenen Maximalwert fur den
Haltungsraum, der bei 200 Lux liegt (gemessen in 1,2 m iiber dem Boden)®®. Des Weiteren wird
angeflhrt, das Arbeitslicht bis 400 Lux auf die Dauer der Anwesenheit von Personal beschrénkt
werden sollte> 5. Wie ein Experiment mit Ratten zeigte, ist die Aktivitat von Albino-Ratten
jedoch schon bei 75 Lux deutlich eingeschrankt, gegenuiber dem Aktivitatslevel pigmentierter
Labor-Ratten>. Dariiber hinaus verlieren Gegenstande, die im Kéfig von Albino-Ratten deren
Aktivitatslevel positiv  beeinflussen, ihren aktivitatssteigernden Effekt bei starker
Beleuchtung®. Dass es keine strikte Vorschrift fir die maximale Lichtintensitét gibt, ist bei der

Haltung dunkelaktiver Nager, insbesondere bei Albinotieren, mdglicherweise mit einem
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erhéhten Risiko fiir Retinadegeneration verbunden®. Im Anhang A der EST No. 123 wird daher
angeraten, Kafige mit abdunkelnden Hauben zu versehen. Bezuglich des Gerauschpegels in den
Haltungsraumen, wird empfohlen, ihn méglichst gering zu halten und regelmaRig zu messen®.
Auf einen erhéhten Larmpegel kdnnen Nagetiere mit deutlichen Stresssymptomen reagieren.
Von der GV-SOLAS wird daher die Empfehlung ausgesprochen, den Gerduschpegel unter 60
dB zu halten (was in etwa einem Einzelgesprach entsprechen wirde). Larmspitzen sollten
maoglichst vermieden werden, genau wie Ultraschallwellen, auf die Nagetiere besonders

sensibel reagieren>* ¢,

2.4.3 Enrichment
Es ist davon auszugehen, dass unsere Labortiere in den Ublichen Haltungsbereichen einigen
potenziellen Stressquellen ausgesetzt sind, die im Laufe der experimentellen Zeitraume in

unterschiedlichem Umfang auf sie einwirken und so die Ergebnisse beeinflussen kénnen.

Unter Enrichment versteht man eine Verbesserung der Haltung durch ,,Anreicherung®“. Eine
allgemein gultige und prézise Definition dieser Anreicherung fehlt bisher jedoch, sodass Art
und Umfang bei der Umsetzung von EnrichmentmalRnahmen stark variieren. Allgemein sollen
durch die Anreicherung, welche die vorgeschriebenen Mindestumweltanforderungen tbertrifft,
artgerechtere Haltungsbedingungen geschaffen und so das Tierwohl gesteigert werden. Fir
Labornager kommen dafir haufig Nistmaterial, Versteckmdglichkeiten und Nagestabe zum

Einsatz%2.

Wie experimentell gezeigt werden konnte, lassen sich negative Auswirkungen von induziertem
Stress durch EnrichmentmaBnahmen bei der Kafigausstattung kompensieren®. Durch solche
kompensatorischen Malnahmen lieRe sich demnach die Reproduzierbarkeit von
Forschungsergebnissen erhéhen. Studienergebnisse, welche zeigen konnten, dass mit
artgerechterer Kéfigausstattung der Schweregrad fur induzierte Krankheiten (wie Depression,
Angst, Krebs, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Schlaganfall) geringer ausfallt und die
Gesamtmortalitatsrate (ohne experimentell herbei gefiihrte Krankheit) sinkt, sprechen daftr,
dass die aktuell tiblichen Haltungsbedingungen optimierungsbediirftig sind®. Es gibt Hinweise,
dass diese Haltungsform an sich schon solch eine Belastung fir die Modelltiere darstellt, dass
sie als ,,Stress-Modell“ angesehen werden muss, da so gehaltene Tiere keinen gesunden
Modellorganismus verkorpern. Gegenteiliges unkritisch anzunehmen konnte die Ergebnisse,
die Reproduzierbarkeit und die Translation von Studien negativ beeinflussen. Daher wird
gefordert, die Enrichment-Haltung als Standardhaltung einzufiihren, da sie weniger etwas mit
Anreicherung zu tun hat als mit einer besseren Modellierung des Normalzustandes®”: 6,
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Mit steigendem Bewusstsein fur diese Problematik findet aktuell ein Umdenken statt, deren
Umsetzung jedoch nur schleppend vorangeht. Schon 2006 einigte man sich im Europarat
darauf, zusétzliches Enrichment fir Labor-Nagetiere dringend zu empfehlen®. Aus Sorge,
durch Variationen bei der Kafigausstattung die Varianz der Untersuchungsergebnisse zu
erhdhen, werden jedoch weiterhin gréitenteils keine Enrichmentmalinahmen ergriffen, welche
die standardisierten Mindestanforderungen (bersteigen. Studien, die den Effekt von
Enrichment fur die Modelltiere auf die Varianzen der Versuchsergebnisse untersucht haben,

zeigen allerdings, dass sich diese Sorge nicht bewahrheitet4 .

Werden MaBnahmen ergriffen, um die Modelltiere durch artgerechtere Haltung
widerstandsfahiger gegenuiber experimentunabhdngigen belastenden Umweltbedingungen zu
machen, ist mit einer besseren Reproduzierbarkeit innerhalb der Versuchsreihen zu rechnen,
vorausgesetzt, die Verbesserung der Umgebungsbedingungen kommt innerhalb der
Versuchsreihen allen Kontroll- und Behandlungsgruppen Uber den experimentellen Verlauf

hinweg in gleichem Umfang zugute.

Ein Hindernis, welches jedoch der standardisierten Implementierung von Enrichment-
MaRnahmen im Studiendesign im Wege steht, ist die mangelhafte Dokumentation der bisher
angewendeten MalRnahmen. Bei nur etwa einem Drittel der experimentellen Untersuchungen
des Einflusses einer verbesserten Kafigausstattung wurden die dafir ergriffenen MalRnahmen
detailliert beschrieben. Das ist zum einen eine verpasste Chance, zeigt andererseits aber die
hohe Robustheit der Effekte und lasst auf eine gute Reproduzierbarkeit schlieRen®*. Ein weiterer
Grund der Ablehnung einer Anderung der aktuell iiblichen, und vielfach auch als bewahrt
empfundenen, Haltungsbedingungen, ist der scheinbar damit verbundene finanzielle und
personelle Mehraufwand. Es bedarf jedoch keiner ,,extravaganten® Ausstattung, um verbesserte
Bedingungen fiir die Tiere herbeizufihren. Langfristig wirde dies die Robustheit der

Experimente erhohen, wodurch der Nutzen den Mehraufwand iibertrafe®s,
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3 Fallbeispiel

Grundlage meiner Arbeit ist ein Projekt zur Erforschung der Pathomechanismen im
Anfangsstadium der diabetischen Retinopathie (DR). Daher werde ich im folgenden Kapitel
das Krankheitsbild der DR im Menschen, die gangigsten Nagetiermodelle dieser Erkrankung,
sowie das verwendete Modell erléutern, bevor ich im Methoden- und Ergebnisteil naher auf das

konkrete Projekt eingehe.

3.1 Das Krankheitsbild der DR und die gangigsten Tiermodelle

Die DR ist eine Mikroangiopathie der retinalen Blutgefalle und stellt eine der haufigsten
Komplikationen des Diabetes Mellitus (DM) dar. Laut der International Diabetes Federation
(IDF) lebten im Jahr 2021 weltweit 537 Millionen Menschen zwischen 20 und 79 Jahren mit
DM. In mehr als 90% aller Falle wird Typ 2 Diabetes diagnostiziert, wodurch Typ 2 Diabetes

die mit Abstand am héufigsten vertretene Form des DM ist®®.

Die weltweite Pravalenz der DR liegt unter Diabetikern bei rund 22%, wodurch weltweit (iber
100 Millionen Menschen betroffen sind. Somit ist die DR die Hauptursache fiir vermeidbare
Erblindung bei Erwachsenen im erwerbsfahigen Alter®”. Laut der Deutschen Diabetes
Gesellschaft betragt die Pravalenz einer DR bei Typ 1 Diabetes 24 — 27%, wobei sie bei Kindern
mit Typ 1 Diabetes vor der Pubertét nur selten auftritt. Bei Menschen mit Typ 2 Diabetes kann
bei 2 — 16% eine DR festgestellt werden, haufig (in 9 — 16% der Falle) schon bei
Diagnosestellung des DM®8, Daraus ergibt sich unter Jugendlichen eine héhere Préavalenz fiir
DR (2,24-fach hoher) bei Typ 2 Diabetes, gegeniiber Typ 1 Diabetes®®. Die Tatsache, dass
mikrovaskuldre Komplikationen bei Typ 2 Diabetes insgesamt friiher und haufiger als bei Typ
1 Diabetes auftreten, wird auf die Komorbiditat mit Bluthochdruck, Fettleibigkeit und
Dyslipidamie zuriickgefiihrt’®. Auch das Risiko eine DR zu entwickeln, steigt durch Hypertonie
und Dyslipiddmie. Weitere Risikofaktoren sind eine schlechte glykdmische Kontrolle und die
Dauer einer bestehenden Hyperglykamie’.

Nach aktuellem Kenntnisstand fiihren erhdhte Glucose- und Fettsdurekonzentrationen in
Endothelzellen zu einer berméaRigen Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), was
den Beginn mikrovaskulérer Verletzungen einer DR einleitet. Durch die DNA-schadigende
Wirkung anhaltend erhéhter ROS-Konzentration kommt es zu einer Anderung der
Stoffwechselwege, wodurch unter anderem Methylglyoxal freigesetzt wird und verschiedene
Isoformen der Proteinkinase C aktiviert werden’. Dies steigert den oxidativen Stress und
begunstigt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (Transkriptionsfaktor 'kappa-

light-chain-enhancer' von aktivierten B-Zellen), was zu einer erhéhten Synthese pro-
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inflammatorischer Molekiile fihrt’® 72, Die Endothelzellen exprimieren verschiedenen
Zytokine (wie TNFa (Tumornekrosefaktor o) IL-1R (Interleukin 113) und IL-6 (Interleukin 6),
Chemokine (wie MCP-1 (Makrophagen-Chemoattraktorprotein 1) und Adhasionsmolekdle
(wie ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1) und VCAM-1 (Vascular cell adhesion
molecule 1)), damit der Zellschaden durch rekrutierte Immunzellen begrenzt werden kann.
Infolgedessen kommt es zur Leukozytenadhadsion und zu einer erhthten Permeabilitat der
inneren Blut-Retina-Barriere (BRB), um die Diapedese der rekrutierten Zellen zu erméglichen.
Bedingt durch die Leukostase kommt es dabei jedoch auch zu einem Verlust von

Endothelzellen und dem fortschreitenden Zusammenbruch der inneren BRB"2.

Die Anderung des retinalen Blutflusses, der Verlust von Perizyten, die Bildung azellularer
Kapillaren und eine erhohte vaskuldre Permeabilitat, fihren zu ersten klinisch sichtbaren
Lasionen wahrend des frihen Studiums der nicht-proliferativen DR (NPDR). In diesem
Stadium konnen Okklusionen der Kapillaren, Mikroaneurysmen, Blutungen und harte Exsudate
feststellt werden ™. Zudem lassen sich im Stadium der friihen NPDR bereits
nichtregenerierbare neurodegenerative Veranderungen nachweisen™. Der Verlust von
Perizyten, der als eine mogliche Ursache der Neurodegeneration diskutiert wird®, ist ursachlich
fur die Okklusionen retinaler Gefal3e, wodurch sich ischamische Areale bilden, was eine lokale
Erhéhung des ,,vascular endothelial growth factors* (VEGF) induziert’’. Durch diese Prozesse
erreicht die DR das fortgeschrittene Stadium der proliferativen DR (PDR), welches sich mit
zunehmender Ischdmie durch Neovaskularisation, Fibrose, Glaskérperblutung und
Netzhautablosung manifestiert. Der Ubergang zwischen den beiden Stadien der DR ist flieRend
und das Risiko zu erblinden, besteht auch in der Phase einer NPDR. Denn wenn es zu einer
Stérung der inneren BRB kommt, fihrt dies zu intra-retinalen und sub-retinalen
Flussigkeitsansammlungen, wodurch die Makula 6¢dematts anschwillt. Der Endpunkt, das
diabetische Makulatdem (DME), ist neben der Neovaskularisation die Hauptursache fur den
Sehverlust durch die DR 78,

Bei Personen mit Typ 1 Diabetes kommt es haufiger zur Proliferation als zum DME (23% PDR,
11% DME) wohingegen bei Menschen mit Typ 2 Diabetes ddematische Komplikationen
haufiger auftreten (6% PDR, 8% DME)”. Da die Symptome fiir Betroffene erst im spaten
Krankheitsverlauf einer DR spirbar werden, missen die Betroffenen mit diagnostiziertem
Diabetes regelmaRig ophthalmologisch untersucht werden. Sofern noch keine Retinopathie
vorliegt und neben dem Diabetes keine weiteren Risikofaktoren bestehen, soll dies im Intervall

von zwei Jahren geschehen. Liegen ein oder mehrere Risikofaktoren vor, verkirzt sich das
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Intervall auf ein Jahr. Ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung einer DR, muss das
Kontrollintervall der Auspragung und dem Therapiebedarf der DR angepasst werden. Bei der
Diagnostik wird die Sehschérfe gemessen und der vordere Augenabschnitt sowie der
Augenhintergrund untersucht. Ein neovaskularer Krankheitsverlauf kann zudem die
Uberwachung des Augendrucks und Untersuchungen mittels Fluoreszenzangiographie
erforderlich machen. Fiir die Uberwachung édematischer Veranderungen sind Untersuchungen
mittels optischer Koharenztomografie bedeutend®®.

Als TherapiemaBnahmen konnen intravitreale Injektionen von VEGF-Hemmern oder
Kortikosteroiden verabreicht werden sowie Laserbehandlungen angewandt werden.
Kortikosteroide, wie Dexamethason, kommen vor allem bei Personen mit Kontraindikationen
oder ausbleibendem Erfolg einer anti-VEGF Therapie zum Einsatz. Wobei die Hemmung der
pro-inflammatorischen Prozesse einer DR Uber Kortikosteroide auch indirekt die VEGF-
Spiegel senkt®. Durch die Laser-Photokoagulierung avaskuldrer Areale wird der
Sauerstoffbedarf der Netzhaut verringert, wodurch sich der VEGF-Spiegel ebenfalls senken
und Neovaskularisation verringern lasst®::82, Jedoch sind die Pathomechanismen der DR noch
nicht vollstandig erforscht, sodass die zur Verfligung stehenden Therapieansatze den

Krankheitsverlauf zwar verlangsamen, aber nicht aufhalten kdnnen.

Fur die Erforschung der DR gibt es mehrere etablierte Tiermodelle, welche die
Hauptpathologien in unterschiedlichem Umfang abbilden, Nagetiermodelle spielen dabei die
bedeutendste Rolle®3.

Um die DR als Folge von Hyperglykémie zu erforschen, ist das STZ induzierte Modell fur Typ
1 Diabetes das mit Abstand am haufigsten verwendete Modell (s. Kapitel 2.2.1 und 2.2.4). Je
nach genutzter Spezies, verabreichter Dosis des STZ und anschlielender Dauer der
Aufrechterhaltung des hyperglykamischen Zustandes, ist der Phénotyp im Nagetiermodell in
unterschiedlichem Ausmall gepréagt von retinaler Inflammation, Zellverlust, neurologischen
Funktionsstérungen in der Elektroretinographie (ERG; verringerte Amplituden der a-, b-, c-
Welle und/oder des oszillatorischen Potentials) sowie vaskuldren Veranderungen®*. Bei den
Induktionsprotokollen gibt es jedoch grof3e Variationen. Mause entwickeln in der Regel ein bis
vier Wochen nach der Injektion eine Hyperglyk&dmie. Ohne Insulinkompensation wird fiir
Méuse eine hochdosierte intraperitoneale Einzelinjektion von 150 mg STZ pro kg
Korpergewicht oder funf aufeinanderfolgende niedrige Dosen von 50 mg STZ pro kg
Korpergewicht empfohlen®: 8, Wobei es zu beriicksichtigen gilt, dass weibliche C57BL/6J-
Mause eine hohere Toleranz gegeniiber STZ aufweisen und dementsprechend eine hohere
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Dosis bendtigen, um ein Ergebnis zu erzielen, das aquivalent zu dem bei mannlichen Tieren
ist®. Ubersichtsarbeiten beschreiben eine hohe Varianz beim zeitlichen Auftreten einzelner
Pathologien der DR im STZ-Mausmodell, welche sich auf Unterschiede zwischen den
Mausstammen, Variationen bei der STZ-Dosierung und die unterschiedlichen
Untersuchungszeitrdume zurtickfuhren lassen kdnnte. Da nicht jedes Tier in gleicher Weise auf
die STZ-Injektion reagiert und Ublicherweise nur das Erreichen eines vorher festgesetzten
Grenzwertes (i.R. > 250 mg/dl) dokumentiert wird, ist nicht Klar, inwieweit die
Blutglucosespiegel diabetischer Versuchstiere zwischen einzelnen Studien variieren. Zu den
Pathologien, die im STZ-Mausmodell beschrieben wurden, gehtéren zelluldre Reaktionen auf
erhdhten oxidativen Stress und Inflammation (wie die Zunahme und Aktivierung von
Astrozyten und die Entwicklung einer reaktiven Gliose), degenerativer Prozesse (wie der
Verlust retinaler Ganglienzellen (RGC) und Zellen der inneren und &dueren nukleédren Schicht),
vaskuldre Pathologien (wie eine Leukostase, der Verlust von Perizyten, azellulére und undichte
GeféRe), Funktionsverluste im ERG und Neovaskularisation. Die hohe Varianz beim Auftreten
dieser Pathologien in verschiedenen Studien, wird besonders deutlich, bei dem Verlust von
RGC. Hier gibt es Studien, die von einem signifikanten Zellverlust nach sechs Wochen
Hyperglykédmie berichten, wahrend in anderen Studien auch nach zehnmonatiger
Hyperglykamie noch kein signifikanter Zellverlust festgestellt werden kann®’. Da Ratten auf
die Toxizitat von STZ anfalliger als Mé&use reagieren, wird nach der Induktion die Gabe von
Insulin erforderlich, auch wenn fur die Induktion eine geringere Dosis eingesetzt wird. Die
STZ-Dosis bei der Induktion tber eine Einzelinjektion variiert berwiegend in dem Bereich
von 55 mg bis 65 mg STZ pro kg Korpergewicht. Die anschlieBend ausgepragten Pathologien
treten tendenziell eher als bei Mé&usen auf, das Einsetzen und die Auspragung der
pathologischen Merkmale variieren allerdings auch hier stark zwischen den unterschiedlichen

Studien8 87,

Neben dem STZ-induzierten Modell des Typ 1 Diabetes, spielen nahrungsinduzierte Modelle
des Typ 2 Diabetes eine Rolle bei Untersuchungen der DR. Da die Induktion
hyperglykamischer Zustande in diesen Modellen jedoch langwieriger ist, sind sie besonders
zeit- und kostenaufwandig. Die Induktion erfolgt durch hochkalorische Didten mit hohem Fett
oder Zuckergehalt, auf den die verschiedenen Spezies und Geschlechter in unterschiedlichem
Umfang reagieren. So kommt es bei C57BL/6J-Mé&usen durch Futterung mit hohem Fettgehalt
zwar zu adiposem Gewicht, Glucoseintoleranz und leichter Insulinresistenz, eine
Hyperglykédmie entwickeln sie aber nur duflerst selten. Der nah verwandte Stamm der

C57BL/6N-Mausen zeigt dahingegen bereits nach drei Wochen Fett-lastiger Diat eine
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Hyperglykéamie und Hyperinsulindmie. Dartber hinaus entwickeln ménnliche Mé&use friher
und ausgepragter eine Fettleibigkeit als weibliche Mause8. Unter Anwendung einer Fiitterung
mit 45%igem bis 60%igem Fettanteil, lassen sich bei C57BL/6J-Mdusen nach vier bis funf
Monaten eine funktionelle Stérung der RGC feststellen und erhoéhte Level an VEGF und
inflammatorischen Zytokinen messen. Eine erhohte GefélBpermeabilitat tritt erst nach elf
Monaten auf®®. Wird eine Hyperglykamie bei Mausen durch die Futterung von Galaktose
induziert, verlduft die Pathogenese einer Retinopathie noch langsamer. Hier tritt ein
Endothelzellverlust erst nach finfzehn Monaten bestehender Hyperglykédmie auf und nach
weiteren sechs Monaten entwickeln sich Mikroaneurysmen. Ahnliche Unterschiede gibt es
zwischen den Rattenstimmen. Der Geschlechterunterschied kommt hier jedoch nicht so stark
zum Tragen'®. Ratten sind gegeniiber einer Galaktose-induzierten Hyperglykamie, genau wie
gegeniber einer STZ-induzierten Hyperglykamie, anfalliger als Méuse. Bei ihnen kdnnen
bereits nach sechs bis zwdlf Monaten der Verlust von Endothelzellen, Perizytenverlust und
azellulare Gefalle beobachtet werden. Zu einer reaktive Gliose, Zelltod in der inneren und
auBeren nukledren Schicht und Mikroaneurysmen kommt es in diesem Modell allerdings erst
bei Langzeitstudien, in denen 28 Monate Galaktose gefuttert wird®’. Um, unter
Berlicksichtigung der Hauptrisikofaktoren des Typ 2 Diabetes, die Auspragung der einzelnen
Pathologien zu beschleunigen, kann, zusatzlich zu einer Fett-lastigen Didt, STZ verabreicht

(und dem Futter wahlweise zusatzlich Fructose zugesetzt) werden®3,

Zur Erforschung der DR gibt es neben den induzierten Modellen auch spontane
Nagetiermodelle fiir den DM Typ 1 und Typ 2. Hier ist die (in Kapitel 2.2.2 bereits erwéahnte)
ob/ob Maus auf dem genetischen Hintergrund von C57BL/6J am geldufigsten. Aufgrund des
genetisch bedingten Leptinmangels ist der Phanotyp auf dem genetischen Hintergrund
C57BL/6J im Alter von etwa zwei Monaten von Fettleibigkeit, Hyperinsulindmie,
Insulinresistenz, vorriibergehende Hyperglykdmie und erhéhten Cholesterol-Werten geprégt.
Dementsprechend gilt die ob/ob Maus als Modell fir Typ 2 Diabetes, wobei sie einen
ausgepragten DM nur auf dem genetischen Hintergrund der C57BLKS/J Linie entwickelt.
Allerdings flihrt der diabetische Phénotyp der ob/ob Mause auf diesem genetischen Hintergrund
zum vorzeitigen Tod, noch bevor es zu pathologischen Anzeichen einer DR kommt. Aus diesem
Grund kommt die ob/ob Maus als C57BLKS/J Linie fur die Erforschung der DR nicht in
Frage®®. Auf dem genetischen Hintergrund C57BL/6J kann bei ob/ob Mausen hingegen nach
sechswaochiger Hyperglykamie eine Abnahme der RGC und der Dicke der inneren und &ul3eren
nukledren Schicht festgestellt werden. Eine reaktive Gliose, der Verlust von Perizyten oder

vaskulére Pathologien treten in diesem Modell erst nach mehreren Monaten auf, wobei der
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Zeitpunkt zwischen einzelnen Studien sehr variiert®”. Zu solchen pathologischen
Verénderungen der DR kommt es unter Hyperglykdmie bei NOD (non-obese diabetic) Mdusen
deutlich fruher. Bei diesen Mé&usen werden die R-Zellen der Bauchspeicheldriise durch
Autoimmunprozesse zerstort, wodurch sie als Modell mit hoher Analogie zu Typ 1 Diabetes
genutzt werden konnen. Nachteilig an diesem Modell ist allerdings, dass nur 20% der
Mannchen und 80% der Weibchen uiberhaupt eine Hyperglykamie entwickeln®”. Analog zu den
Mausmodellen gibt es auch spontane Mutationen in Rattenlinien, die sie als Modell fir Typ 1
und Typ 2 Diabetes geeignet machen. Ein Beispiel fur ein Modell des Typ 2 Diabetes in Ratten
ist die ZDF (Zucker diabetic fatty) Ratte. Diese Linie entstand aus der selektiven Zucht von
ubergewichtigen Ratten mit spontaner Mutation des Leptin Rezeptors die zusatzlich einen
autosomal-rezessiven Defekt der B-Zell-Transkription aufwiesen und dadurch hyperglykadmisch
waren. Das resultierende Modell der ZDF-Ratten ist gekennzeichnet durch friih einsetzende
Hyperglykamie, bei dem der fortschreitende Tod der B-Zellen jedoch zu Hypoinsulindmie und
verkiirzter Lebenszeit filhrt'®. Nach sechs Monaten Hyperglykamie konnen bei diesen Ratten
pathologische Veranderungen der Gefalle, wie die Apoptose von Endothelzellen und der
Verlust von Perizyten, beobachtet werden®. Die BB (biobreeding) Rattenlinie entwickelt
dagegen einen spontanen Autoimmundiabetes. In diesem Modell ist die Inzidenz mit 90%, ohne
Geschlechterunterschied, wesentlich hoher als bei den NOD-Mé&usen. Der entstehende
diabetische Ph&notyp ist dabei sehr extrem, was eine sofortige Behandlung mit Insulin
iiberlebensnotwendig macht®. In diesem Modell kénnen nach viermonatiger Hyperglykamie
pathologische Veranderungen des retinalen Pigmentepithels (RPE) sowie erste mikrovaskulare
Lasionen festgestellt werden. Nach weiteren vier Monaten ist der Verlust von Perizyten

messbar®’.

Was die Modellierung der Hauptpathologien einer DR betrifft, sind Nagetiermodelle stark
begrenzt. Im Gegensatz zu Primaten besitzen Nagetiere keine Makula sondern eine ,,area
centralis in der die Dichte der Stdbchen und Zapfen am hdchsten ist und zur Peripherie hin
abfallt®. Daher lasst sich ein DME als Endpunkt der DR im Nagetiermodell nicht abbilden und
die vaskulare Hauptpathologie der DR tritt in den beschriebenen Modellen erst sehr spat auf,

ohne dass es zu einer ausgepragten Neovaskularisation kommt.

Fur die vaskuldren Pathomechanismen der DR wird ersatzweise die Induktion einer
Frihgeborenen Retinopathie (retinopathy of prematurity, ROP) als Modell genutzt, welches die
Ischédmie als Ausléser neoangiogener Prozesse als pathologische Analogie beinhaltet. Durch
den Wechsel zwischen hochkonzentriertem Sauerstoff und Raumluft in der friilhen postnatalen
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Phase, l&sst sich in diesem Modell durch relative hypoxische Zusténde ein retinaler Anstieg von
VEGF induzieren. Dies fuhrt zu einer vaskuldren Neogenese, bei der sich missgebildete und
undichte GefiBe entwickeln, die der vaskularen Pathologie einer DR &hneln®. Werden
genetische Modelle einer ROP unterzogen, lassen sich prazise Schlussfolgerungen uber
molekulare Aspekte der Pathologie ziehen. Zudem wurden gentechnisch verdnderte
Nagetiermodelle entwickelt, in denen sich, bedingt durch eine retinale Uberexpression von
VEGF, der Einfluss neuer Medikamente auf pathologische Neovaskularisation untersuchen
lasst’®. Doch ebenso wie im ROP-Modell, fehlen in solchen Modellen die Hyperglykamie
bedingten metabolischen VVeranderungen, die der GefaRpathologie der DR zugrunde liegen. Die
Atiologie und Progression einer DR konnen in diesen partiellen Modellen nicht untersucht

werden.

3.2 Transgene TetO-Ratten als Modell fiir Typ 2 Diabetes und DR

Aus den angefuhrten Griinden wurde 2017 ein neues Modell des Typ 2 Diabetes fur die
Untersuchung der DR in Ratten publiziert. Ziel der Studie war es, ein Modell des Typ 2
Diabetes zu finden, in dem sich der retinale vaskulére Phanotyp der DR starker ausgepragt und
reproduzierbarer als in den bereits vorhandenen Modellen untersucht werden kann®. Dafiir
wurde eine transgene Rattenlinie phanotypisiert, die 2009 am Max-Delbriick-Center (MDC)
von der Arbeitsgruppe um Professor Michael Bader generiert wurde. Bei diesen Ratten
induziert die Gabe des Tetracyclins Doxycyclin eine ShRNA-Expression, die ubiquitéar zu einer
reversiblen Reduktion der Insulinrezeptor-Expression und dessen Signalubertragung fiihrt. Der
dadurch resultierende Anstieg des Blutglucosegehalts ist dosisabhéngig von der verabreichten
Konzentration des Tetracyclins. Der entstehende Phanotyp ist gekennzeichnet durch
Hyperglykamie, erhohte Insulinspiegel, erhohten Trinkbedarf, Gewichtsverlust, Polyurie und
Proteinurie, ohne toxikologische Nebenwirkung des Doxycyclins (wie der unverdnderte
Fettsaurestoffwechsel der Leber und das Ausbleiben einer Interferon-Antwort zeigte)?. Die
transgenen Ratten, die Uber diesen induzierbaren Knockdown des Insulinrezeptors nach nur
einer Woche der Doxycyclin-Gabe Typ 2 Diabetes entwickeln, werden nach dem
zugrundeliegenden Mechanismus als TetO-Ratten bezeichnet (Tetracycline-controlled
transactivator, Tet-On/Off)l. Von der Arbeitsgruppe Bader, welche diese TetO-Ratten
entwickelt hat, wurde das Modell bereits vielseitig eingesetzt. So untersuchte man den Einfluss
eines therapeutischen Ansatzes iiber das Renin-Angiotensin-Systems auf Typ 2 Diabetes®, den
Einfluss einer Schwangerschaft auf die zirkadianen Schwankungen von Blutglucosewerten®:
sowie die Auswirkungen die Typ 2 Diabetes wahrend der Schwangerschaft auf die Féten®? und

die spatere Gesundheit der Nachkommen von diabetisch schwangeren TetO-Ratten hat®%,
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Zudem konnte die TetO-Linie erfolgreich daflr eingesetzt werden, die therapeutische Wirkung
eines Natrium-Glucose-Cotransporter-2-Hemmers zur Vermeidung von Endorganschéden bei
kombiniertem Bluthochdruck und Diabetes zu untersuchen. Zu diesem Zweck, wurde die TetO-

Linie mit einer hypertensiven transgenen Rattenlinie gekreuzt.?®

Als das TetO-Modell 2016 erstmals von unserer Forschungsgruppe an der Charité, in
Kooperation mit der AG Bader am MDC, fur Untersuchungen der DR eingesetzt wurde, schien
es dartiber hinaus auch ein vielversprechendes neues Modell flr die DR darzustellen. Unsere
Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass die Gabe von Doxycyclin auch in der Retina zu einer
signifikanten Reduktion der Insulin-Rezeptor Expression fuhrte. Dies bewirkte, dass die TetO-
Ratten, bereits nach vier bis funf Wochen aufrechterhaltener Hyperglykémie, vaskulare,
inflammatorische und degenerative Symptome einer DR zeigten®. Die GefaRmorphologie der
TetO-Ratten wies zwei pathologische Hauptmerkmale auf; sie zeigten signifikant mehr
stenotische Gefélle und mehr markante Venen mit abnormal groRem GeféaRkaliber im tiefen
mikrovaskuléren Plexus. Zudem war ein signifikanter Verlust von Perizyten messhar. Als
Resultat einer gestorten inneren BRB traten charakteristische undichte GefélRe in der peripheren
Netzhaut auf und UnregelmaRigkeiten der Tight-Junction-Proteine im RPE wiesen auf
Stérungen der duReren BRB hint. Untersuchungen des inflammatorischen Status zeigten eine
signifikant erhohte Expression des Zytokins TNFa, des Leukozyten-Integrins CD18 (clusters
of differentiation 18), des Chemokins CCL2 (C-C motif ligand 2) und des
Zelladhésionsmolekiils ICAM-1. Zudem war die Rate aktivierter mononukledrer Phagozyten
bei den TetO-Ratten signifikant erhoht und die Mullerzellen zeigten Anzeichen einer reaktiven
Gliose sowie eine fehlregulierte Expression des Kalium-Kanal-Proteins Kir4.11.

Kird.1, ein einwarts gerichteter Kaliumkanal auf den Millerzellen, reguliert Uber die
Kaliumhomoostase, den Wasserhaushalt und die Glutamat-Clearance, die retinale
Mikroumgebung der Retina. Das so geschaffene Gleichgewicht bildet die Grundlage fur die
physiologische Funktion der retinalen Zellen. Kommt es zu einer Fehlregulation der Expression
des Kir4.1 Kalium-Kanal-Proteins, bildet sich durch das Anschwellen und Absterben der

Miillerzellen und einer Anreicherung von Glutamat ein neurotoxisches Milieu®.

Der beschriebene pathologische Phanotyp im TetO-Modell, mit ausgepragtem Schwerpunkt auf
neurovaskuldre Veranderungen, konnte zuvor in keinem Rattenmodell des Typ 2 Diabetes nach
nur vier bis funfwdchiger Hyperglykédmie gezeigt werden. Somit schienen die TetO-Ratten ein
vielversprechendes neues Modell der DR darzustellen, welches sich ebenfalls gut fir
translationale Interventionsstudien eignet?.
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Aufgrund der hervorgehobenen Vorziige der TetO-Ratten, die fur die Nutzung als Modell der
DR bei Typ 2 Diabetes sprachen, haben wir das TetO-Modell erneut angewandt. Die
Grundannahme meiner Arbeit war, dass sich der pathologische Phanotyp der DR in dem
inzwischen etablierten TetO-Rattenmodell reproduzieren lasst und dass sich in diesem Model

auch oxidativer Stress als pathologische Komponente der DR untersuchen l&sst.

Die Haupthypothese, die unter Verwendung des TetO-Modells in meiner Arbeit untersucht
werden sollte, lautete, dass Hyperglykdmie und Hyperinsulindmie bei retinalen Zellen eine

erhdhte Expression von Nox4 induzieren.

Es sollte festgestellt werden, ob die Erhéhung der von Nox4 abgeleiteten ROS den
pathologischen retinalen Veranderungen einer DR vorangeht und somit flr die Pathogenese
verantwortlich sein konnte. Es bestand das langfristige Ziel, zu untersuchen, ob eine spezifische
Hemmung von Nox4 ein therapeutisches Potential gegen die urséchliche Pathogenese einer DR
besitzt. Fir die Testung dieser Arbeitshypothesen habe ich Nox4 nach zwei, vier und acht
Wochen Hyperglykdmie auf Proteinexpressionsebene gemessen. Nox4, ROS und
Inflammationsmarker sowie das zeitliche Auftreten assoziierter Pathomechanismen habe ich
mit immunhistochemischen Methoden in Sagittalschnitten und Flatmount-Préparaten der

Retina evaluiert.
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4 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen Tierexperimente wurde durch das Landesamt flir Gesundheit

und Soziales (LAGeSo) geprift und unter den amtlichen Genehmigungsnummern G0056/18
(Genehmigungsdatum 27.06.2018) und G0325/18 (Genehmigungsdatum 13.02.2019)

durchgefiihrt. Alle Experimente fanden in Ubereinstimmung mit dem ARVO Statement for the

Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research und den lokalen Vorgaben durch das

LAGeSo statt.

Tabelle 1 listet alle Materialen, die ich bei der Durchfiihrung der anschlieBend beschriebenen

Methoden verwendet habe.

Tabelle 1: Alphabetische Auflistung der verwendeten Materialien, Gerate und verwendeten Programme.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller/Lieferant

Katalognummer

1xScalpell, Fig.10

neolLab, Heidelberg

1-1565

24 Well Platte Sarstedt, Nimbrecht 833.922
AF488 Dianova, Hamburg 711-545-152
AF568 Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) A11075
anti-lbal Abcam, Cambridge (UK) ab178847
anti-GFAP Synaptic Systems, Gottingen 173 004
anti-Ki67 Abcam ab281847
anti-Nox4 Abcam ab133303
Bovine Serum Albumin BSA Sigma-Aldrich, Taufkirchen A9647-100G
CONTOUR® NEXT Sensoren focensia Diabetes Care Deutschland, | g47g34
Dako Fluorescence Mounting Medium | Agilent Dako, Santa Clara (CA) S3023
Dako-Pen/hydrophober Stift RT Agilent Dako, Santa Clara (CA) S2002
DAPI Roche Diagnostics, Basel 10236276001
E‘)‘eadEndTM Fluorometric TUNEL Promega, Madison (W1) 33250

ssay
Deckgléaser (24x60 mm) Carl ROTH, Karlsruhe H878
DHE Dihydroethidium Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) D23107
Doxycyclin hyclate Sigma-Aldrich, Taufkirchen D9891-10G
g:l:?]i Dulbecco's Phosphate Buffered Corning, New York (NY) 1-031-CM
EDTAIII Sigma-Aldrich, Taufkirchen E5134-100G
Eppis/Reaktionsgeféle 0,5 ml Eppendorf, Hamburg 30.121.023
EggleReaktlonsgefaBe 1,5 ml Safe Eppendorf, Hamburg 30.121 589
Eppis/Reaktionsgefale 2 ml Ratiolab, Dreieich 5615108
ESwab regular Copan ltalia, Brescia (IT) 480CFA
Ethanol, abs. Merck, Darmstadt 1.009.832.500
Ethanol, abs. Serva, Heidelberg 39556.02
Fast Prep ReaktionsgefaRdeckel (griin) | MP Biomedicals, Santa Ana (CA) 5067002
Fast Prep ReaktionsgeféRe MP Biomedicals, Santa Ana (CA) 5076-200
Haltungsdiat Ssniff, Soest V1534-000
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Haltungsdiat Ratten/Mause Altromin, Lage 1328
Haltungsdiéat als Hybridpellets Altromin, Lage 1328

Isofluran, Iml/ml cp-pharma, Burgdorf Ch.B: G135K21A
Isolectin B4 Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) 132450
Isopropanol/2-Propanol Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) 364400010
Isopropanol/2-Propanol Honeywell/Riedel-deHaen, Seelze 190764-500ML
Keramikkugeln, 1.4 mm Qiagen, Hilden 1103955

Ketamin, 100 mg/ml

cp-pharma, Burgdorf

E3309-5.0921

Methanol, > 99.9%

Carl ROTH, Karlsruhe

0082.2

Ascensia Diabetes Care Deutschland,

MICROLET® Lanzetten Basel 82224638
NaCl Carl ROTH, Karlsruhe 3957.1
NOX4 ELISA Kit Rat g?;;\é?CS‘A\;STEMS BIOLOGY; San OKEH01057
Paraformaldehyd 16%, EM Grad (EF!:fz)tron Microscopy Sciences, Hatfield 15710
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) 23227
Proteinase K (Déa/g), Agilent Technologies, Santa Clara $3020
Spritze flr Narkose, 21G B Braun, Melsungen 4657527

Starfrost Objekttréger

Knittel Glas, Braunschweig

ISO Norm 8037/1

Tissue-Tek® Cryomold® 10x10x5 mm

SAKURA Finetek, Umkirch

94-4565

Tissue-Tek® O.C.T. Compound SAKURA Finetek, Umkirch 94-4583

Tris Base Sigma-Aldrich, Taufkirchen T1503-1KG
Tris HCI Sigma-Aldrich, Taufkirchen 1.082.191.000
Triton-X 100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen T8787

Xylavet cp-pharma, Burgdorf E2954-S.1116
Xylol, > 97% Carl ROTH, Karlsruhe 9713.1
Zuchtfutter Ssniff, Soest VV1324-000
Geréte Hersteller/Lieferant Seriennummer
Binokular Carl Zeiss, Oberkochen STEMI SV11
Blutzuckermessgerat CONTOUR® Ascensia Diabetes Care Deutschland, 84664758
NEXT ONE Basel

Fadenpinzette Geuder, Heidelberg G-19030
Fadenpinzette Geuder, Heidelberg G-19035

Fast Prép-24 MP Biomedicals LLC, Irvine (CA) SN: 22084650
Federschere Geuder, Heidelberg G-19765
Federschere Geuder, Heidelberg G-19600
Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss, Oberkochen Axio Imager.M2
IVC, Optirat Plus Kafige, 1181 cm? Animal Care Systems, Centennial (CO) CP79B100P
Inkubator (37°) Binder, Tuttlingen 9010-0078
Inkubator (60°) Binder, Tuttlingen 9010-0153
Kifige Typ 4, 1815 cm? Zoonlab, Castrop-Rauxel Auf Anfrage
Konfokales Fluoreszenzmikroskop Leica Microsystems GmbH, Wetzlar TCS SPE
Luxmeter PCE Instruments, Meschede PCE-LED 20
MULTISKAN Sky Reader Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) 51119500
Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) SE: K622
Zentrifuge groR Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) Megafuge 1.0R
Zentrifuge klein Eppendorf, Hamburg 5417R
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Zentrifuge klein Eppendorf, Hamburg 5424

Programme Hersteller Version

GraphPad Prism Graphpad Software, Boston (MA). Version 9.4.1

Imagel National Institutes of Health (USA) Version win64

Leica Application Suite X Leica Microsystems GmbH, Wetzlar 3.7.4.23463

Mikroskopsoftware ZEN Carl Zeiss, Oberkochen 3.3 blue edition

Software ELISA Reader Thermo Fisher Scientific, Eugene (OR) Elé?tr;:)tHG.O.l Research
4.1 Tiere

Wir haben TetO-Ratten (NTac:SD-Tg(H1/tetO-RNAI:Insr)29Bdr aus der homozygot
gehaltenen Linie L8429) aus der Zucht der Arbeitsgruppe von Professor Michael Bader (MDC)
genutzt. Zu Beginn des Projektes (ab Marz 2019 bis Februar 2020) wurden ausschlie3lich Tiere
aus der Griinderpopulation vom MDC bezogen.

Um parallel eine eigene TetO-Zucht aufzubauen, wurden aus der Griinderpopulation vom MDC
(im September 2018) neun mannlichen und flnfzehn weiblichen Ratten in den
Quarantanebereich der Charité-internen Zucht der Forschungseinrichtungen fur Experimentelle
Medizin (FEM) transportiert. Durch die dortige Verpaarung, konnten (im April 2019) von funf
Weibchen Embryonen gewonnen werden. Aus dem anschlieBenden Embryotransfer gingen (im
Mai 2019) drei Nachkommen hervor, mit denen von der FEM eine neue Zucht aufgebaut wurde.
Aus diesem neuen TetO-Substamm der FEM wurden (ab Februar 2020) zusatzlich Tiere fir die
Experimente bezogen. Da der Zuchtbereich der FEM schon bald darauf in andere
Raumlichkeiten umziehen musste, wurde die Zucht des neuen FEM-Substammes zu JANVIER
LABS nach Frankreich verlagert. Um die Zucht dort neu aufzubauen, wurden vom FEM (im
Mai 2020) zwei Ménnchen und sieben Weibchen zu JANVIER LABS nach Frankreich
gesendet. Fortan (ab Oktober 2020) wurden, je nach Verfugbarkeit, TetO-Tiere vom MDC oder
von JANVIER LABS bezogen.

Anfang 2021 traten in beiden Zuchten Engpésse auf. Die WurfgroRen waren dezimiert und die
Nachkommen hatten ein geringeres Geburtsgewicht (zudem schienen sie eine schlechtere
gesundheitliche Kondition zu haben; die erreichten diabetischen Glucose-Werte waren sehr
schwankend und setzten den Tieren mehr zu). Aus diesem Grund entschieden wir uns (im
August 2021), die Zucht bei JANVIER LABS durch Rickkreuzung aufzufrischen. Die TetO
Tiere wurden dafir mit Tieren eines von JANVIER LABS gehaltenen SD-Substammes
verpaart, um heterozygote F1 Nachkommen erneut zu verpaaren und deren homozygote F2
Nachkommen weiter zu ziichten. Da die histologischen Praparate der Retina dieser Tiere jedoch
gehduft morphologische Anomalien wie eine Desorganisation der nukledren Schichten mit
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Rosetten und Faltenbildung aufwiesen, entschieden wir uns, nach der Begutachtung von
Augenpraparaten der so aufgefrischten Linie, die Zucht des neuen JANVIER LABS TetO-
Stammes im Sommer 2022 einzustellen. Fir das Projekt, zur Erforschung der DR, kamen diese

Tiere daher nicht zum Einsatz.

Als Wildtyp-Kontrollen dienten SD-Ratten, die von Projektbeginn bis Projektende von
JANVIER LABS aus Frankreich bezogen wurden. Sie stammten somit aus einem anderen

Substamm als die Griindertiere der TetO-Linie.

Alle fur meine Arbeit verwendeten Tiere wurden an der Charité, Campus Virchow Klinikum
(CVK), in der Tierhaltung Forum IV gehalten (abgesehen von zwei Kohorten, die von
September bis November 2020 in der Tierhaltung des Charité Crossover Centers, CCO, am
Campus Mitte untergebracht wurden). Die Grundversorgung der Tiere (d.h. Auffillen von
normalem Trinkwasser und Futter, sowie ein bis maximal drei K&figwechsel pro Woche) wurde
durch das geschulte Tierpflege-Personal der FEM sichergestellt, alle weiteren MalRnahmen
wurden von mir durchgefiihrt. Es herrschte ein Hell-Dunkel-Rhythmus von zwolf Stunden, mit
einer Beleuchtungsstérke in den Haltungsraumen von 380 bis 800 Lux (gemessen auf einer
Hohe von 150 cm (ber dem Boden). Futter und Tranke standen den Tieren ad libitum zur
Verfligung. Bei Projektstart bekamen die Tiere eine gangige Haltungsdiat von Ssniff, nach
einem Jahr wurde auf angereichertes Zuchtfutter gewechselt (ebenfalls von Ssniff), bevor
schliellich Hybridpellets von Altromin, mit einer leichteren Verfligbarkeit der Nahrstoffe,
gefiittert wurden. Hauptgrund war der Versuch, dem Gewichtsverlust, der nach
Diabetesinduktion auftrat, entgegenzuwirken. Die Ké&fige waren mit je einer
Unterschlupfmdglichkeit, Nestbaumaterial und einem Stiick Holz zum Nagen ausgestattet.
Nachdem ich bei der Obduktion eines verstorbenen diabetischen Tieres einen Darmverschluss,
durch hochgradige Ansammlung von Nestbaumaterial im Darminneren, festgestellt hatte,
verzichteten wir bei der Kafigausstattung der diabetischen TetO-Tiere teilweise auf
Nestbaumaterial. Bis zum Versuchsbeginn wurden die TetO-Tiere und SD-Tiere in Gruppen
mit bis zu sechs Tieren pro Kéfig gehalten. Verwendet wurden dabei konventionelle Typ 4
Kafige, mit einer Grundflache von 1815 cm?. Die Tiere wurden in einer Alterspanne von vier
bis dreizehn Lebenswochen aus den verschiedenen Zuchtbereichen in den Haltungsbereich am
CVK geliefert. Dort hatten sie, bis Experimentbeginn, eine Eingewdhnungsphase von
mindestens zwei Wochen. Da jedoch das Ankunftsalter und die altersabhangige
Gewichtsentwicklung der Tiere Uber die Projektdauer hinweg sehr variierte, variierte auch die
Haltungsdauer der einzelnen Kohorten bis Experimentbeginn.
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Mit der Diabetesinduktion begann ich bei einem erreichten Kdorpergewicht von mindestens
250 g bei weiblichen TetO-Ratten (welches im Alter zwischen acht und zw6lf Wochen erreicht
wurde). Unter der Doxycyclin-Gabe teilten sich je zwei Tiere einen K&fig, um ein besseres
Monitoring und eine genauere Anpassung der Doxycyclin-Dosis zu gewahrleisten. Bei dem
dafiir eingesetzte Doxycyclin handelt es sich um ein Antibiotikum aus der Klasse der
Tetracycline, welche als CMR-Stoffe gelten (cancerogen, mutagen oder reproduktionstoxisch
wirkende Stoffe). Demzufolge mussten die Tiere waéhrend der Behandlung, aus
arbeitssicherheitstechnischen Griinden, in separat ventilierten Kéafigen untergebracht und die
Einstreu dem zytotoxischen Abfall zugefiihrt werden. Um dies zu gewahrleisten, sallen die
Tiere (fur die Zeit der Doxycyclin-Verabreichung) entweder in einem Rondell mit IVC-Ké&figen
(individual ventilated cages, Optirat Plus Ké&fige aus getontem Polysulfon mit einer
Grundflache von 1181 cm?) oder in einem Haltungsschrank, der iiber ein eigenes Abluftsystem
verfugte (ein sogenannter Scantainer, in den bei Vollbelegung zwolf konventionelle Typ 4
Kafige Platz haben). Das Doxycyclin wurde tiber das Trinkwasser so zugefuhrt, dass jedes Tier
pro Tag die Induktionsdosis von 2 mg Doxycyclin pro kg Korpergewicht (KG) aufnahm. Um
dies exakt zu berechnen, verifizierte ich alle zwei Tage das Gewicht und die Trinkmenge und
passte die Konzentration der Trinklosung entsprechend an. Aufgrund der geringen Stabilitét
des geltsten Doxycyclins bei Raumtemperatur, wurden die Trinkflaschen mit Doxycyclin alle
zwei bis drei Tage ausgewechselt. Nach finf Tagen prifte ich zusétzlich den méglichen Anstieg
des Blutglucose-Spiegels. Alle Gewichtskontrollen, sowie Blutglucose-Messungen flhrte ich
an einer ventilierten Sicherheitswerkbank durch. Die Messungen erfolgten mit dem
Blutzuckermessgerdt CONTOUR® NEXT ONE Uber einen Bluttropfen aus der Schwanzspitze.
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Abbildung 1: Experimenteller Ablauf Induktionsphase (erstellt mit BioRender.com). Das uber das Trinkwasser verabreichte
Doxycyclin (2 mg/kg KG) flihrte bei den transgenen TetO-Ratten innerhalb von sieben Tagen zu einem Anstieg des
Blutglucose-Spiegels infolge eines Insulinrezeptor-Knock-downs, wahrend der Blutglucose-Spiegel der Wildtyp-SD-Ratten
unverandert blieb.

Ab einer erreichten Glucose-Konzentration von > 250 mg/dl reduzierte ich die Doxycyclin-
Dosis auf 0,2 mg/kg KG, um den Blutzuckerspiegel bei den TetO-Ratten konstant im
diabetischen Bereich zu halten. Je nach Gesundheitszustand der Tiere, kontrollierte ich das
Gewicht, den Blutzucker, den Pflegezustand und das Verhalten der Tiere drei bis sieben Mal
pro Woche und flihrte Score-Sheet-Protokolle. In gleicher Frequenz wurden bei den Kontrollen
die Ké&fige gewechselt. Hauptkriterium fir einen friihzeitigen Abbruch des Versuches war ein
Gewichtsverlust von > 20 % des Ausgangsgewichtes sowie duRerliche Anzeichen, die fur einen
erhdhten Leidensdruck der Tiere sprachen (festgelegt in den Score Sheets, welche auf
Rickfrage hin eingesehen werden kénnen). Die untersuchten Diabeteszeitrdume betrugen zwei,
vier und acht Wochen, ab dem Erreichen des Blutglucose-Spiegels von > 250 mg/dl.

Die SD-Kontrolltiere  wurden, nach zweiwochiger  Eingewohnungsphase, zum
Experimentbeginn einer Blutglucose-Messung unterzogen, bevor sie eine Woche die
Induktionsdosis Doxycyclin bekamen (2 mg/kg KG, unter gleichen Haltungsbedingungen wie
die TetO-Ratten). Nachdem ich durch die anschlieRende Messung des Blutglucose-Spiegels
verifizierte, dass es bei diesen Tieren zu keiner Anderung der Blutglucose-Konzentration durch
die Doxycyclin-Gabe kam, wurden sie bis zu der Finalisierung mit Wasser getrankt und nicht
weiter behandelt (wahrend dieser Zeit wurden ihre Kéfige aus Platzgriinden zurtick in die

reguldren Haltungsregale gestellt).
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Abbildung 2: Experimenteller Ablauf Diabeteszeitraum (erstellt mit BioRender.com). Im Anschluss an die Induktionsphase
bekamen die transgenen TetO-Ratten eine Erhaltungs-Dosis Doxycyclin verabreicht (0,2 mg/kg KG), um ihren Blutglucose-
Spiegel dauerhaft im hyperglykdmischen Bereich (> 250 mg/dl) zu halten, wéahrend die Wildtyp-SD-Ratten fiir denselben
experimentellen Zeitraum Wasser ohne Doxycyclin bekamen.

4.2 Probenentnahme fir ex vivo Analysen

Vor der Tétung wurden die Tiere von mir mit Isofluran narkotisiert, bevor sie eine letale Dosis
(letal > doppelte Menge der fiir chirurgische Toleranz erforderlichen Dosis®) aus Ketamin und
Xylavet (2:1) intraperitoneal injiziert bekamen. Sobald nach der Injektion des Narkosemittels
der Test des Zwischenzehenreflexes negativ ausfiel, erfolgte die Euthanasie mittels zervikaler
Dislokation oder Dekapitation in tiefer Narkose, ohne dem Tier Schmerz oder Leid zuzufiigen.
Post mortem entnahm ich die Augen, um sie fir Immunhistochemische Farbungen von
Schnittpraparaten oder Flatmounts (Flachpréparate der Retina) sowie fir die Protein-

Bestimmung weiter zu bearbeiten.

Bei Tieren, die wahrend des Experimentes verstarben oder die vorzeitig getotet werden
mussten, erdffnete ich den Bauch- und Brustraum, um den Zustand der inneren Organe zu
begutachten und zu dokumentieren. Teilweise entnahm ich bei diesen Sektionen zusatzlich
Abstrichproben (mit eSwab Tupfern), welche ich fur eine Mikrobiologische Untersuchung an

das Labor der Gesellschaft fiir innovative Mikrotkologie (GIM mbH) sendete.

Fir die Praparation der Paraffinschnitte, fixierte ich die Augen fir 48 Stunden bei 4 °C in 4%
PFA, bevor ich sie in 70% Ethanol bei RT an das Labor der Augenklinik am Campus Benjamin
Franklin (CBF) versendete. Am CBF wurden die Proben von der technischen Assistentin Frau
Oberlénder in Paraffin gebettet und sagittal geschnitten. Pro Auge stellte sie ~20 Objekttrager

mit je drei 5 um dicken Paraffinschnitten aus dem Bereich des Sehnerv-Kopfes her. Die
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Schnitte auf dem jeweils ersten, mittleren und letzten Objekttréger einer Schnittserie farbte Frau
Oberl&nder mit einer Hdmatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung), bevor sie die Proben zuriick
an das CVK sendete.

Augen, die fur Gefrierschnitte vorgesehen waren, habe ich nach der Entnahme in einem
Cryomold in OCT Compound (Tissue Teck) eingebettet und fur 3 Minuten bei RT stehen
gelassen, damit es vor dem Einfrieren zu einer gleichméaRigen Diffusion in das Gewebe
kommen konnte. Fir eine schnelle und gleichzeitig schonende Methode der Préaparat Fixierung
kamen die Cryomolds im Anschluss auf ein Gemisch aus Ethanol und Trockeneisgranulat. Die
Préaparate wurden bis zum Schnitt bei -80 °C gelagert und, ohne die Kihlkette zu unterbrechen,
zur Weiterverarbeitung an iPATH Berlin (Core Unit Immunpathologie fiir Experimentelle
Modelle, Campus Benjamin Franklin) versendet, wo sie bei -25 °C in 4 um dicke Préparate
geschnitten und einzeln auf einen Objekttrager gezogen wurden. Die Schnittserien der Cryo
Préparate umfasste jeweils 10 aufeinanderfolgende Schnitte aus dem Bereich des Sehnerv-
Kopfes. Fertige Schnitte lagerten bis zum Féarben bei -80 °C.

Um an einem Binokular (STEMI SV11, Zeiss) Flatmount-Préparate anzufertigen, habe ich die
entnommenen Augen zundchst 13 Minuten in 4% PFA fixiert und anschlieBend fiir einen
15-minltigen Waschschritt in PBS uberfuhrt. Fur die darauffolgende Préparation entfernte ich
anhaftendes Fett- und Muskelgewebe, bevor ich durch einen kreisrunden Schnitt um die Cornea
die Linse freigelegt und den darunterliegenden Glaskorper aus dem Auge entnahm. Durch die
anschlieBende Applikation von vier Schnitten in den Augenkelch, bestehend aus Sklera,
Chorioidea und Retina, liel3 sich die namensgebende Form eines flach ausgebreiteten Préparates
erzielen. Dies ermdglichte die Durchtrennung des Sehnervs und die anschlieRende Separierung
der Retina, von dem darunterliegenden Chorioidea-Gewebe. In dieser Weise préparierte Retina

Flatmounts wurden bis zu der Farbung bei -20 °C in Methanol fixiert gelagert.

Fur die Proteinbestimmungen ber den ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay) habe
ich die Augen nach der Enukleation in PBS auf Eis gelagert, bis am Binokular (STEMI SV11,
Zeiss) die Retina entnommen wurde. Ohne vorherige Fixierung wurde bei der Préparation, wie
zuvor beschrieben, Linse und Glaskdrpers aus dem Auge entnommen, um dann, unter Fixation
des Sehnervs, die Retina durch Druck auf den Augenkelch zu trennen. Die so erhaltenen
Praparate wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren, um sie anschlie3end bis zu den Analysen

bei -80 °C zu lagern.
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4.3 Immunhistochemie

Ex vivo habe ich verschiedene Methoden angewendet, die auf dem Prinzip der
Immunhistochemie beruhen. So konnten, durch die spezifische Bindung markierter Antikorper,
pathologische Anderungen auf Zell- und Proteinebene bildlich dargestellt werden. Wie
Paraffinschnitte, Gefrierschnitte und Flatmount-Praparate immunhistochemisch behandelt
wurden, um qualitativ und quantitativ auswertbare Ergebnisse zu erhalten, erldutere ich den

folgenden finf Absatzen.

4.3.1 TUNEL Apoptose Assay in Sagittalschnitten

Die Apoptose-Rate von retinalen Zellen wurde in Paraffin-Schnitten, mittels DeadEnd™
Fluorometric TUNEL Assay, nachgewiesen. Bei dieser Methode werden, durch den
katalytischen Einbau von Fluorescein-12-dUTP, DNA-Fragmente markiert, wodurch Zellen im
apoptotischen Stadium identifiziert werden konnen. Fir den TUNEL Apoptose Assay mussten
die in Paraffin eingebetteten Schnitte zunéchst deparaffinisiert werden. Zu diesem Zweck habe
ich die Objekttrager 5 Minuten bei RT in Xylol gewaschen und die Gewebe anschlielend
mittels einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Beginnend mit einem 5-min(tigen Bad in
100% Ethanol wurden die Schnitte jeweils 3 Minuten in 100%, 95%, 85%, 70% und 50%
Ethanol getaucht. Im Anschluss wurden die Schnitte 5 Minuten in 0,85% NaCl und 5 Minuten
in PBS gewaschen, bevor sie zum Fixieren fir 15 Minuten in 4% PFA kamen. Die Fixierung
erforderte 2 weitere 5-minltige Waschungen mit PBS, bevor die Gewebe permeabilisiert
werden konnten. Um die Diffusion von Fluorescein-12-dUTP in die Zellkerne zu erméglichen,
habe ich die Schnitte 10 Minuten mit je einem Tropfen Proteinase K inkubiert. Dieser Vorgang
wurde nach Ablauf der Inkubationszeit durch ein 5-minitiges Bad in PBS gestoppt, bevor die
Gewebe fir eine weitere Fixierung 5 Minuten in 4% PFA und zum Waschen anschlieRend
weitere 5 Minuten in PBS kamen. Um die Schnitte fur die Inkubation mit dem rTdT-Puffer
vorzubereiten, mussten sie nun 10 Minuten mit dem dafur vorgesehenen, im Kit enthaltenen,
Aquilibrierungs-Puffer bedeckt werden. In dieser Zeit habe ich den rTdT-Inkubations-Puffer

wie folgt angesetzt:

Tabelle 2: rTdT Inkubations Puffer. Pro Reaktion wurde ein Volumen von 51 ul Puffer frisch angesetzt.

Aquilibrierungs-Puffer 45 pl
Nukleotid-Mix 5ul
rTdT Enzym 1l
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Fur die Inkubation mit diesem Puffer, wurden auf jeden Schnitt 50 pl pipettiert und die
Objekttrager anschlielend mit einer Plastikfolie bedeckt fir 60 Minuten bei 37 °C gehalten.
Die Reaktion wurde im Anschluss durch ein 15-minutiges Bad in 2xSSC Losung bei RT
gestoppt und Uberschissiges fluorescein-12-dUTP durch 3-maliges Waschen in PBS entfernt.
Um Zellkerne zu farben, wurden die Schnitte im letzten Schritt mit einem glycerinhaltigen
Einbettmedium (Mountingmedium) benetzt, welches DAPI enthélt. Die mit Deckglasern
versehenen Gewebe habe ich bis zu der Anfertigung von 20-fach vergrolierten Aufnahmen der
Retina, am Fluoreszenzmikroskop Axio Imager.M2 (Carl Zeiss), lichtgeschiitzt bei 4 °C
gelagert. VVon jeder Probe habe ich anschlieBend (verblindet) die apoptotischen, TUNEL-
positiven, Zellen in drei Sagittalschnitten der kompletten Retina manuell in der
Mikroskopsoftware ZEN (3.3 blue edition, Carl Zeiss) ausgezéhlt und gemittelt.

4.3.2 HE-Farbung in Sagittalschnitten

Die HE-Féarbung wurde von Frau Oberlénder, direkt nach dem Anfertigen der Paraffinschnitte,
durchgefuhrt. Um von den zugesendeten HE-gefdarbten Sagittalschnitten an einem Axio
Imager.M2 (Carl Zeiss) eine Aufnahme der Prédparate im Ganzen anzufertigen, habe ich die
Kachelscan-Funktion genutzt und eine 20-fache VergroRerung gewahlt. Auf diese Weise
generierte Bilddateien kénnen in der Mikroskopsoftware ZEN (3.3 blue edition, Carl Zeiss) so
weit vergrollert werden, dass die Ganglienzellen und Photorezeptorzellen in einzelnen
Teilabschnitten gezahlt werden konnen. Diese manuelle Auszahlung der Zellen wurde von mir
nach Verblindung der Proben durchgefuhrt. Ich erfasste das gesamte Langenmal? in um und die
Anzahl der Ganglienzellen in horizontaler Ebene. Die Anzahl ubereinanderliegender Zellkerne
in vertikaler Ebene innerhalb der duReren nukledren Zellkernschicht, zahlte ich an je 4
Messpunkten rechts und links vom Sehnervenkopf. Aus den auf diese Weise erfassten Rohdaten
ermittelte ich die Anzahl der Ganglienzellen pro 100 um, sowie die Dicke der &uReren
nukledren Zellkernschicht in ihrer Anzahl der Gbereinanderliegenden Zellkerne (als Mittelwert
der entsprechenden Messpunkte beider Seiten in 600, 1200, 1800 und 2400 um Entfernung vom

Sehnerv).

4.3.3 Farbung mit anti-Nox4 und anti-GFAP in Sagittalschnitten
Fir die immunhistochemische Farbungen des sauren Gliafaserproteins (Glial fibrillary acidic
proteins, GFAP), des Nox4 und des Proliferationsmarkers Ki67 verwendete ich als

Pufferlésung TBS, welches ich folgendermafen ansetzte:
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Tabelle 3: Verwendete Puffer fiir immunhistochemische Farbung. TBS: Die in der Tabelle angefiihrte Zusammensetzung
entspricht der 10-fachen Konzentration des verwendeten Puffers als 1xL6sung. EDTA: Nach Lésung der Komponenten wurde
am pH-Meter der pH eingestellt.

10xTBS pH 7,4 EDTA Puffer pH 9
TRIS-HCI 24¢g TRIS-Base 1,21¢g
TRIS-Base 56¢g EDTAIII 0,37¢g
NaCl 88¢g dH20 1L
dH20 1L

Die Deparaffinierung der Sagittalschnitte erfolgte tiber eine 20-minttige Wéarmeinkubation bei
57 °C mit anschlielendem Waschen in Xylol. Nachdem die Praparate 2-mal fur 10 Minuten in
Xylol gewaschen wurden, habe ich das Gewebe in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert.
Dafiir kamen die Objekttrager nacheinander zweimal 10 Minuten in Isopropanol und daraufhin
je 5 Minuten in 96%, 90%, 70% und 50% Ethanol. Nach einem Waschschritt in dH>O wurden
die Antigene in den Gewebepraparaten demaskiert, um die Antikdrperbindung zu erleichtern.
Die jeweiligen, den Antikdrpern angepassten, Verfahren (Tabelle 4) der Antigen-
Demaskierung, habe ich mit 5-minltigem Waschen der Objekttrager, in einer mit 1xTBS
gefullten Kiivette, gestoppt. Fir die im Anschluss folgenden Arbeitsschritte, umrandete ich die
Schnitte mit einem hydrophoben Stift. Um die Gewebe zu permeabilisieren, benetzte ich sie fur
10 Minuten mit je einem Tropfen 0,5% Triton-X 100 in 1XTBS. Nach drei 5-mindtigen
Waschschritten mit je einem Tropfen 1XxTBS, wurden die Préparate bei RT fiir eine Stunde 5-
prozentigem BSA ausgesetzt, um unspezifische Bindungen der Antikérper zu vermeiden. Die
primaren Antikorper, mit denen ich die Proben tber Nacht bei 4 °C inkubierte, sind in Tabelle

4 aufgefihrt.
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Tabelle 4: Verwendete priméare Antikdrper (pAB) und sekundére Antikorper (SAB) flr die immunhistochemische Farbung von
Paraffinschnitten.

Demaskierung pAB Spezies Konz. sAB Spezies | Konz.
7 Minuten anti-GFAP Meer- 1:100 anti Ziege | 1:2000
Proteinase K Synaptic schweinchen Meerschweinchen
Systems IgG konjugiert mit
173 004 AF568
Thermo Fisher
A11075
EDTA Puffer 2x4 | anti-Nox4 Kaninchen 1:600 | Anti Kaninchen igG Esel 1:800
Minuten 600 Abcam konjugiert mit AF488
Watt ab133303 Dianova
711-545-152

EDTA Puffer 2x4 anti-Ki67 Kaninchen 1:50
Minuten 600 konjugiert
Watt mit AF488
Abcam
ab281847

Am néchsten Tag wurde mit drei 5-minttigen Waschschritten, mit je einem Tropfen 1xXTBS,
begonnen, bevor die Gewebeschnitte fir eine Stunde, bei RT, mit einer Ldsung aus den
sekundaren Antikdérpern (Tabelle 4) und 300 nM DAPI in 1XTBS inkubiert wurden. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde ein letztes Mal, in drei 5-mindtigen Schritten, gewaschen,
bevor die Sagittalschnitte mit Dako Mountingmedium und einem Deckglas bedeckt und bis
zum Mikroskopieren bei 4 °C, dunkel, gelagert wurden. Um die Fluoreszenzintensitat qualitativ
zu bewerten, wurden die gefarbten Gewebeschnitte von mir ebenfalls in 20-facher

VergroRerung am Fluoreszenzmikroskop Axio Imager.M2 (Carl Zeiss) aufgenommen.

4.3.4 DHE-Farbung in Gefrierschnitten

Aufgrund der besonders geringen Halbwertzeit von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS),
kénnen diese nicht in Paraffinschnitten nachgewiesen werden. Aufgrund dessen lieR ich (von
IPATH Berlin) Gefrierschnitte der Augen anfertigen, um den Superoxid-Indikator
Dihydroethidium (DHE) anzuwenden, der bei Oxidation im Zellkern in die DNA interkaliert
und sich dann Uber seine rote Fluoreszenz nachweisen lasst. Fur diese Farbung inkubierte ich
die Schnittpréparate direkt nach der Entnahme aus -80 °C mit DHE. Die anwendungsfertige
Stocklosung (5 mM DHE (D23107) in DMSO) wurde fir die Farbung auf 2,5 uM in PBS
verdiinnt. Jeder, mit 80 pl DHE-L6sung versehene Schnitt, wurde 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Schnitte bei Raumtemperatur drei Mal
mit PBS gewaschen, 10 Minuten mit 4 % PFA fixiert und erneut drei Mal gewaschen, bevor sie

mit Mountingmedium und einem Deckglas versehen wurden. Das Mikroskopieren erfolgte
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zeitnah, bis dahin wurden die Praparate lichtgeschiutzt bei 4 °C gelagert. Die Aufnahmen
fertigte ich am Axio Imager.M2 (Carl Zeiss) in 20-facher VergroRerung, mit einer
Belichtungszeit von 150 ms (ex:548/em:561) an. Die Auswertung der Fluoreszenzstarke
erfolgte in ImageJ (Version win64). Da das Schneideverfahren in den Gefrierschnitten jedoch
zu starken Artefakten im Bereich der Retina fiihrten und die Zellkerne groRflachig zerstort
waren, konnte die Fluoreszenzstarke des DHEs nur in der Zellschicht der Photorezeptoren
gemessen werden. Um dabei Unterschiede der moglicherweise durch den Schnitt beeinflussten
Zelldichte mit zu bertlicksichtigen, evaluierte ich die mittlere Fluoreszenz pro Zellkern (anstelle
der Ublicherweise gemessenen Fluoreszenz der gesamten Flache der Praparat-Bereiche). Flr
die standardisierte Erfassung dieser Rohdaten wurde zunéchst eine Flédche der Region Of
Interest (ROI) festgelegt und gespeichert. AnschlieRend wurde der durchschnittliche
Zellkerndurchmesser und die Distanz zwischen den Zellkernen in Pixel ermittelt, um diese
Werte spater in dem Image-based Tool for Counting Nuclei (ITCN) einzugeben. Der
Bilddateityp wurde in 8 bit gedndert und Helligkeit sowie Kontrast optimiert, um dann die ROI
in gleichen Abstanden, in drei Bereichen ohne Artefakte, zu positionieren. Von diesen
standardisierten Flachen wurde nun nacheinander die Integrated Density (IntDen, als Produkt
aus Flache und mittlerem Grauwert) und die Zellzahl gemessen, um daraus die mittlere

Fluoreszenzstérke pro Zellkern zu berechnen.

4.3.5 Farbung mit anti-Ibal und Isolectin in Flatmount-Préparaten

Fur meine Féarbung des lonisierten Calcium-bindenden Adaptermolekils 1 (Ibal) und der
retinalen Gefal3e mit Isolectin, wurden die bei -20 °C in Methanol fixierten Préparate, in je eine
Kammer einer 24-Well Platte tberfihrt und drei Mal 10 Minuten lang mit 1 ml 1XTBS (pH 7,4,
s. Abschnitt 4.3.3, Tabelle 3) gewaschen. Es folgte ein Inkubationsschritt, bei 4 °C tber Nacht,
mit je 500 ul 5% Triton-X-100 in 1xTBS, um das Gewebe fiir die Antikorperbindung zu
permeabilisieren. Am folgenden Tag ersetzte ich die Triton-Losung durch 5% BSA in 1XTBS,
um die Prédparate erneut uber Nacht bei 4 °C zu inkubieren und dadurch unspezifische
Antikdrperbindungen zu verhindern. Nach diesen vorbereitenden Schritten wurden die
Préparate mit dem primaren Antikorper und dem konjugierten GS Isolectin-B4 (Tabelle 5)

versehen, um sie damit 3 Tage bei 4 °C zu inkubieren.
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Tabelle 5: Verwendete priméare Antikdrper (pAB) und sekundére Antikorper (SAB) fiir die immunhistochemische Farbung von
Flatmount-Praparaten.

pAB Spezies Konz. sAB Spezies Konz.
anti-lbal Kaninchen 1:500 Anti Kaninchen Esel 1:1000
Abcam ab178847 konjugiert mit AF488
Dianova 711-545-152
Isolectin B4 Griffonia 1:500
konjugiert mit simplicifolia
AF647
Thermo Fisher
132450

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben vier Mal 10 Minuten mit einer Lésung aus
1% Tween in 1XTBS gewaschen, bevor sie eine Stunde mit dem sekundaren Antikorper (1:500
in 1XTBS) inkubiert wurden. AbschlieBend wusch ich die Praparate erneut, bevor ich sie auf
einen Glasobjekttrager Uberflihrte, eben positionierte und mit einem Tropfen Dako
Fluorescence Mounting Medium versah. Mit einem Deckglas (24 x 40 mm) abgedeckt, wurden
die gefarbten Préparate bis zu der Anfertigung von Aufnahmen lichtgeschitzt bei 4 °C
aufbewahrt. Fur die Bildgebung scannte ich die Préparate am konfokalen Mikroskop (Leica
TCS SPE).

4.4 Proteinmessung mittels ELISA

Fur die Lyse der Proteine Uberflhrte ich je zwei Retinae (a 24 — 28 mg), zusammen mit 300 pl
PBS, in ein Fast Prep ReaktionsgefaB, um sie, mit je 6 Keramikperlen versehen, fir 20
Sekunden bei 4.0 M/S zu homogenisieren. Das Homogenat wurde anschlieBend tiber Nacht bei
-20 °C eingefroren. Am Folgetag wurden die Proben zwei Gefrier-Auftau-Zyklen unterzogen,
um die Zellmembrane vollstdndig aufzuschliefen und so membranstandige Proteine zu l6sen.
Im Anschluss wurden die Proben bei 4 °C funf Minuten lang mit 5000 g zentrifugiert. Der so
erhaltene Uberstand mit den Proteinen, wurde in ein neues Reaktionsgefaf tiberfihrt. Um fiir
den ELISA von jeder Probe die gleiche Menge an Protein einzusetzen, wurde nach der
Protein-Lyse ein Bicinchoninsaure (BCA) Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration

durchgefunhrt.

Fur die Durchfuhrung des BCA Assays wurde zundchst BSA seriell mit PBS zu einer
Standardreihe von 2000 pl/ml bis 25 pl/ml verdinnt und die bendtigte Menge der alkalischen
BCA-Arbeitslosung aus Reagens A und B (50:1) angesetzt. Anschlielend wurden 25 pl der
Standardreihe und der zu testenden Proteinproben als Duplikat in die Reaktionskammern einer

Mikroplatte pipettiert, mit 200 pl der BCA-Arbeitslésung gemischt und eine halbe Stunde bei
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37 °C inkubiert. In Folge des durch Reagens A alkalischen Milieus, kam es wahrend der
Inkubationszeit zu einer Biuretreaktion zwischen den Peptiden der Proteinproben und dem in
Reagens B enthaltenen Kupfer. Die Kupferionen der so entstandenen Reaktionsprodukte
bildeten wiederum Chelatkomplexe mit der in Reagens A enthaltenen Bicinchoninsaure. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben auf Eis gestellt, um auf Raumtemperatur
herunter zu kuhlen, bevor von dem entstandenen BCA-Kupfer-Protein-Komplex am Plate
Reader die Absorption bei 562 nm gemessen wurde, deren Extinktion mit zunehmender
Proteinkonzentration linear zunimmt. Der Messwert einer mitgefiihrten Leerprobe wurde von
den Ergebnissen der Standardreihe und der Proteinproben subtrahiert, bevor (ber die
Standardkurve des Proteinstandards, mit bekannter Konzentration, die in den Proben

enthaltenen Proteinkonzentrationen berechnet werden konnten.

Fur den Proteinnachweis des Nox4 mittels ELISA Messungen nutzte ich das NOX4 ELISA Kit
Rat (AVIVA SYSTEMS BIOLOGIE). Vor der Durchfiihrung des ELISAs wurden, aus den im
Kit mitgelieferten Komponenten, ein seriell verdiunnter Nox4-Standard sowie folgende

Losungen frisch angesetzt:

Tabelle 6: Verwendete Losungen ELISA Assay.

1x Biotinylated Nox4 Detector 100x Biotinylated Nox4 Detector 1:100 1 ml/8-
Antibody Antibody: wells
Detector Antibody Diluent
1x Avidin-HRP Conjugate 100x Avidin-HRP Conjugate: 1:100 1 ml/8-
Conjugate Diluent wells
1x Wash Buffer 25x Wash Buffer: 1:24
ultra-pure water

Die nach der Lyse erhaltenen Proteinproben lagerte ich bis zu der Durchfiihrung des Assays
bei -80 °C und zentrifugierte sie vor Gebrauch erneut bei 4 °C, funf Minuten lang, mit 5000 g.
Bei Raumtemperatur wurden anschlieBend die Proteinproben, die Proben der Standardreihe
sowie eine Leerprobe als Duplikat von je 100 ul in die Mikroplatte pipettiert, mit einer Folie
(die fur alle Inkubationsschritte verwendet wurde) abgedeckt und fiir zwei Stunden bei 37 °C
inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit wurden alle in den Proben enthaltenen Nox4
Proteine an die Nox4 spezifischen Antikdrper, der vorbeschichteten Reaktionskammern, der im
Kit enthaltene Mikroplatte, gebunden. Die Probenlésungen wurden anschlielend verworfen
und die entleerten Mikroplattenreaktionskammern mit je 100 pl 1x Biotinylated Nox4 Detector
Antibody versehen, um sie damit eine Stunde bei 37 °C zu inkubieren, sodass es zu einer

Bindung der Nox4 Detector Antikorper an die, bereits in der Reaktionskammer gebundenen,
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Nox4 Proteine kommen konnte. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Mikroplatte erneut
entleert und nun jede Reaktionskammer mit je 300 pl 1x Waschpuffer, drei Mal, fur eine
Minute gewaschen. Es wurde mit dem 1x Avidin-HRP Conjugate fortgefahren, von dem nun
100 pl in jede Reaktionskammer pipettiert wurden, um sie damit fur eine Stunde bei 37 °C zu
inkubieren. Das dabei an den Nox4 Detector Antikorpern gebundene HRP (horseradish
peroxidase) Konjugat, dient der Aktivierung von spater zugegebenen Chromogenen, um die
Konzentration an Nox4 Proteinen pro Probe, anhand einer Extinktion zu quantifizieren. Die
Reaktionskammern wurden entleert und ungebundenes Konjugat durch fliinfmaliges Waschen
entfernt, bevor die Reaktionskammern mit je 90 ul TMB-Substrat aufgefullt wurden. Das in
dieser Losung enthaltene 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin fiihrte durch Oxidation, wahrend der
Inkubation bei 37 °C, zu einem blauen Farbumschlag der Proben, welcher mit dem
Reaktionsprodukt der Peroxidase Aktivitat korrelierte. Der Prozess wurde nach 15 Minuten,
durch die Zugabe von je 50 pl Stoppldsung beendet. Die Farbe der Proben wechselte durch den
saure pH der Stopplésung nach gelb, mit maximaler Extinktion bei 450 nm, welche ich nach
exakt 5 Minuten am MULTISKAN Sky Reader (Thermo Fisher Scientific) gemessen habe.

4.5 Statistik

Alle Rohdaten wurden von mir (nach meiner Aufbereitung in Excel und Zuordnung der
Ergebnisse zu den Gruppen) mit GraphPad Prism (Version 9.4.1) deskriptiv ausgewertet.
Aufgrund der geringen Fallzahlen (n < 10) wurden dabei alle Daten berlcksichtigt (ohne
Ausreiller zu entfernen) und auf konfirmatorische Tests verzichtet. Die Ergebnisse wurden als
Box-Plot dargestellt. Die Boxen dieser Abbildungen markieren den Bereich vom 1. bis 3.
Quartil aller Datenpunkte, deren Median sich auf Hohe der Linie innerhalb der Box befindet.
Werte auerhalb des gewéhlten Quartilbereiches wurden als Maximum und Minimum durch

Whiskers dargestelit.
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5 Ergebnisse

Bevor ich auf die Daten eingehe, die ich fiir die Uberpriifung der Versuchshypothesen erhoben
habe, werde ich zun&chst einige &ulerliche Auffalligkeiten und Anzeichen systemischer
Pathologien (unabhangig von dem induzierten Diabetes) beschreiben, die ich bei den

Versuchstieren festgestellt habe.

5.1 AuRerliche Merkmale systemischer Pathologien

Retrospektiv konnte ich (liber die interne Datenbank PyRat) nachverfolgen, dass es bei den
TetO-Tieren die aus der Uber Embryotransfer in die Haltung des FEM eingeschleuste
Population stammten, ein erhdhtes Aufkommen von Tumoren gab. So mussten in den ersten
neuen Monaten nach dem Embryotransfer mehrfach Jungtiere getotet werden, weil sie so groRRe
Tumore aufwiesen, dass sie bei der bloRen Haltung im Zuchtbereich auffallig wurden. Betroffen
waren drei von 40 Tieren und zusatzlich starb eines der Wurfgeschwister dieser Tiere aus
ungeklarten Griinden. Die Vorfélle ereigneten sich bei TetO-Tieren, die zwischen zwolf und 22
Lebenswochen alt waren. Zum Ende dieser Zuchtaufbau-Periode, wurden die ersten TetO-Tiere
aus dieser Population in den Experimentellen Haltungsbereich exportiert, wo es zu einem
Anstieg der Mortalitatsrate unter den Versuchstieren kam. Der Zuchtbereich am FEM wurde
kurz darauf (zwei Monate spater) geschlossen und die Ziichtung der TetO-Linie wurde zu
JANVIER LABS verlegt.

Die Sterblichkeitsrate in der Zucht von JANVIER LABS konnte ich retrospektiv nicht abrufen.
Die Tiere, die nach der dortigen Zuchtaufbau-Phase in den experimentellen Haltungsbereich
importiert wurden, wiesen jedoch, wie die Tiere aus der Zuchtpopulation am FEM, eine erhohte
Ausfallrate im Vergleich zu den Tieren aus der Ursprungspopulation am MDC auf. Zudem
zeigten die von JANVIER LABS importierten Tiere ein deutlich &ngstlicheres und nerviseres
Verhalten. Dadurch war es erheblich schwieriger sie zu wiegen und den Blutzuckergehalt zu

messen.

Ein Jahr nach Projektstart (im Marz 2020, nachdem die ersten Tiere aus dem Zuchtbereich vom
FEM bezogen wurden) kam es zu schwerwiegenden Zwischenféllen, die sich ereigneten, bevor
die importierten Tiere in den Versuch aufgenommen wurden. So waren bei den Tieren
Blutspuren in den Ké&figen zu beobachten (Abbildung 3), bevor sie der experimentellen
Doxycyclin-Behandlung unterzogen werden konnten. Dies tauchte erstmals bei TetO-Ratten
auf, breitete sich dann aber auf andere Kohorten aus und war fortan auch bei SD-Ratten zu
beobachten. Dabei wurden die Tiere zumeist in den ersten vierzehn Tagen nach Lieferung

auffallig, noch bevor experimentbezogenes Handling stattfand. Bei Tieren mit leichten
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Blutspuren, die ich teilweise in den Versuch mit aufnehmen sollte, reduzierten sich die

Blutspuren wahrend der Gabe von Doxycyclin oder verschwanden ganz.

Eine weiteres in diesem Zeitraum neu aufgetretenes Merkmal bei einer Vielzahl der
Versuchstiere, waren verkrustete Augen durch gesteigerte Sekret Absonderung aus den
Harradschen Drisen. Auf diese Symptomatik hatte die Gabe von Doxycyclin keinen
merklichen Einfluss.

Abbildung 3: Blutspuren im Kafig, die vor allem am Nageholz und Nestbaumaterial auszumachen waren.

Bei vorzeitiger Totung und Sektion von Tieren mit augenfélligen Blutspuren im Kafig, konnte
ich jeweils einen eindeutigen Manifestationsschwerpunkt der Pathologie an der Lunge oder am
Urogenitaltrakt ausmachen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Sektionsbilder der ausgepragtesten Auffélligkeiten bei Tieren mit Blutspuren im Kafig. Links: grof3flachige
Einblutung im Lungengewebe. Rechts: Urogenitaltrakt, Blase gefiillt mit blutigem Sekret.

Dariiber hinaus konnte makroskopisch haufig festgestellt werden, dass die Leber und Niere eine
ungleichmaRige Farbe aufwiesen. Die Organe waren schachbrettartig hell und dunkel
gesprenkelt (Abbildung 5 oben), was ich als Durchblutungsstérung deute. Zudem konnte ich
bei fast allen der betroffenen Tiere stark vergroRerte, h&ufig vorgewdlbte, Peyer-Plaques
nachweisen. Als Peyer-Plagues werden die in der Darmschleimhaut befindlichen
Ansammlungen an Lymphfollikel bezeichnet. Die beobachtete Schwellung dieser
Lymphfollikel wurde begleitet von unterschiedlich starken entzindlichen Verénderungen der
Magen- und Darmschleimhaut (Abbildung 5 unten).
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Abbildung 5: Sektionsbilder weiterer Befunde bei Tieren mit Blutspuren im Kéfig. Oben: mangelhafte Blutversorgung der
Organe, links: Niere, rechts: Leber. Unten: entziindliche Verénderungen des Magen-Darm-Trakts, links: vergroRerte Peyer-
Plaques, rechts: stark gerdteter Magen.

Zur Klarung der Ursache dieser Pathologien sendete ich bei den Sektionen genommene
Abstrichproben von der Lunge und aus der Blase an das Untersuchungslabor der GIM. Aus den
Abstrichproben (von insgesamt Giber 30 Tieren) lieBen sich Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus warneri, Weissella spp., Bacillus cereus und Aerobier isolieren (die
vollstdndigen Untersuchungsergebnisse kdnnen auf Riickfrage hin eingesehen werden), wobei
nicht vollig ausgeschlossen werden konnte, dass diese Nachweise durch Verunreinigungen bei
der Probenentnahme beeinflusst wurden. Um ein valideres Ergebnis zu bekommen, sendete ich
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deshalb zuséatzlich aufféllige Tiere auch lebend an die GIM, damit dort unter sterilen
Bedingungen Proben entnommen werden konnten. Die bereits nachgewiesene pathologische
Anreicherung von opportunistischen Bakterien konnte durch die Probenentnahme unter sterilen
Bedingungen bei GIM bestétigt werden. So lielRen sich bei zwei lebend eingesendeten SD-
Tieren die nur leichte Blutspuren im Ké&fig aufwiesen, aus Nasopharynx und Praputium
hochgradig Proteus mirabilis und Escherichia coli Bakterien isolieren (Tabelle 7.A). Bei zwei
unbehandelten TetO-Tieren, die ich lebend eingesandte, nachdem ich bei ihnen deutliche
Blutspuren im Kafig festgestellt hatte, konnten aus dem Caecuminhalt Klebsiella oxytoca
isoliert werden (Tabelle 7.B). Zudem wurde anhand einer eingesendeten Darmprobe mit
vergrolRerten Peyer-Plaques durch GIM bestatigt, dass das Spendertier an einer subkutanen
Enteritis mit nodulédrer Hyperplasie des Darm-assoziierten lymphatischen Gewebes litt, welche

als Sekundarpathologie infolge eines Antigenkontakts auftrat.

Tabelle 7: Untersuchungsprotokoll GIM. Auszug aus den Untersuchungsberichten vier lebend eingesendeter Tiere (die
Untersuchungsberichte in voller L&nge kénnen auf Ruckfrage hin eingesehen werden).

untersuchte Spezies: Ratte untersuchte Spezies: Ratte
Tier-1D Ergebnisse Tier-ID Ergebnisse
Probennr. Probennr.
- Einsender 412, 415 s Einsender Lot
T'est auf weill/weill T'est auf weill/weill
» ”
GIM GIM
Methode A Methode B
Opportunisten Opportunisten
Escherichia coli kult/ MALDI TOF POS. Escherichia coli kult. MALDI TOF neg.
Klebsiella oxytoca kult./ MALDI TOF neg. Klebsiella oxytoca kult/ MALDI TOF pos.
Klebsiella pneumoniae __[kult/ MALDI TOF neg. Klebsiella pneumoniae  [kult/ MALDI TOF neg.
Proteus mirabilis kult./ MALDI TOF pos. Proteus mirabilis kult/ MALDI TO neg.
Pseudomonas aeruginosa |kult/ MALDI TOF neg. Pseudomonas aeruginosa [kult/ MALDI TOF neg.
Staphylococcus aureus  [kult/ MALDI TOF neg. Staphylococcus aurcus  fkult/ MALDI TOF neg.

Insgesamt musste ich im Jahr 2020 drei Kohorten der TetO-Ratten (32 Tiere) und zwei
Kohorten der SD-Ratten (40 Tiere) vorzeitig toten, da sie aufgrund schwer ausgepragter
Symptomatik das Abbruchkriterium (den humanen Endpunkt) erreicht hatten. Die
Auffalligkeiten und die erhéhte Mortalitit meldete ich umgehend an den
Tierschutzverantwortlichen und die Leiterin des Tierversuchsvorhabens. Daraufhin gab es
mehrfach gemeinsame Gesprache, um Lésungsansétze zu finden, wobei eine Problematik in
der Haltung der Tiere (am CVK) zundchst ausgeschlossen wurde. Die Zwischenfélle wurden
zusatzlich an die in Berlin fur den Tierschutz zustdndigen Behorde LaGeSo gemeldet, um auch
hier Riicksprache zu halten. Es wurde ausprobiert, ob die Tiere in einem anderen Tierstall
gehalten werden kénnen, was sich leider als nicht praktikabel herausstellte. Abhangig von der
Verflgbarkeit, wurden im weiteren Verlauf bevorzugt TetO-Tiere aus der Zucht vom MDC
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verwendet. Ab dem Auftreten der Auffalligkeiten, bis zum Ende des Projektes, standen alle
Beteiligten im Austausch, um eine Losung zu finden, wéhrend die Experimente (in Absprachen
mit der Tierversuchsleitung, den Tierschutzbeauftragten, dem LaGeSo und meinen
Betreuerinnen) weitergefiihrt wurden. Die Ursache fur die nachweisliche Vermehrung der
fakultativ pathogenen Erreger konnten durch die zahlreichen Untersuchungen und Gespréche
nicht geklart und verhindert werden. Auch im weiteren Projektverlauf tauchten immer wieder
Blutspuren in den Ké&figen auf, sodass bei den verbleibenden Proben unklar bleibt, inwieweit

die Ergebnisse durch diese Zwischenfélle beeinflusst wurden.

In den folgenden Unterkapiteln werde ich die Ergebnisse zeigen, die ich anhand der SD- und

TetO-Ratten im Rahmen des Projektes gewonnen habe.

5.2 Inflammation

Mittels anti-Ibal lassen sich mononukledre Phagozyten immunhistochemisch farben. Retinal
kénnen so residente Mikrogliazellen und migrierte Monozyten nachgewiesen werden. Als
unsere Arbeitsgruppe das TetO-Modell erstmals fuir ophthalmologische Untersuchungen nutzte
(publiziert 2017), konnte anhand einer Steigerung der Dichte und des Aktivierungszustand
dieser Zellen nachgewiesen werden, dass es unter Hyperglykdmie bereits frih zu einem

proinflammatorischen Zustand kommt?,

Die verblindete Auswertung meiner Ibal gefarbten Flatmount-Préparate zeigte hingegen, dass
die Retinae der SD-Kontrolltiere im Vergleich zu den diabetischen TetO-Tieren nach vier und
acht Wochen Diabetes mehr Ibal-positive Zellen aufwiesen (Abbildung 6 A und 7). Zudem
war innerhalb dieser Zellpopulation der Anteil an Zellen ohne Ramifikationen (Monozyten und
amoboide aktivierte Mikrogliazellen) bei den SD-Kontrolltieren grofer als in den Retinae der
TetO-Ratten nach vier und acht Wochen Diabetes (Abbildung 6 B und 7).
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Abbildung 6: A) Gezahlte Ibal-positive Zellen, normalisiert auf das mittlere gescannte Volumen aller ausgewerteten Proben
(20,6 z Ebenen = 10141098,9705882 um?®). SD: n = 9 (4W = 4, 8W = 5), Median = 157,9. TetO: n = 8 (4W = 2, 8W = 6)
Median = 91,84. B) Prozentualer Anteil der amoboiden Ibal-positiven Zellen innerhalb aller gezahlten Ibal-positiven
Zellen/Probe. SD: n =9 (4W =4, 8W = 5), Median = 15,36. TetO: n =8 (4W = 2, 8W = 6), Median = 6,506. Abgebildet sind
alle Werte, die Boxen markieren den Bereich vom 1. bis 3. Quartil, die Whiskers stellen das Minimum und Maximum dar.
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Abbildung 7: Flatmount-Prdparate mit Ibal-positiven Zellen (grin). Oben: erhéhter Anteil lbal-positiver Zellen ohne
Ramifikationen bei SD-Kontrolltieren unten: Ibal-positive Zellen Uberwiegend ramifiziert bei diabetischen TetO-Tieren.
Représentative Aufnahmen aus der GefdlRebene des oberen Gefdlplexus mit grolRen Gefdlen im Bereich der
Ganglienzellebene. Die abgebildeten MaRstabsbalken markieren 100 pm.

60



Ein weiterer frilher Befund der DR ist eine Uberexpression des sauren Gliafaserproteins

GFAP?, welches in der Retina durch Miillerzellen und Astrozyten exprimiert wird®”.

Die qualitative Beurteilung der immunhistochemischen Féarbung von Sagittalschnitten der
Retinae mit anti-GFAP, liel? bei den SD-Kontrolltiere, mit zunehmender Haltungsdauer nach
der einwdchigen Induktionsgabe des Doxycyclins, eine zunehmende Intensitdt der GFAP-
Féarbung vermuten (Tabelle 8 und Abbildung 8 A links verglichen mit 8 B links). Bei den Proben
der diabetischen TetO-Tiere zeichnete sich ein gegenldufiger Trend ab (Tabelle 8 und
Abbildung 8 A rechts verglichen mit 8 B rechts). Diese abschlieende Beurteilung der Proben
fand zu einem Zeitpunkt statt, als die Proben bereits den Gruppen zugeordnet und somit nicht

mehr verblindet waren.

Tabelle 8: Qualitative Beurteilung der GFAP-Féarbung; Einteilung der jeweils 5 Stichproben/Gruppe in positiv = starke
Férbeergebnis, schwach = schwach positive Signale oder negativ = Farbungen die sich nur unwesentlich von den
Negativkontrollen unterschieden.

GFAP
Zeitraum SD TetO
pos schwach neg pos schwach neg
2 Wochen 1 1 3 3 2 0
4 Wochen 2 1 2 1 2 2
8 Wochen 2 1 2 1 2 2
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Abbildung 8: Représentative Bilder der Farbung mit anti-GFAP (rot). Stichprobengrée/Gruppe n = 5. A) links: SD 2 Wochen
Kontrolle, rechts: TetO nach 2 Wochen Diabetes. B) links: SD 8 Wochen Kontrolle, rechts: TetO nach 8 Wochen Diabetes.
Die abgebildeten MaRstabsbalken markieren 50 pm.

5.3 Gefél3pathologie

Wie beispielhaft links in der Abbildung 8 B zu sehen ist, zeigten die Proben der SD-

Kontrolltiere erweiterte GefaRe (gefillt mit auto-fluoreszenten Erythrozyten), die haufig von

GFAP-positiven Zellen umgeben waren. Diese Gefallveranderungen konnten im oberen

Gefallplexus, innerhalb der Ganglienzellschicht beobachtet werden. Die Sagittalschnitte von
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diabetischen TetO-Tieren zeigten im Bereich nahe dem optischen Sehnerv ebenfalls
uberdurchschnittlich grolRe GefaRe innerhalb der Ganglienzellschicht. Im Gegensatz zu den
Proben der SD-Kontrolltiere, zeigte die anti-GFAP-Farbung bei den TetO-Tieren jedoch keine
erhdhte Aktivierung von Astrozyten oder Miillerzellen im Bereich dieser GefélRe (Abbildung
9).

Abbildung 9: Uberdurchschnittlich weites GefaR bei einem TetO-Tier nach 4 Wochen Diabetes, ohne Auffalligkeiten der
GFAP-Farbung. Der abgebildete Malstabsbalken markiert 50 pum.

In den HE geférbten Sagittalschnitten von SD-Kontrolltieren und diabetischen TetO-Tieren, in
denen die groRkalibrigen GefaRe innerhalb der GCL ebenfalls sichtbar waren, konnten weitere
morphologische Anderungen am GefaBsystem ausgemacht werden. Eine Vielzahl der Proben
wies GefaRe auf, die im Bereich des optischen Sehnervenkopfes aus der Retina, in den
Glaskorpers wuchsen (Abbildung 10). Die Haufigkeit fiir diese Anomalie war bei den Proben
der SD-Kontrolltieren hoher als in den Proben von diabetischen TetO-Tieren. So konnten
derartige GeféRe in zehn von flinfzehn Proben von SD-Tieren und in sechs von flinfzehn Proben
von TetO-Tieren ausgemacht werden.
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Abbildung 10: Vaskularisation retinaler GeféR3e in den Glaskorper. Die abgebildeten MaRstabsbalken markieren 100 pm.

Dariiber hinaus wurden in den HE-Féarbungen der Sagittalschnitte von SD-Kontrolltieren und
diabetischen TetO-Tieren gefaausfiillende Erythrozyten-Agglomerate sowie Ansammlungen
freier Erythrozyten im Gewebe (wie in der vergrofRerten Ansicht aus Abbildung 11) sichtbar.
Wobei dieses Phdnomen bei der Begutachtung der Proben von diabetischen TetO-Tieren in

einer etwas hoheren Anzahl gefunden werden konnte.
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Abbildung 11: Retinale Hdmorrhagie (in der GCL). Der abgebildete MaRstabshalken markiert 100 pm.

Weitere Anomalitaten die sich als Anderung der GefaBstruktur manifestierten, traten bei der
Begutachtung der Co-Farbung von anti-1bal mit Isolectin in den Flatmount-Préparaten zutage.
Die Isolectin-Farbung sollte hier als Orientierungshilfe dienen, um bei der Auswertung lIbal-
positiver Zellen zwischen oberem und tiefem GeféBBplexus zu unterscheiden. Anhand dieser
Endothelzellfarbung wurde deutlich, dass die GefaRe bei den SD-Kontrolltieren im tiefen
GeféaBRplexus einen auffallig schmaleren Durchmesser hatten. In den Proben der TetO-Tiere
konnte solch ein reduzierter GefaRdurchmesser im tiefen Gefal3plexus nur vereinzelt und erst

nach achtwdchiger Diabetesdauer ausgemacht werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Isolectin-gefarbte GefaRe im tiefen GefaRplexus, die den verringerten GefaBdurchmesser bei SD-Tieren zeigt.
Oben: SD-Kontroll-Tier 4 Wochen Kohorte, unten: TetO-Tier nach 4 Wochen Diabetes. Die abgebildeten MaRstabsbalken
markieren 100 pum.
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Eine andere Auffélligkeit, die sich im Gegensatz zu den ausgediinnten Geféalien vor allem in
den Gruppen der diabetischen TetO-Tiere hdufte, waren signalintense amorphe Aggregate der
Isolectin-Féarbung. Diese Isolectin-positiven Strukturen waren zwischen dem oberen und tiefen

GeféaBplexus lokalisiert und strak gefaRassoziiert (Abbildung 13).

| 100 pm

Abbildung 13: GefaRassoziierte Isolectin-positive Verdichtung (rot) im Flatmount-Préparat eines TetO-Tieres. Der
abgebildete MaRstabsbalken markiert 100 pm.

5.4 Degeneration

Degenerative Prozesse, durch Hyperglykdmie bedingte inflammatorische und oxidative
Vorgange, kdnnen als Merkmal der DR in verschiedenen Tiermodellen untersucht werden. Und
auch im TetO-Modell lieRen sich bereits derartige Befunde zeigen. Bei den Versuchen bis 2017
konnte ein signifikanter Zellverlust von Ganlienzellen in den Retinae-Proben von TetO-Ratten
(die vier bis finf Wochen diabetisch waren) im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrolltieren

nachgewiesen werden’.

Bei meiner erneuten Anwendung des TetO-Modelles, ergab die verblindete Auszéhlung
apoptotischer Zellen im TUNEL Assay, ebenfalls mehr apoptotische Zellen bei TetO-Tieren,
verglich mit den SD-Kontrolltieren. Die Apoptoserate aller retinaler Zellen war bei den TetO-
Tieren nach zwei, vier und acht Wochen Diabetes erhoht, im Vergleich zu der Menge
apoptotischer Zellen bei den SD-Kontrolltieren (Abbildung 14). Allerdings zeigte die

Auswertung in der vier Wochen Kohorte bei den SD-Kontrolltieren eine breite Streuung, mit
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einem Maximum, welches die Anzahl apoptotischer Zellen aller TetO-Proben ubertraf
(Abbildung 14 mittig).
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Abbildung 14: Auszéhlung aller apoptotischer Zellen (TUNEL-positiv) pro retinalem Sagittalschnitt. Diabetische TetO-Tiere
verglichen mit SD-Kontrolltieren. Von links nach rechts: 2 Wochen (SD: n = 5, Median = 14,67, TetO: n = 5, Median =
35,33), 4 Wochen (SD: n =5, Median = 34,33, TetO: n = 5, Median = 41,33) und 8 Wochen (SD: n =5, Median = 12,33, TetO:
n =5, Median = 32,67). Abgebildet sind alle Werte, die Boxen markieren den Bereich vom 1. bis 3. Quartil, die Whiskers
stellen das Minimum und Maximum dar.

Abbildung 15 zeigt Bilder der Farbungen aus der zwei Wochen Kohorte. Hier sieht man in der
Probe des TetO-Tieres nach zwei Wochen Hyperglykdmie (unten) deutlich mehr TUNEL-
positive Zellen in griin fluoreszieren als in der Probe des SD-Kontrolltieres (oben).
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Abbildung 15: Retinale Sagittalschnitte aus dem TUNEL Assay (TUNEL-positive, apoptotische Zellen in griin). Oben: SD 2
Wochen, unten: TetO 2 Wochen. Die abgebildeten MalRstabsbalken markieren 100 pm.

Von einigen Proben gab es jedoch auch Aufnahmen, die nicht ausgezahlt werden konnten, weil
nahezu alle Zellen TUNEL-positiv waren. Als die Proben nach der Rohdatenerhebung den
Gruppen zugeordnet wurden, zeigte sich, dass solche Bereiche insbesondere in der vier Wochen

SD-Kontrollgruppe geh&uft vorkamen (Abbildung 16). Wie bereits in Abbildung 14 gezeigt
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wurde, ergaben die auswertbaren Proben fir diese Gruppe das Ergebnis mit der gréften

Streuung.

Abbildung 16: Aufnahme aus der 4 Wochen SD-Kontrollgruppe, die als Ausreif3er nicht ausgezahlt werden konnte, da nahezu
alle Zellen TUNEL-positiv waren. Der abgebildete MaBstabsbalken markiert 100 pm.

Die Verteilung apoptotischer Zellen in den Ebenen der Ganglienzellschicht (GCL), der inneren
sowie der duBeren nukledren Schicht (INL und ONL) zeigt bei den TetO-Tieren mit
zunehmender Diabetesdauer eine zunehmende Anzahl apoptotischer Zellen in der GCL
(Abbildung 17 A). Bei der Anzahl apoptotischer Zellen innerhalb der INL gibt es keinen klaren
Trend mit zunehmender Diabetesdauer (Abbildung 17 B) und in der ONL befanden sich nach
acht Wochen Diabetes bei den TetO-Tieren deutlich weniger Zellen in Apoptose als nach zwei
und vier Wochen Diabetes (Abbildung 17 C). Verglichen mit den jeweiligen Kontrollgruppen,
ist die Anzahl apoptotischer Zellen bei den TetO-Tieren nach zwei und acht Wochen Diabetes
deutlich erhoht (ausgenommen von der Anzahl apoptotischer Zellen in der ONL nach acht
Wochen Diabetes; Abbildung 17 A, B und C). Bei den Messwerten nach vier Wochen, fallt die
grolRe Streuung der Kontrollgruppe ins Gewicht und fiihrt zu dem geringsten Unterschied im
Vergleich zu den TetO-Tieren. Hier ist zu erkennen, dass der Median apoptotischer Zellen in
der GCL und INL der SD-Kontrollgruppe gut doppelt so hoch liegt, wie in den SD-
Kontrollgruppen in denen nach zwei und acht Wochen apoptotische Zellen ausgezéhlt wurden
(Abbildung 17 A und B). Innerhalb der ONL fillt die Anderung des Median apoptotischer
Zellen bei SD-Kontrolltieren zwischen den Zeitrdumen weniger stark aus (Abbildung 17 A bis
C).
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Abbildung 17: Auszéhlung apoptotischer Zellen (TUNEL-positiv) pro retinalem Sagittalschnitt, unterteilt in A)
Ganglienzellschicht (GCL), B) innere nukleére Schicht (INL) und C) &uf3ere nukleédre Schicht (ONL). Verglichen wurden
diabetische TetO-Tiere mit SD-Kontrolltieren nach unterschiedlichen Zeitrdumen; links nach 2 Wochen, mittig nach 4 Wochen
und rechts nach 8 Wochen. A) SD2W: n = 5, Median = 4,667, TetO2W: n = 5, Median = 7. SD4W: n = 5, Median = 10,
TetO4W: n =5, Median = 11. SD8W: n = 5, Median = 2,667, TetO8W: n = 5, Median = 12. B) SD2W: n =5, Median = 6,667,
TetO2W n =5, Median =17,67. SD4W: n =5, Median = 13, TetO4W: n =5, Median = 19. SD8W: n =5, Median = 3, TetO8W:
n =5, Median 18,67. C) SD2W: n = 5, Median = 3,667, TetO2W: n =5, Median = 10,67. SD4W: n =5, Median =5, TetO4W:
n =5, Median = 13. SD8W: n = 4, Median = 6, TetO8W: n = 4, Median = 2. Abgebildet sind alle Werte, die Boxen markieren
den Bereich vom 1. bis 3. Quartil, die Whiskers stellen das Minimum und Maximum dar.
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Zusétzlich, zu der Momentaufnahme apoptotischer Zellen im TUNEL Assay, wurden HE

gefarbten Sagittalschnitte auf manifestierten Zellverlust Uberpraft.

100 um 2 100 pm

Abbildung 18: HE gefarbte retinale Sagittalschnitte. Links: 8 Wochen SD-Kontrolltiere, rechts: 8 Wochen diabetische TetO-
Tiere. Aufgenommen im Kachelscan, die abgebildeten Malstabsbalken markieren 100 pm.

Die Anzahl aller Ganglienzellen wurde pro retinalem Schnitt (auf Hohe des Sehnervenkopfes)
verblindet ausgezéhlt (durchschnittlich 7582 pm) und anschlieBend der Mittelwert an
Ganglienzellen pro 100 um gebildet. Diese Auswertung ergab eine geringere Anzahl retinaler
Ganglienzellen bei den SD-Kontrolltieren (Abbildung 18 und 19). In der vier Wochen Gruppe
wurde bei den SD-Kontrolltieren pro 100 um ein Median mit 0,5 Zellen weniger und in der
acht Wochen Gruppe pro 100 pm mit 0,7 Zellen weniger als bei den diabetischen TetO-Tieren
gezahlt (Abbildung 19). Prozentual ergédbe dieser Unterschied im Median eine Differenz von
durchschnittlich 8% weniger Ganglienzellen bei SD-Tieren aus der vier Wochen Gruppe und
rund 11% weniger Ganglienzellen bei SD-Tieren aus der acht Wochen Gruppe. Uber die Flache

der gesamten Retina entspricht dies einem Zellverlust von mehreren tausend Zellen.
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Abbildung 19: Auszéhlung der retinalen Ganglienzellen, als mittlere Anzahl an Zellen pro 100 um. Diabetische TetO-Tiere
verglichen mit SD-Kontrolltieren, links: 4 Wochen (SD4W: n = 5, Median = 5,960, TetO4W: n = 6, Median = 6,470), rechts:
8 Wochen (SD8W: n = 5, Median = 5,480, TetO8W: n =5, Median = 6,180). Abgebildet sind alle Werte, die Boxen markieren
den Bereich vom 1. bis 3. Quartil, die Whiskers stellen das Minimum und Maximum dar.

Neben dem Zellverlust in der Ganglienzellebene wurden die Proben auch auf einen méglichen
Zellverlust in der &uBeren nukleéren Schicht (ONL) tberpriift. Zu diesem Zweck wurden in den
HE gefarbten Sagittalschnitten rechts und links vom Sehnervkopf gleichverteilt vier
Messpunkte (in 600 um Abstanden) festgelegt und die Anzahl der Gbereinanderliegenden
Photorezeptorzellkerne ausgezéhlt. Fir die deskriptive Darstellung wurden die Ergebnisse von
der rechten und linken Seite pro Retina gemittelt (da die in vivo Positionierung bei der
Entnahme der Augen nicht markiert wurde). Die Ergebnisse zeigten eine starke Varianz, ohne
deutlichen Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den diabetischen Tieren (Abbildung
20 A). Sowohl bei den diabetischen TetO-Tieren als auch bei den SD-Kontrolltieren, war die
Zellschichtdicke der ONL nach acht Wochen reduziert, im Vergleich zu der Auswertung nach
vier Wochen (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Dicke der duBeren nukleéren Ebene (ONL) als Anzahl der Ubereinanderliegenden Zellreihen an 4 Messpunkten
(in 600 pm Absténden) zwischen Sehnervkopf und Iris. SD4AW: n = 5, TetO4W: n = 6. SD8W: n =5, TetO8W: n =5 A) SD
im Vergleich zu diabetischen TetO Tieren (links 4 Wochen, rechts 8 Wochen) B) Proben aus der 4 Wochen Gruppe im
Vergleich zu Proben aus der 8 Wochen Gruppe (links: SD, rechts: TetO). Es werden alle Messpunkte dargestellt, die Linie
zeigt jeweils den Median der Gruppe.

Bei der Auswertung verschiedener immunhistochemischer Farbungen der Sagittalschnitte, war
unerwartet ein weiteres Zeichen fir Degeneration aufféallig. In den Photorezeptor-
AuBensegmenten hatten sich ,.kreisrunde Locher* gebildet, die durch die Vacuolisierung von
Membranlipiden bei der Degeneration von Photorezeptor-AuRensegmenten entstanden sein
konnten. Dieses Merkmal konnte in Proben von diabetischen TetO-Tieren festgestellt werden,
trat aber noch haufiger bei den Proben der SD-Kontrolltiere auf (Abbildung 21).
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Abbildung 21: SD-Kontrollprobe mit degenerativen Photorezeptor-Aullensegmenten. Der abgebildete MaRstabsbalken
markiert 100 pum.

5.5 Proliferation

Bei den SD- und TetO-Tieren konnten jedoch nicht nur degenerative Prozesse beobachtet
werden. In den immunhistochemisch gefarbten Praparaten traten ebenfalls ektopische
Ansammlungen Uberzahliger Zellen auf, die innerhalb der Photorezeptor-AulRensegmente,
zwischen der INL und ONL oder zwischen der INL und GCL Zellhaufen oder zusétzliche
Zellebenen bildeten (Abbildung 22). Durch die Farbung mit dem Proliferationsmarker anti-
Ki67 konnte in diesen Bereichen keine aktive Proliferation nachgewiesen werden. Bei den
Schnitten solcher Bereiche, die zufallig fur die GFAP-Farbung verwendet wurden, sieht man

allerdings GFAP-positive Zellen an den entsprechenden Stellen (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Préparate mit ektopen Zellansammlungen (oben: innerhalb der Photorezeptor-AuBensegmente, unten:
zwischen INL und ONL) aus der Kohorte der 2 Wochen SD-Kontrolltiere. Durch die Farbung mit anti-GFAP sieht man in den
entsprechenden Bereichen (v.a. im oberen Bild) zusatzlich GFAP-positive Zellen. Die abgebildeten Mal3stabsbalken markieren
100 pm.

Ein experimentunabhangiges pathologisches Merkmal, das bei den TetO-Tieren festgestellt
werden musste, war das Auftreten von tumorartigen Gebilden in der Ganglienzellschicht
(Abbildung 23). Fiir eine nachtrégliche Farbung mit anti-Ki67 zur Detektion proliferierender
Zellen, waren nach Projektabschluss keine Proben verfligbar.
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Abbildung 23: Auftreibungen innerhalb der Ganglienzellschicht (GCL) bei diabetischen TetO-Tieren. Beispielbilder von 2
Tieren aus der 4 Wochen Kohorte, gefarbt mit anti-GFAP. Oben: vergroBerter Ausschnitt, in dem BlutgefaRe mit Erythrozyten

zu erkennen sind (markiert durch weiRe Pfeile), unten: Ubersicht, in der die Relation zu der Retinadicke zu erkennen ist. Die
abgebildeten Malistabsbalken markieren 100 pm.

5.6 Oxidativer Stress

Die Regulation und Rolle von Nox4 bei DR zu untersuchen, war das urspringliche Projektziel.

Und so habe ich nach zwei, vier und acht Wochen Diabetes die Konzentration an Nox4 Uber
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ELISA, die Lokalisation von Nox4 iber immunhistochemische Farbung und eine durch Nox4

mdogliche Erhéhung an ROS im Vergleich zu Kontrolltieren gemessen.

Da die Proben flr die Messung im ELISA gepoolt werden mussten (zwei Retinae pro Probe;
um Nox4 Konzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze zu erhalten), waren die Stichproben
dieser Analyse besonders klein. Im ELISA Assay konnten dabei kein wesentlicher Unterschied,
fiir die Menge an Nox4, zwischen den Gruppen nachgewiesen werden (Abbildung 24). Doch
im Einklang der Auswertungen anderer pathologischer Merkmale, lag der Median der
gemessenen Menge an Nox4 in der vier Wochen SD-Kontrollgruppe am héchsten, wahrend die
Menge an Nox4 in den Proben der TetO Tiere mit zunehmender Diabetesdauer eine
abnehmende Tendenz zu haben schien. Den geringsten Median wies die Gruppe der acht
Wochen diabetischen TetO-Tiere auf. (Abbildung 24 von links nach rechts).
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Abbildung 24: ELISA-Messergebnisse der Menge an Nox4 in ng pro mg Protein, diabetische TetO-Tiere im Vergleich zu SD-
Kontrolltieren, Messung von gepoolten Proben aus je 2 Retinae. Links: SD 2 Wochen Kontrolltiere und 2 Wochen diabetische
TetO-Tiere (SD2W: n = 2, Median = 0,1537, TetO2W: n = 5, Median = 0,1485) mittig: SD 4 Wochen Kontrolltiere und 4
Wochen diabetische TetO-Tiere (SD4W: n = 2, Median = 0,1691, TetO4W: n = 4, Median = 0,1543) rechts: SD 8 Wochen
Kontrolltiere und 8 Wochen diabetische TetO-Tiere (SD8W: n = 4, Median = 0,1537, TetO8W: n = 4, Median = 0,1403).
Abgebildet sind alle Werte, die Boxen markieren den Bereich vom 1. bis 3. Quartil, die Whiskers stellen das Minimum und
Maximum dar.

Aufgrund der geringen Fallzahl fur die einzelnen Zeitrdume (durch das Poolen der Proben),
wird in Abbildung 25 auch die deskriptive Gegeniiberstellung der Werte aller SD-Kontrolltiere
(acht Proben von insgesamt sechzehn Tieren) und aller TetO-Tiere (dreizehn Proben von
insgesamt 26 Tieren) gezeigt. Die Abbildung zeigt ebenfalls den tendenziell hheren Nachweis
von Nox4 innerhalb der SD-Kontrollgruppen, verdeutlicht aber auch, dass sich aufgrund der
hohen Varianz der Messwerte, durch konfirmatorische Testung, kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen nachweisen lief3e.
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Abbildung 25: ELISA-Messergebnisse der Menge an Nox4 in ng pro mg Protein, Messung von gepoolten Proben aus je 2
Retinae. Zusammengefasst SD 2, 4 und 8 Wochen Kontrolltiere im Vergleich zu 2, 4 und 8 Wochen diabetischen TetO-Tieren
(SD: n = 8, Median = 0,1603, TetO: n = 13, Median = 0,1485). Abgebildet sind alle Werte, die Boxen markieren den Bereich
vom 1. bis 3. Quartil, die Whiskers stellen das Minimum und Maximum dar.

Uber die immunhistochemische Farbung konnte nachgewiesenen werden, dass das Nox4
uberwiegend im Zytoplasma exprimiert wurde (Abbildung 26). Dabei konnte kein Unterschied
zwischen SD-Kontrolltieren und TetO-Tieren oder den verschiedenen Zeitrdumen festgestellt

werden.

Abbildung 26: VergroRerte Ganglienzelle mit Nox4-Expression (grin) im Zytoplasma. Der abgebildete MaRstabshalken
markiert 5 pm.
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Fur die qualitative Beurteilung von Nox4, wurden die Aufnahmen der immunhistochemischen
Farbung (Abbildung 27), von je finf Proben pro Gruppe, in die drei Kategorien ,,stark positiv®,
,schwach positiv* und ,,negativ eingeteilt (was, wie bei der Beurteilung der GFAP-Férbung,

nicht verblindet durchgefihrt werden konnte).

Abbildung 27: Farbung mit anti-Nox4 (griin). Links: Probe eines SD-Kontrolltieres, rechts: Probe eines diabetischen TetO-
Tieres. Die abgebildeten Malstabsbalken markieren 50 pum.

Die Beurteilung der immunhistochemischen Farbung von Nox4, stimmte mit den Tendenzen
die sich bei der ELISA Messung abzeichneten (Abbildung 24) uberein. Bei den Kontrolltieren
zeigte sich die hochste Fluoreszenz in den Proben aus der vier Wochen Gruppe und von den
Gruppen der diabetischen TetO-Tiere waren die Farbungen der acht Wochen Gruppe am

schwéchsten Nox4 positiv (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Qualitative Beurteilung der Nox4-Férbung; Einteilung der jeweils 5 Stichproben/Gruppe in positiv = starke
Farbeergebnis, schwach = schwach positive Signale oder negativ = Farbungen die sich nur unwesentlich von den
Negativkontrollen unterschieden.

Nox4
Zeitraum SD TetO
pos schwach neg pos schwach neg
2 Wochen 3 1 1 4 1 0
4 Wochen 3 2 0 1 2 2
8 Wochen 2 2 1 0 2 3

Anhand DHE-gefarbter Gefrierschnitte sollte untersucht werden, inwieweit eine mogliche
Steigerung von Nox4 mit einer Steigerung von ROS Kkorreliert. Da die Anfertigung der
Gefrierschnitte jedoch zu einigen Artefakten in den Préparaten fiihrte, konnte ich nur die &ulere
nukledre Schicht (ONL) auswerten. Zudem blieben nur wvon der vier Wochen
Untersuchungsgruppe ausreichend grol3e Stichproben Ubrig, um das Féarbeergebnis der SD-
Kontrolltiere mit dem der diabetischen TetO-Tiere zu vergleichen (Abbildung 28).

Abbildung 28: Farbung von ROS in Gefrierschnitten (liber DHE: rot). Links: 4 Wochen SD-Kontrolltier, rechts: 4 Wochen
diabetisches TetO-Tier. Die abgebildeten MaRstabsbalken markieren 100 pm.

Die deskriptive Darstellung der Messwerte steht im Einklang mit den Ergebnissen der Nox4
Analysen. Trotz der hohen Varianz zeigt sich in der vier Wochen Kohorte eine hthere Menge
an ROS in den Zellen der ONL bei den SD-Kontrolltieren, verglichen mit den vier Wochen
diabetischen TetO-Tieren (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Auswertung der DHE-Fluoreszenz als IntDen/Zelle. SD4W: n =5 Median = 2664, TetO4W: n = 5, Median =
2388. Abgebildet sind alle Werte, die Boxen markieren den Bereich vom 1. bis 3. Quartil, die Whiskers stellen das Minimum

und Maximum dar.
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6 Diskussion

Das Modell der transgenen TetO-Ratten sollte in diesem Projekt erneut als Modell der DR im
Diabetes Typ 2 eingesetzt werden. Nach erstmaliger und erfolgreicher Verwendung der TetO-
Linie als Modell der DR (publiziert 2017)%, sollte in meinem Projekt Nox4 im Zusammenhang
der Pathogenese einer DR mit dem TetO-Modell erforscht werden. Die erneute Verwendung
des Modells lieR sich allerdings nur unter Anderungen in der praktischen Durchfiihrung
vornehmen. Dadurch bedingt traten Einflussfaktoren auf, welche sich negativ auf die
Ergebnisse auswirkten. Im folgenden Kapitel werde ich diese Beeinflussung der Ergebnisse
diskutiert.

6.1 Variationen im Versuchsprotokoll

Bei der erneuten Anwendung der transgenen TetO-Ratten als ein Modell der DR gab es
grundlegende Unterschiede gegentiber dem Versuchsprotokoll, das 2017 publiziert wurde. So
wurden fir die Versuche bis 2017 die transgenen Ratten ausschlieBlich aus der hausinternen
Zucht am MDC verwendet, bei denen im Alter von sechzehn Wochen mit der Induktion des
Diabetes begonnen wurde. Als Kontrolltiere dienten dabei gleichalte SD-Ratten, welche aus
demselben Zuchtbereich stammten und dem genetischen Hintergrund der transgenen Ratten
entsprachen. Das bedeutet, dass alle Versuchstiere von der Geburt bis zum Exitus in demselben
Haltungsbereich verblieben®.

Im Gegensatz dazu, mussten fir die in meiner Arbeit beschriebenen Versuche, alle Tiere erst
in den experimentellen Haltungsbereich des CVKs importiert werden. Parallel zu meiner
Arbeit, wurde von unserer Arbeitsgruppe ein weiteres Projekt zur Erforschung der DR im TetO-
Modell durchgefiihrt. Da die Tierversuchsleiterin der beiden Projekte geplant hatte, die neuen
Experimente mit einer groBeren Anzahl an Tieren durzufiihren, waren fir die Versuche mehr
transgene TetO-Ratten erforderlich, als aus der Ursprungszucht vom MDC bezogen werden

konnten.

Ich war zustandig fur die Tiere, Probenentnahme und teilweise -Aufbereitung beider Projekte,
beschreibe in meiner Arbeit aber ausschlieflich die Methoden und Ergebnisse meiner
Untersuchung zu der Rolle des Nox4 bei DR. Um den Bedarf beider Projekte zu decken, wurde
aus drei Nachkommen eines Embryotransfers, ein neuer Substamm in dem Zuchtbereich der
FEM generiert. Bedingt durch BaumalRnahmen, musste dieser TetO-Stamm nach einem Jahr in
einen wiederum neuen Zuchtbereich verlegt werden. Daflr wurden neun Tiere zu JANVIER
LABS nach Frankreich exportiert, aus denen eine dritte Zucht aufgebaut wurde. So wurden im

Zeitverlauf der Versuche, neben der urspringlichen Zucht am MDC, Tiere aus zwei weiteren
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Zuchten genutzt. Dadurch, dass die Tiere allesamt importiert werden mussten, unterlagen sie
einem gewissen Transportstress und mussten sich an ein neues mikrobielles Umgebungsklima
anpassen. Was auch die Kontrolltiere betraf, welche ausschlieBlich aus der Zucht von
JANVIER LABS aus Frankreich bezogen wurden. Im Fall der Kontrolltiere bedeutet dies
zusétzlich einen Wechsel des genutzten SD-Substammes (gegeniiber den Experimenten bis
2017) und demzufolge die Verwendung einer Linie, die nichtmehr exakt dem genetischen
Hintergrund der Grunderpopulation der transgenen TetO-Tiere aus der Zucht am MDC
entsprach. Im Laufe meiner Arbeit wurde deutlich, dass der genetische Hintergrund des neu
verwendeten SD-Stammes von JANVIER LABS die Ergebnisse mit beeinflusst hat.

Eine weitere Anderung, die im Versuchsprotokoll vorgenommen wurde, betraf das Alter der
eingesetzten Tiere. Die Diabetesinduktion in dem TetO-Modell erfolgte urspriinglich bei vier
Monate alten Versuchstieren. Fir meine Versuche wurde der Diabetes dagegen bei zwei
Monate alten TetO-Tieren induziert. Im spéteren Projektverlauf wurde bei Tieren aus der Zucht
von JANVIER LABS mit der Induktion teilweise gewartet, bis ein hoheres Startgewicht
erreicht wurde. Bei diesen Tieren erfolgte die Diabetesinduktion im Alter von neun bis zwolf
Wochen, was immer noch einen Monat vor dem Induktionsalter von sechszehn Wochen liegt.
Nach erfolgreicher Diabetesinduktion wurden in dem aktuellen Projekt zusétzliche Endpunkte
untersucht. So erfolgten die Probennahmen nicht nur nach vier Wochen, sondern auch nach
zwei und acht Wochen Diabetesdauer. Vermutlich kamen dadurch systematische Unterschiede
zwischen den diabetischen TetO-Tieren und den SD-Kontrolltieren unterschiedlich zum
Tragen. Denn, wie im Folgenden noch einmal dargelegt wird, wirkten auf die Tiere
verschiedene Einflussfaktoren, je nachdem ob sie der diabetischen Gruppe oder der

Kontrollgruppe angehérten.

Abgesehen von den genannten Abweichungen im Versuchsprotokoll gegeniiber der ersten
Anwendung 2017%, gab es Uber den Zeitverlauf des Projektes von 2019 bis 2022

haltungsbedingte Faktoren, die zwischen den einzelnen Kohorten variierten.

Zu Projektbeginn standen die Tiere gut ein Jahr am Fenster eines nicht verdunkelten
Haltungsraumes, in dem die volle Deckenbeleuchtung eingeschaltet war. Demzufolge waren
sie einer weit hoheren Lichtintensitit ausgesetzt, als fur Albinotiere gunstig ware. Eigene
Messungen, die ich mit einem Luxmeter durchgefiihrt habe, ergaben, dass unter diesen
Bedingungen wahrend der Hellphase im Haltungsraum eine Lichtintensitat von ~ 800 Lux
herrschte, anstelle der von der GV-SOLAS empfohlenen maximalen Helligkeit von < 325 Lux
(zu der die Gesellschaft anmerkt, dass Albinotiere zusatzlich abgeschirmt werden sollten).
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Wahrend dieser Zeit wurden die Versuchstiere fur die Dauer der Doxycyclin-Gabe
uberwiegend in einem Rondell mit IVC-Kafigen untergebracht. Als die ersten Blutspuren in
den Kéfigen der Tiere auffielen, konnte bei der Suche nach ausldsenden Faktoren festgestellt
werden, dass die Luftfeuchtigkeit in diesem Haltungsraum deutlich unter dem empfohlenen
Mindestwert von 45% lag. Dieses Problem konnte von der FEM (ber mehrere Monate hinweg
nicht behoben werden, da ein besseres Raumklima Bauarbeiten am Bellftungssystem
erforderte.

Im Laufe des Projektes wurde fir die Unterbringung zusétzlich ein Scantainer genutzt.
Aufgrund von baulichen Malinahmen in der Tierhaltung, mussten die Tiere in einen neuen
Haltungsraum umziehen, in dem sie wahrend der Gabe von Doxycyclin ausschlie3lich im
Scantainer untergebracht waren, da es in diesem Raum keinen Anschluss fir die Beluftung
eines Rondels mit IVC-Ké&figen gab. Die BaumaRnahmen dauerten mehrere Monate an,
wodurch alle Kohorten, die wahrend dieses Zeitraumes gehalten wurden, einem erhéhten L&arm-
und Vibrationspegel (durch zum Beispiel Stemmarbeiten) und somit einem zusétzlichen
Stressfaktor ausgesetzt waren. Die Helligkeit war in dem neuen Haltungsraum deutlich
niedriger, erreichte aber, trotz abgedunkelter Fenster und der Nutzung von nur einer der beiden
Deckenlampen, (nach meinen Messungen) immer noch eine Lichtintensitat, die Gber dem
maximalen Wert fur Tiere mit pigmentierter Iris lag (~ 380 Lux, anstelle < 325 Lux; wobei fir
Albinotiere zusatzliche Verdunklungshauben empfohlen werden). Neben den Variablen, denen
die Kohorten tber den Verlauf des Projektes in unterschiedlichem Umfang ausgesetzt waren,
existierten fur die diabetischen TetO-Tiere und die SD-Kontrolltiere systematisch
unterschiedliche Bedingungen.

Da alle SD-Kontrolltiere, aber nur 18% der transgenen TetO-Tiere, von JANVIER LABS aus
Frankreich bezogen wurden, war fiir die Kontrollgruppe die potenzielle Belastung durch
Transportstress hoher. VVon den verwendeten TetO-Tieren kamen 82% aus einer Zucht
innerhalb von Berlin und mussten, im Gegensatz zu den Kontrolltieren, nur einen sehr kurzen
Transportweg zuriicklegen (vom FEM oder MDC zum CVK). Weitere systematische
Unterschiede ergaben sich durch die Gabe des (flr TetO-Tiere) diabetesinduzierenden
Doxycyclins. Denn wie durch die mikrobiologischen Analysen deutlich wurde, waren die
Versuchstiere tbermaRig stark mit verschiedensten Opportunisten besiedelt. Wie in Kapitel
6.2.1 diskutiert wird, ist eine Beeinflussung dieser Belastung durch das experimentell
verabreichte Antibiotikum Doxycyclin nicht auszuschlieBen. Hinsichtlich der bakteriellen
Problematik ist dies ein entscheidend beeinflussender Faktor, der bei den TetO-Tieren
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durchgehend und bei den SD-Kontrolltieren nur eine Woche wirkte. Denn wéhrend die
diabetischen TetO-Tiere nach der Induktionsphase weiter Doxycyclin bekamen, wurde den
Kontrolltieren, nach der einwo6chigen Gabe von Doxycyclin, bis zum experimentellen Ende
Wasser verabreicht. Dadurch, dass die Tiere wahrend der Verabreichung von Doxycyclin im
Scantainer oder Rondell untergebracht wurden, waren die TetO-Tiere Uber die gesamte Dauer

des Experimentes zusétzlich besser vor der zu hellen Raumbeleuchtung geschitzt.

Zusammengenommen konnten Variationen in der Durchfiihrung identifiziert werden, welche
die Ergebnisse potenziell kritisch beeinflusst haben. Als Hauptfaktor kam allerdings die
unterschiedliche Herkunft der Versuchstiere zum Tragen, fur die ich einen entscheidenden
Einfluss auf die Anfalligkeit fur einen pathologischen Befall mit Opportunisten zeigen konnte.
Eine solche Immunsuppression konnte, zusammen mit einer beobachteten auffélligen
Verhaltensédnderung und einem erhéhten Tumoraufkommen, ebenso fir einen Gendrift
innerhalb der transgenen TetO-Linie sprechen. Da zudem auch die Retinae der SD-Kontrolltiere
pathologische Merkmale aufwiesen, die teilweise genetisch bedingt sein kénnten, wurde nach
intensiver Diskussion mit meinen Betreuerinnen gemeinsam entschieden, dass die TetO-Linie
sowie die SD-Linie im status quo nicht genutzt werden kann, um die Pathomechanismen einer
DR zu untersuchen. Dies war keine leichte Entscheidung, da es bedeutet, dass die tber drei
Jahre gesammelten Daten nicht flir die Beantwortung der Ursprungshypothese verwendet
werden konnen. Um die Aufmerksamkeit fiir den unter Umstanden dramatischen Einfluss von
Herkunft und Haltung auf die Experimente und Daten in der medizinischen
Grundlagenforschung zu erhéhen, habe ich mich entschlossen, unsere Ergebnisse unter dem
Gesichtspunkt der bakteriellen Belastung (und anderer Stressoren) sowie mdgliche genetische
Einflisse in den Fokus meiner Arbeit zu stellen. Zuséatzlich ist geplant, auch durch eine
Publikation auf die mdglichen Problematiken durch Zucht und Haltung aufmerksam zu

machen.

6.2. Bakterielle Belastung und Belastungen durch weitere Stressoren

Wie in dem vorherigen Kapitel geschildert, waren die Tiere im Laufe des Projektes
verschiedenen haltungsbedingten, nicht experimentell induzierten Stressfaktoren (durch Licht,
Larm und Raumklima) ausgesetzt. Zusatzlich wurde durch den Wechsel des experimentellen
Haltungsbereiches (vom MDC an die Charité) der Import von Tieren aus externen
Zuchtbereichen erforderlich, wodurch ein neuer potenzieller Stressfaktor hinzukam. Ein
auBerliches Merkmal, das fir diese nicht experimentell induzierte Belastung der Kohorten

spricht, war ein gehduftes Auftreten von verkrusteten Augen bei den Tieren. Dieses Symptom,
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durch erhohte Absonderung von Sekret aus den Harradschen Drisen, trat unabhangig von
versuchsbedingten Belastungen sowohl bei den diabetischen TetO-Ratten als auch bei den SD-
Kontrollratten auf. In der Leitlinie der GV-SOLAS (ber Mdoglichkeiten der
Belastungsbeurteilung im Tierversuch wird dies fir Ratten als Merkmal von Stress und
Krankheit als mogliches Beurteilungskriterium gelistet®. Welche Anzeichen fiir eine nicht
experimentell induzierte Belastung dartiber hinaus systemisch gefunden werden konnten und
wie sich deren okuldre Manifestation in den Ergebnissen widerspiegelt, diskutiere ich in den

néchsten beiden Kapiteln.

6.2.1 Systemischer Nachweis

Ein Jahr nach Projektstart, zeitgleich mit dem Import der ersten TetO-Tiere aus der neu
aufgebauten Zucht von der FEM, fielen mir erstmals Blutspuren in den Kéfigen von Ratten im
experimentellen Haltungsbereich am CVK auf (Abbildung 3). Im ersten Jahr des Projektes, als
die TetO-Tiere noch ausschlieBlich vom MDC (einem experimentellen Haltungsbereich mit
ahnlichem hygienischem Standard wie im experimentellen Haltungsbereich am CVK) bezogen
wurden, gab es solche Zwischenfalle nicht. Die Vorfélle konnten nicht auf versuchsbedingte
Belastungen zuriickgefuhrt werden, da sich die betroffenen Tiere noch in der
Eingewohnungsphase (Tag O bis 14 nach Ankunft) befanden, sodass an ihnen keine
Intervention und keinerlei experimentbezogenes Handling vollzogen wurde. Bei den Sektionen
dieser Tiere stellte ich vordergriindig starke Einblutungen in die Lunge und ein blutiges,
dickflussiges Sekret in der Blase fest. Bei histopathologischen Untersuchungen des
Darmgewebes wurde durch GIM eine subakute Enteritis mit nodularer Hyperplasie des Darm-
assoziierten lymphatischen Gewebes diagnostiziert, zu der es mutmallich als
Sekundarpathologie in Folge eines Antigenkontakts kam. Mikrobiologische Untersuchungen
der Abstrichproben innerer Organe, deuteten auf eine infektidse Vermehrung opportunistischer
Bakterien hin. Aus Proben von lebend eingesendeten Tieren lieRen sich dementsprechend auch
unter sterilen Entnahmebedingungen (durch GIM) hochgradig Proteus mirabilis, Escherichia

coli und Klebsiella oxytoca isolieren.

Proteus mirabilis, Escherichia coli und Klebsiella oxytoca gehoren der Familie der
Enterobacteriaceae an. Sie lassen sich als kommensale Bakterien mitunter auch im Magen-
Darm-Trakt, den Atemwegen und auf der Haut gesunder Personen und Tiere nachweisen.

Allerdings gelten sie als opportunistische Erreger, die fakultativ pathologisch wirken®®.

Kodnnen diese Bakterien, wie in unseren Stichproben, hochgradig isoliert werden, spricht dies
fir ein pathologisches Geschehen und ein massiv gestortes Gleichgewicht der physiologischen
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Besiedlung. Wie mir Frau Dr. Barbara Hueber (Geschéftsfuhrerin der GIM) zudem mitteilte,
sind die Befunde, die aus dem Darmgewebe der Tiere gewonnen werden konnten, ein

eindeutiges Krankheitszeichen, welches in direktem Zusammenhang dieser Dysbalance steht.

In der Humanmedizin sind diese Opportunisten hauptverantwortlich fir nosokomiale
Infektionen, von denen vor allem immunkomprimierte Menschen betroffen sind®. Das Bild,
welches sich bei den Sektionen erkrankter Tiere zeigte (Abbildung 4), entspricht den
pathologischen Manifestationsschwerpunkten, wie sie durch Infektionen dieser Bakterien beim
Menschen hervorgerufen werden. So sind beispielsweise Infektionen mit Escherichia coli
weltweit der hiufigste Grund fiir Blasenentziindungen!® 1% Eine Infektion durch Proteus
mirabilis betrifft ebenso Uberwiegend den Urogenitaltrakt®®, wohingegen Infektionen mit

Klebsiella oxytoca auch Bronchopneumonien verursachen kénnen%,

In Versuchstierhaltungen, wo belastete Tiere mit experimentell induzierten Primérpathologien
gehalten werden, ist die Vermehrung solcher fakultativ pathogenen Bakterien unerwiinscht. Die
GV-SOLAS warnt ausdriicklich vor der Gefahr des Einschleppens dieser Bakterien durch
Tierimporte. Neben Enterobacteriaceae werden hier auch Staphylokokken genannten, von
denen sich diverse Arten in den untersuchten Abstrichproben der Tierorgane nachweisen

lieRen®t,

Der Hygienestandard (vor allem in kommerziellen Zuchtbereichen) ist heutzutage generell sehr
hoch. Doch im Gegensatz zu pathogenen Mikroorganismen, werden Tiere nur selten auf
Opportunisten getestet und es ist nicht tiblich, diesen Status im Gesundheitszeugnis anzufuihren,
da Opportunisten in geringer Konzentration, bei Tieren mit immunologisch guter Konstitution,
keine Infektionen hervorrufen. Allerdings konnen die hygienischen Bedingungen zwischen
verschiedenen Zucht- und Haltungseinheiten erheblich variieren. Dadurch besteht die Gefahr
des Einschleppens unerwiinschter Organismen durch den Import von Tieren aus weniger
sterilen Haltungen. Dartber hinaus ergibt sich daraus aber auch eine potenzielle Belastung fur
Tiere, die durch einen Export mit einer ungewohnten Erhohung der bakteriellen Vielfalt
konfrontiert werden. Denn das Immunsystem von Tieren, die in einem besonders sterilen
Bereich geboren und aufgewachsen sind, ist nicht ausreichend entwickelt, um sich bei Export
in einen weniger sterilen Bereich an die neue Umgebung zu adaptieren. Darlber hinaus steigt
mit der Dauer des Transportes der Transportstress fur die Tiere, was sich hemmend auf die
Immunantwort der Tiere auswirkt. Um die mit einem Tierimport verbundenen Risiken zu
minimieren, ist aus Sicht der GV-SOLAS eine strenge Quarantane die Grundvoraussetzung,
um neue Tiere in eine Versuchstierhaltung einzufiihren. So heif3t es in der Leitlinie zum Thema
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des Hygienerisikos beim Import von Nagetieren, dass ein Import von lebenden Tieren nur in
Betracht gezogen werden soll, wenn das Gesundheitszeugnis den allgemeinen
Qualitatsstandards entspricht, beim Empfanger eine Quarantaneeinheit vorhanden ist und der
Hygienestatus der Tiere nach Ankunft im eigenen Haus erneut Uberprift wird. Die
Quarantaneeinheit sollte dabei bestenfalls raumlich getrennt vom restlichen Haltungsbereich
eingerichtet sein. Ankommende Tiere sollten in diesem separaten Bereich vorzugsweise in
IVC-Systemen untergebracht werden und von Personal versorgt werden, welches nicht im
regularen Haltungsbetrieb tatig ist. Um das Risiko einer Einschleppung zu minimieren, sollten
die importierte Tiere aus diesem Quarantanebereich erst nach Uberpriifung des
mikrobiologischen Status (Serologie, Bakteriologie, Parasitologie) in den reguléren

Haltungsbereich aufgenommen werden®..

In dem genutzten experimentellen Haltungsbereich am CVK, herrscht ein Hygienestandard frei
von spezifischen pathogenen Erregern. Um diese SPF-Haltung (specific pathogen free) aufrecht
zu erhalten, werden die Gesundheitszeugnisse vor einem Import Uberpriift. Die empfohlene
Quarantane von importierten Tieren ist nicht vorgesehen. So wurden die Versuchstiere aus den
Transportboxen direkt in den Haltungsraum gesetzt (zu dem Bestand schon vorhandener Tiere
aus dem Projekt und weiteren Tieren aus anderen Projekten). Der Zeitpunkt, zu dem daraufhin
(sieben bis vierzehn Tage nach Ankunft) bei unseren importierten Tieren erster
Krankheitssymptome auftraten, spricht laut den Aussagen von Frau Dr. Barbara Hueber (GIM),
eindeutig fiir eine Immunsuppression der Tiere, als Ausldser einer Infektion durch erstmaligen

Antigenkontakt in unserer Haltung.

Insbesondere Escherichia coli und Klebsiella oxytoca gelten als antibiotikaresistent?® 1%, Bei
Kindern und immunkomprimierten Menschen kann eine Antibiotikabehandlung die intestinale
Uberwucherung mit Klebsiella oxytoca begiinstigen, was durch die damit einhergehende
Freisetzung von Zytotoxinen eine antibiotikaassoziierte hamorrhagische Kolitis verursacht1®,
Der Ausschuss fir Hygiene der GV-SOLAS nennt dies in seinen Empfehlungen zum Thema
Antibiotika-Gabe bei Labornagern sogar als wichtigen Grund, der gegen den Einsatz von
Antibiotika in der Versuchstierhaltung spricht. So heif3t es hier: ,,Dariiber hinaus kann eine
antibiotische Behandlung das nattirliche Gleichgewicht der vorhandenen Mikroorganismen
storen. Beim antagonistischen Verhalten der Keime kodnnen einzelne Mikroorganismen
bevorzugt werden. So sind Beispiele bekannt, bei denen die antibiotische Bekdmpfung von

Pasteurellen das Wachstum von Klebsiellen begiinstigt hat.*1%4,
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Mdoglicherweise fiihrte die experimentelle Behandlung mit dem Breitbandantibiotikum
Doxycyclin zu einer intestinalen Vermehrung der resistenten Bakterien und infolgedessen zu
einem vermehrten Aufkommen dieser Bakterien im Haltungsraum. Wie sich das eingesetzte
Doxycyclin allerdings tatsachlich auf die beschriebene Situation auswirkte, lasst sich im
Nachhinein nicht mehr feststellen. Tatsache ist, dass die angewendete Dosis nur einem
Bruchteil der therapeutisch wirksamen Dosis entsprach, welche fir Tetracyclin 5 mg/mi
Trinkwasser (Uber mindestens funf Tage) betrégt. Laut dem Hygieneausschuss der GV-SOLAS
sollte eine wirksame Dosis generell nicht unterschritten werden, da andernfalls die Gefahr des
Auftretens von Resistenzen gegeniiber eingesetzter Antibiotika besteht'*. Anhand der durch
GIM vorgenommenen Untersuchungen l&sst sich mit Sicherheit sagen, dass das Immunsystem
der auffallig gewordenen Tiere, der neuen mikrobiellen Umgebung unserer Haltung nicht
gewachsen war (was auf importierte Tiere von der FEM und von JANVIER LABS zutrifft; also
auf Tiere, die aus mutmallich sterileren Hygienebedingungen stammten). Diese
Immunsuppression koénnte durch Transportstress oder bisher unbemerkte genetische

Anderungen der Linien verstarkt worden sein.

6.2.2 Beeinflussung okularer Befunde

Fur ophthalmologische Untersuchungen ist es von Relevanz, dass Bakterien weltweit
Hauptverursacher von Augeninfektionen sind. So sind Bakterien beispielsweise mit
Augeninfektionen wie Konjunktivitis, Keratitis, Endophthalmitis, Blepharitis, orbitaler
Zellulitis und Manifestationen von Dakryozystitis assoziiert. Je nach Infektionsweg, werden
diese Augeninfektionen als exogen oder endogen bezeichnet, wobei in der Humanmedizin
exogene Infektionen, als Komplikation nach einem Priméarkontakt, zahlenmafig von grof3erer
Bedeutung sind. Zu den exogenen Infektionsfaktoren zéhlen etwa Kontaktlinsen, intraokulare
Injektionen oder chirurgische Eingriffe, wohingegen endogene Augeninfektionen auf eine
systemische Bakteriose und deren Ausbreitung iber die Blutbahn zuriickzufiihren sind%,
Neben Streptococcus und Staphylococcus Spezies sind Klebsiella spp. und Escherichia coli die
haufigsten Verursacher bakterieller endogener Augeninfektionen'®. Wird eine bakterielle
Augeninfektion wie eine Endophthalmitis diagnostiziert, sind systemisch verabreichte
Antibiotika nicht wirksam, sondern miissen intravitreal verabreicht werden!®. Diabetes
bedingte Augenveranderungen gelten als Hauptrisikofaktor, was, wie im Tiermodell gezeigt
werden konnte, mit einer zunehmenden Permeabilitat der &uf3eren Blut-Retina-Barriere
zusammenhangt'®’. Allerdings gibt es neben diabetischen Veranderungen weitere Faktoren,
welche zu einer erhdhten Durchléssigkeit der BRB fiihren. Dazu z&hlen auch Toxine, zu deren

Freisetzung einige Bakterienarten beféhigt sind. Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden,
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dass solch Toxin-produzierende Bakterien die BRB in ausreichendem Malie schadigen, um sie
auch ohne zuséatzlich experimentell induzierte Erhdhung der Durchlassigkeit passieren zu
konnen®1% Dije im Rahmen des Projektes aus den Versuchstieren isolierten Bakterien
Proteus mirabilis, Escherichia coli und Klebsiella oxytoca zé&hlen zu eben diesen Toxin-

produzierenden Arten10-112,

Gelangen Bakterien durch die BRB in das immunprivilegierte Auge, werden deren
Oberflachenproteine durch Toll-like-Rezeptoren (TLRs) erkannt und rufen eine Immunreaktion
hervor. TRLs, die flr das angeborene Immunsystem eine entscheidende Rolle spielen, werden
von Zellen im gesamten Auge exprimiert. Zu den retinalen Zellen, die diesen Rezeptor
exprimieren, zahlen RPE-Zellen, Astrozyten, Millerzellen und Mikrogliazellen. Die Uber eine
Aktivierung dieser Rezeptoren induzierten Signalwege, fiihren zu einer gesteigerten Expression
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine welche die Rekrutierung von systemischen
Immunzellen bewirken!'? 4 Das AusmaB der hervorgerufenen Reaktion ist abhangig von
verschiedenen Faktoren (wie beispielsweise der Bakterienlast, der Expression von
Virulenzfaktoren oder einer moglichen Produktion von Toxinen) und reicht von einer leichten
oder voriibergehenden Entziindung bis hin zu irreversiblen Degenerationen der Retinal'3. Bei
diesen indirekt gewebeschédigenden Immunreaktionen spielen insbesondere die Freisetzung
von ROS uber NADPH-Oxidasen (einschlie3lich Nox4), Signalwege erhohten Stresses des
Endoplasmatischen Retikulums (ER-Stress) und die Aktivierung von Caspase-Signalwegen

eine Rolle!>118,

Eine ausgeprégte bakterielle Infektion der Augen konnte bei den Versuchstieren nicht
festgestellt werden. Allerdings kann bei einer systemisch inflammatorischen Belastung, wie sie
bei den Versuchstieren festgestellt wurde, davon ausgegangen werden, dass es unter diesen

Umsténden auch zu einer okuldren Beteiligung kam.

Fur die Prufung der Ursprungshypothese, war die Erfassung der proinflammatorischen
Auswirkung der induzierten Hyperglykdmie ein wesentlicher Bestandteil. Bei der erstmaligen
Verwendung der transgenen TetO-Ratten als Modell der DR am MDC, konnte diesbeziiglich
nach vier bis flinf Wochen Diabetes, eine signifikant hohere Rate aktivierter mononukleérer
Phagozyten verglichen mit nicht-diabetischen Wildtyp-Ratten nachgewiesen werden. Wéhrend
die Rate aller mononuklearer Phagozyten in beiden Gruppen in etwa gleich war!. Bei meiner
Verwendung des Modells an der Charité, zeigte sich ein gegenteiliges Ergebnis. Die Retinae-
Proben der nicht-diabetischen SD-Ratten wiesen einen deutlich héheren Anteil aktivierter
mononukledrer Phagozyten auf (Abbildung 6 B und Abbildung 7). Und auch die Gesamtzahl
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Ibal-positiver Phagozyten war bei den Kontrolltieren stark erhéht, im Vergleich zu den Proben
von TetO-Ratten nach vier und acht Wochen Diabetes (Abbildung 6 A). Dieses Ergebnis spricht
fur eine Rekrutierung systemischer Monozyten bei den SD-Kontrolltieren.

Die Proben der Diabetesgruppen stammten von Tieren, die in der Haltung am CVK sal3en, noch
bevor die ersten Blutspuren in den Tierk&figen auffallig wurden. Von den Proben der
Kontrollgruppen stammte hingegen nur 45% aus dieser Zeit und 55% des Probenmaterials
wurde von Tieren entnommen, als das Problem in der Tierhaltung bereits bekannt war. Zudem
stammten die fur diese Analyse verwendeten Proben der diabetischen Tiere alle von transgenen
TetO-Ratten aus der Ursprungs-Zucht von Bader (MDC), wéhrend die Kontrolltiere der
gesamten Studie aus einem SD-Substamm von JANVIER LABS aus Frankreich importiert
wurden. Das Ergebnis, welches sich in diesem Versuch zeigte, deutet auf einen hdheren
proinflammatorischen Einfluss durch den Import, als durch die experimentell induzierte
Diabetesdauer von vier und acht Wochen. Eine magliche Erklarung daftr, kénnten die bereits
diskutierten Probleme bei der Anpassung an die mikrobielle Umgebung unserer

experimentellen Haltung sein.

Neben den Mikrogliazellen, welche als mononukledrer Phagozyten tber die Ibal-Féarbung
identifiziert und quantifiziert wurden, spielen bei dem Nachweis friher inflammatorischer
Prozesse weitere retinale Gliazellen eine Rolle. Millerzellen und Astrozyten reagieren auf
Veranderungen innerhalb des retinalen Milieus mit einer erhdéhten Expression von GFAP.
Dieser neuroprotektive Mechanismus wird als Gliose bezeichnet!!® % und sollte als weiterer

friiher proinflammatorischer Befund der DR in diesem Projekt untersucht werden.

Bei der erstmaligen Verwendung des Modells mit Tieren am MDC, wurden dahingehend
Proben nach einer Diabetesdauer von vier bis fiinf Wochen analysiert. Dabei konnte in Proben
von Kontrolltieren und von diabetischen Tieren ein GFAP-Signal der Astrozyten nachgewiesen
werden, die Mullerzellen zeigten jedoch nur durch den induzierten Diabetes eine anti-GFAP-
Reaktivitat!.

Bei meiner diskutierten Wiederholung konnten bei der Analyse von Proben nach zwei, vier und
acht Wochen Diabetes in beiden Gruppen sowohl GFAP-Signale von Astrozyten als auch von
Muillerzellen festgestellt werden. Nach einer Experimentdauer von zwei Wochen, wirkten diese
Signale in der Gruppe der diabetischen Tiere qualitativ starker, als bei den nicht-diabetischen
Kontrolltieren (Abbildung 8 A) und schien nach vier und acht Wochen Diabetes schwacher zu
sein, wéhrend die GFAP-Signale bei den Kontrolltieren dieser beiden Zeitradume eher vermehrt

auftraten (Abbildung 8 B).
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Im Gegensatz zu den Flatmount-Préparaten (in denen mononukledre Phagozyten mit Ibal
gefarbt und ausgewertet wurden), stammten bei den Sagittalschnitten nicht alle Préparate der
transgenen TetO-Tiere aus der Ursprungszucht vom MDC. Die Proben der zwei Wochen
Kohorte (in denen das GFAP Signal am hochsten schien) stammten von Tieren aus der neuen
Zucht, die bei JANVIER LABS aufgezogen wurde. Zudem wurden sie, zeitgleich mit den
Kontrolltieren, in die Haltung des CVKSs importiert, als bereits ein vermehrtes Ausfkommen an
opportunistischen Bakterien nachgewiesen wurde. Die Tiere waren also demselben
Transportstress ausgesetzt und mussten sich ebenso wie die Kontrolltiere an die mikrobielle
Umgebung der experimentellen Haltung neu anpassen. Beziglich der pathologischen
Merkmale einer DR kann zwischen den verschiedenen, nicht experimentell beabsichtigten,
Einflussfaktoren kaum eine valide Aussage getroffen werden. Nichtsdestotrotz sieht es so aus,
als ware in dieser Gruppe der diabetische Zustand, der als einziger zusatzlicher (extrinsisch
induzierter) Einfluss auf die TetO-Tiere gewirkt hat, ursachlich fur die erhohte GFAP-
Expression der Astrozyten und Miullerzellen. Die Proben der TetO-Tiere die vier und acht
Wochen diabetisch waren (und eine geringere GFAP-Expression durch Astrozyten und
Miillerzellen aufwiesen), stammten aus der Ursprungszucht vom MDC. Sie mussten nur einen
kurzen Transportweg innerhalb von Berlin zuriick legen und waren zuvor am MDC unter
vergleichbaren hygienischen Standards gehalten worden. Darliber hinaus waren sie zu
Projektbeginn (Mai 2019) am CVK untergebracht, lange bevor im Haltungsbereich Blutspuren
festgestellt wurden. Die Kontrolltiere, mit denen sie verglichen wurden und bei denen das
GFAP-Signal mit der experimentellen Haltungsdauer zuzunehmen schien, stammten dagegen
aus der kommerziellen Zucht aus Frankreich und wurden tiberwiegend in den Haltungsbereich
importiert, als das Problem mit experimetell unabhangig erkrankten Tieren bereits bestand
(Oktober 2020).

Eine anhaltende reaktive Gliose hat neben neurodegenerativen auch gefalischadigende
Auswirkungen, da Gliazellen neben ihrer neuroprotektiven Funktion auch von entscheidender
Bedeutung fiur die Integritat der inneren Blut-Retina-Barriere sind. Denn Astrozyten und
Millerzellen, die mit ihren Endful3fortsatzen die retinalen GefaRe umgeben, bilden zusammen
mit Perizyten und Endothelzellen funktionell die neurovaskulére Einheit. Hier interagieren sie
mit Perizyten und beeinflussen die Struktur und Funktion von Endothelzellen. Sie reagieren auf
Anderungen des Sauerstoffgehaltes und konnen eine Vasokonstriktion oder auch eine
Vasodilatation bewirken. Zudem wirken sie als Initiatoren inflammatorischer Kaskaden und
konnen durch die Expression proinflammatorischer Zytokine und angiogener Faktoren wie

VEGEF eine pathologische GefaRleckage induzieren®??.
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In diesem Zusammenhang deutet das vorhandene Probenmaterial darauf hin, dass Gliazellen
bei den Anderungen der GefaBmorphologie involviert sein kénnten (Abbildung 8 B). In den
Sagittalschnitten der Augen von SD-Kontrolltieren und diabetischen TetO-Tieren aller
Untersuchungszeitrdume, fand ich innerhalb der GCL GefaRe mit auffallig groRem Kaliber
(Abbildung 8 B und Abbildung 9), so wie sie unter hypoxischen Zustdnden oder Bluthochdruck
beobachtet werden kénnen?% 12, In den Proben, in denen solche Gefale angeschnitten waren
und immunhistochemisch mit anti-GFAP geféarbt wurden, waren die groRkalibrigen Gefale der
Kontrolltiere umgeben von GFAP-positiven Zellen. Ein Phdnomen, welches ich in der GCL der
diabetischen TetO-Tiere nicht beobachten konnte (Abbildung 8 B und Abbildung 9). In HE
gefarbten Sagittalschnitten, in denen die groRkalibrigen Gefél3e innerhalb der GCL ebenfalls
sichtbar waren, dokumentiert ich des Weiteren Gefél3e, die Uber die GCL hinauswuchsen
(Abbildung 10). Derartige GefaRstrukturen innerhalb des Glaskdrpers hatten sich haufiger tber
dem Sehnerv von SD-Kontrolltieren gebildet, waren jedoch auch in einigen Proben von TetO-
Tieren auszumachen. In dem Bereich, in dem die Gefal3e Uber die Retinae hinauswuchsen,
verlauft, wahrend der Embryonalphase, die Arteria hyaloidea, welche die Versorgung der Linse
und des Glaskorpers sichert. Bei Ratten bilden sich diese hyaloiden GeféalRe postnatal zurtick.
Es wurde gezeigt, dass es bei ihnen zwischen dem zehnten und zwanzigsten postnatalen Tag zu
einer steigenden Anzahl von Makrophagen und zu einer verstarkten Apoptose im Bereich des
Restgefales kommt!?, Es konnte keine Literatur dariiber gefunden werden, wieviel von der
Arteria hyaloidea bei dreizehn bis zwanzig Wochen alten Ratten im natirlichen Zustand noch
sichtbar ist. Allerdings wurde im Modell einer Hypoxie-bedingten Retinopathie nachgewiesen,
dass die Rlckbildung des Restgefalies durch Hypoxie verzogert wird und dass persistierende
hyaloide GefalRsysteme mit einer Verzogerung der zugrundeliegenden retinalen
GefaRentwicklung einhergehen'?. Eine erhohte Persistenz der Hyaloidarterie konnte ebenfalls
infolge eines Netrin 4 Knockouts in Mausen beobachtet werden. Die Unterbindung der
endothelialen Expression dieses extrazellularen Matrixmolekils wurde in Netrin4-ko-Ma&usen
von Geféldleckagen und Torsionen sowie einer erhdhten Anzahl amdboider mononukledrer
Phagozyten begleitet'?®, Im Zusammenhang mit den Befunden der Sektionen, die Blutungen im
Lungengewebe zeigten (Abbildung 4), sei angemerkt, dass angiogene Prozesse in der Retina
auch infolge systemischer Hypoxie durch Lungenerkrankungen auftreten kénnen'?’. Da die
TetO-Tiere aus der Zucht vom MDC zu keinem Zeitpunkt Auffalligkeiten des
Respirationstraktes zeigten, jedoch auch in diesen Proben extraretinale Geféalle vorzufinden
waren, scheint eine systemische Hypoxie als Ausloser fiir die mutmaRliche Angiogenese der

retinalen Gefalle eher unwahrscheinlich.
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Einen weiteren Befund, den ich im Zusammenhang mit den GefaRpathologien anhand der HE
gefarbten Sagittalschnitte machte, waren Erythrozyten-Konglomerate innerhalb retinaler
GeféalRe sowie Ansammlungen ausgetretener Erythrozyten im retinalen Gewebe bei SD-
Kontrolltieren und diabetischer TetO-Tiere. Ob es sich dabei tatsdchlich um Gefaliverschliisse
gehandelt hat, kann nicht sichergestellt werden. Eine erhéhte Bildung von Thromben kdnnte
allerdings bei der Verursachung von ischdmischen und hypoxischen Zustanden eine Rolle
gespielt haben.

Die Gefalmorphologie begutachtete ich, neben der Begutachtung von Sagittalschnitten, auch
qualitativ anhand Isolectin-gefarbter Flatmount-Préparate. Dabei wurde sichtbar, dass sich die
Gefalie des tiefen mikrovaskularen Plexus bei SD-Kontrolltieren und diabetischen TetO-Tieren
voneinander unterschieden. Diese GefaRe, welche die INL versorgen, schienen in den Proben
der Kontrolltiere einen geringeren Durchmesser aufzuweisen als die Gefdle aus der
entsprechenden Ebene bei diabetischen TetO-Tieren (Abbildung 12). Im Gegensatz zu der
starken Dilatation der Gefale innerhalb der GCL (Abbildung 8 und 9), ist bei dem
Kaliberunterschied innerhalb des tiefen mikrovaskularen Plexus jedoch schwer auszumachen,
ob es sich hierbei um eine GefaRdegeneration bei den Kontrolltieren oder eine GefaRdilatation
bei den diabetischen Tieren handelt. Um dies eindeutig zu beantworten, wéren Proben von
nachweislich gesunden Tieren und weitere immunhistochemische Férbungen erforderlich
(beispielsweise mit dem Perizytenmarker NG2 (neurales/gliales Antigen 2), einen spezifischen
Marker fir Gefakdifferenzierung wie CD31 (cluster of differentiation 31) oder durch die

Farbung apoptotischer Endothelzellen Gber Propidiumiodid).

Bei den Kontrolltieren war nicht nur zu beobachten, dass erweiterte Geféale innerhalb der GCL
von aktivierten (GFAP-positiven) Mullerzellen und Astrozyten umgeben waren (Abbildung 8
B), in den Flatmount-Préparaten lieRen sich auch deutlich mehr aktivierte Mikrogliazellen
nachweisen (Abbildung 6 B und Abbildung 7). Diese, bei den Kontrolltieren ebenfalls vermehrt
in aktiviertem Zustand befindlichen Gliazellen, sind (wie Miullerzellen und Astrozyten)
ebenfalls in der Lage vasoaktive und proinflammatorische Faktoren zu sezernieren?® 128, Ein
Zusammenhang zwischen den aktivierten Gliazellen und den Gefalpathologien kdnnte
demnach insbesondere bei den Kontrolltieren vorliegen. Als Bestandteil der neurovaskuléren
Einheit, konnte eine gesteigerte Aktivierung dieser Zellen zudem bei der Bildung von
Hamorrhagien im retinalen Gewebe bei SD-Kontrolltieren und diabetischen TetO-Tieren eine
Rolle gespielt haben (Abbildung 11).
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Das Hauptziel meines Projektes bestand darin, in dem TetO-Modell erstmals die Rolle von
Nox4 bei DR naher zu erforschen. Eine gesteigerte Expression von Nox4 und erhohter
oxidativer Stress sind jedoch nicht ausschlieBlich mit gednderten Stoffwechselwegen unter
Hyperglykémie assoziiert. Auch proinflammatorische Zytokine sind an der Regulation von
Nox4 beteiligt. Zudem fungiert die gesteigerte Expression von Nox4 als zellulérer

Mechanismus zur bakteriellen Clearence!!®,

Meine Messung von Nox4 im ELISA Assay zeigte keinen wesentlichen Unterschied zwischen
den Retinae-Proben von diabetischen TetO-Tieren und nicht-diabetischen SD-Kontrolltieren
(Abbildung 24 und 25). Bei der Messung nach zwei Wochen, unterscheidet sich der Median
der Nox4-Menge von diabetischen TetO-Tieren und SD-Kontrolltieren am geringsten. In den
vier und acht Wochen Untersuchungsgruppen, zeichnete sich bei den Kontrolltieren eine hdhere
Konzentration als bei den TetO-Tieren ab. Diese Erhohung im Vergleich zu den TetO-Tieren

war in der vier Wochen Gruppe am grofiten.

Betrachtet man die Herkunft der Proben, fiigen sich die Ergebnisse in das Gesamtbild. Denn
fur die Messung von Nox4 mittels ELISA, kamen fir die Kontrollgruppen Proben von Tieren
zum Einsatz, die aus denselben Kohorten stammten, wie die Tiere der verwendeten
Sagittalschnitte und Flatmount-Préparate. Gleiches galt fir die Proben der TetO-Tiere, welche
zwei Wochen diabetisch waren. Die Proben der vier und acht Wochen diabetischen Gruppen,
stammten hingegen aus Kohorten, die erst im spéateren Projektverlauf gehalten wurden (im
Unterschied zu den verwendeten Proben fiir Analysen im Sagittalschnitt). Demnach herrschten
fur die Tiere, von denen das Probenmaterial fur die Nox4-Messung stammte, ebenfalls in dem
zweiwdchigen Untersuchungszeitraums die ahnlichsten Bedingungen (TetO- und SD-Tiere
wurden 2021 von JANVIER LABS importiert). Die Hyperglykémie, als zusatzlich wirkender
Faktor, zeigt nach zwei Wochen keine zusétzlich steigernde Wirkung auf die Nox4-
Konzentration bei diabetischen TetO-Tiere. In den Gruppen, in denen eine hohere Nox4-
Konzentration in den Kontrollproben gegeniiber den diabetischen Proben gemessen wurden,
stammten die Proben der diabetischen TetO-Tiere aus der Zucht vom MDC. Sie mussten keinen
langen Transportweg zuriick legen und stammten aus einer experimentellen Haltung, von der
bekannt ist, dass dort ein mit unserer Haltung vergleicbarer hygienischer Standard herrscht. In
den Proben dieser Tiere ist die Nox4 Konzentrationen trotz vier und achtwochiger
Diabetesdauer im Median geringer, als bei Tieren aus der Zucht von JANVIER LABS, welche
nicht diabetisch waren (oder, im Fall der TetO-Tiere, zwei Wochen diabetisch gehalten
wurden). Das ist ein weiteres Indiz dafir, dass es den TetO-Tieren aus der Zucht vom MDC
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immunologisch keine Probleme bereitete, adadquat auf opportunistische Bakterien in unserer
Haltung zu reagieren. Dies wird durch die Tatsache bekraftigt, dass JANVIER LABS die Tiere
zeitgleich in demselben Haltungsraum standen, wie die Tiere aus der Zucht von JANVIER
LABS, bei denen schwere Organschéaden nachgewiesen wurden, welche mit einer infektidsen

Belastung opportunistischer Bakterien assoziiert war.

Fur die immunhistochemische Farbung von Nox4 im Sagittalschnitt, setzte ich Schnitte
derselben Proben ein, wie fur die Farbung von GFAP und die Auswertung degenerativer
Prozesse. Diese Proben stammten groRtenteils von Tieren aus denselben Kohorten, aus denen
auch die Proben fir die ELISA-Messung verwendet wurden. Die starkste Nox4-Expression
zeigte sich im Zytoplasma von Ganglienzellen (Abbildung 26), gefolgt von einer starken
Expression in der INL (Abbildung 27). Meine qualitative Beurteilung der Intensitat dieser
Féarbungen, spiegelten das Ergebnis wider, welches sich in der Nox4-Konzentrationsmessung
im ELISA Assay abzeichnete (Abbildung 24, 25 und 27 sowie Tabelle 9). Das Ergebnis der
zwei Wochen diabetischen TetO-Tieren und der entsprechenden Kontrolltiere, schien auch hier
die groBte Ubereinstimmung zu zeigen, wohingegen die Farbung in den Gruppen der vier und

acht Wochen diabetischen Tiere schwécher ausfiel, als in den Kontrollgruppen (Tabelle 9).

Durch frihere Arbeiten konnten gezeigt werden, dass Nox4 beispielsweise im db/db
Mausmodell hochreguliert und mit einem erhéhten Level an ROS und VEGF assoziiert ist. So
bewirkte die Hemmung von Nox4 eine Reduktion der ROS und VEGF Level und reduzierte
die vaskuldre Permeabilitat bei entsprechender Behandelung von db/db Mausen?®. Doch wie
bereits erwdhnt®®, ist eine erhdhte Expression von Nox4 kein Mechanismus, der ausschlieRlich
durch Diabetes induziert werden kann. Auf die verwendeten Versuchstiere wirkten weitere
Faktoren, die an der Regulation von Nox4 beteiligt sind, sodass sich keine Aussage treffen lasst
wodurch die Nox4 Expression am starksten beeinflusst wurde. Da die genaue Beteiligung von
Nox4 an der Pathogenese einer DR noch nicht vollstandig erforscht ist, kann man zu diesem
Zeitpunkt nicht ausschlielen, dass sich die ausbleibende Erhéhung von Nox4, in den Proben
diabetischer TetO-Tiere gegenulber den verwendeten SD-Kontrolltieren, méglicherweise sogar

auf eine untergeordnete Bedeutung von Nox4 bei DR zurtckfihren I&sst.

Um in meiner Arbeit zu prifen, ob die von Nox4 abgeleiteten ROS quantitativ und rdumlich
mit den Zellen der hochsten Nox4-Expression korrelieren, wurden ROS mit DHE in
Cryoschnitten gefarbt. Die TetO-Tiere kamen vom MDC und die Kontrolltiere von JANVIER
LABS. In beiden Gruppen stammten 60% der Proben von Tieren, welche in dem Zeitraum
gehalten wurden, der nach dem ersten Nachweis des vermehrten Aufkommens von
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Opportunisten lag. Entsprechend der Ergebnisse, die aus diesen Proben durch andere Methoden
generiert wurden, zeigte sich auch bei der Intensitdtsmessung der Farbung von ROS ein
geringerer Wert bei den vier Wochen diabetischen TetO-Tieren ab, welche aus der Zucht vom
MDC und nicht von JANVIER LABS stammten (Abbildung 28 und 29). Eine Kolokalisation
der erhohten ROS mit der erhohten Expression von Nox4 konnte in den Cryoschnitten nicht
beurteilt werden (Abbildung 27 und 29).

Retinaler Zelltod, durch Hyperglykamie bedingte inflammatorische und oxidative Prozesse, ist
ein weiteres Merkmal welches sich in Tiermodellen der DR nachahmen l&sst und auch im TetO-
Modell nachgewiesen werden konnte. So wiesen in dem Versuch bis 2017 die Retinae-Proben
von TetO-Ratten (die vier bis funf Wochen diabetisch waren) im Vergleich zu nicht-

diabetischen Kontrolltieren, eine signifikant geringere Zahl an Ganglienzellen auf™.

Bei der wiederholten Nutzung des TetO-Modells sollte, auf Basis dieses stationdren Befundes,
die vulnerable Phase des Zellverlustes zusatzlich durch ein Apoptose Assay eingegrenzt
werden. Meine Auswertung der Anzahl apoptotischer Signale nach zwei Wochen zeigte, dem
Modell entsprechend, bei den diabetischen TetO-Tieren mehr apoptotische Ganglienzellen und
mehr apoptotische Zellen innerhalb der INL und ONL (Abbildung 17 A).

Da ich fur die Analyse der apoptotischen Zellen Sagittalschnitte derselben Proben verwendete,
die fir die Analyse der GFAP-Expression von Astrozyten und Miillerzellen und der Nox4-
Expression eingesetzt wurden, sind Schlussfolgerungen beziiglich experiment unabhangiger
Einflussfaktoren (durch das Zusammenspiel von Transport, mikrobiellen und physikalischen
Umwelteinflussen) auch hier naheliegend. Ebenso wie bei der Intensitait GFAP- und Nox4-
positiver Zellen, war auch hier der Diabetes einziger und somit wahrscheinlich urséchlicher
Unterschied zwischen diabetischen Tieren und SD-Kontrolltieren der zweiwd6chigen
Untersuchungsgruppe. Anders in den Gruppen der vier und acht Wochen
Untersuchungszeitrdume. Hier stammten die Proben der Diabetes-Gruppe wiederum aus der
Ursprungszucht vom MDC und wurde vor dem Nachweis erhohter Belastung durch
Opportunisten an der Charité gehalten (Mai 2019), wohingegen die SD-Kontrolltiere von
JANVIER LABS importiert wurden und tberwiegend der ungeklarten mikrobiellen Situation
im Haltungsbereich ausgesetzt waren. Der Analyse apoptotischer Zellen zufolge, scheint es
dadurch vor allem fur die vier Wochen Kontrollgruppe zu einer erhdhten Belastung gekommen
zu sein. Die TUNEL-Signale sind in dieser Gruppe in allen drei Zellebenen (GCL, INL und
ONL) gut doppelt so hoch wie in den anderen beiden Kontrollgruppen, sodass es fur den
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vierwdchigen Zeitraum keinen eindeutigen Unterschied zu den diabetischen Tieren gibt
(Abbildung 16 und 17 A bis C).

Da mit der TUNEL-Analyse jedoch nur Zellen detektiert werden kdénnen, die sich zum
Zeitpunkt der Praparatfixierung in Apoptose befanden, handelt es sich dabei um eine
Momentaufnahme. Bereits manifestierter Zellverlust wurde aufgrunddessen zusétzlich in HE
gefarbten Sagittalschnitten untersucht. In den daftir analysierten vier und acht Wochen Gruppen
zeigt sich bei den Kontrolltieren in der GCL und der ONL eine ahnlich geringe Zelldichte wie
bei den diabetischen Tieren (Abbildung 18 bis 20). Tendenziell war der Zellverlust in den
Kontrollgruppen sogar hoher. Fur die Ganglienzellen ergab sich ein Unterschied von immerhin
11% weniger Zellen im Sagittalschnitt von nicht-diabetischen Kontrolltieren, verglichen mit
acht Wochen diabetischen TetO-Tieren (Abbildung 19); was auf die gesamte Retina

hochgerechnet einen wesentlichen Verlust bedeutet.

Wie bereits bei der Beschreschreibung vaskulérer Pathologien erwéhnt, unterschieden sich die
mikrovaskuléren GefaRe im tiefen Plexus der SD-Kontrolltiere von denen der diabetischen
TetO-Tiere im Durchmesser (Abbildung 12). Dieser, nicht quantifizierte, qualitative Befund
aus den Flatmount-Préparaten, konnte ein weiterer Hinweis auf retinal degenerative
Verénderungen sein. Verglichen mit den Proben der TetO-Tiere, wirkten die GeféalRe bei den
SD-Kontrolltieren der vier und acht Wochen Untersuchungszeitrdume einen auffallig
schmaleren Durchmesser zu haben. In den Proben der TetO-Tiere konnte ein vergleichbar
geringer GefaRdurchmesser im tiefen GeféRplexus nur vereinzelt und erst nach achtwochiger
Diabetesdauer ausgemacht werden. Da es sich hierbei jedoch um einen Zufallsbefund handelt,
fehlt eine spezifische Farbung die einen zugrundeliegenden Perizyten- und Endothelzellverlust
hatte verifizieren kénnen (sinnvoll ware hierfir die Farbung mit dem Perizytenmarker NG2

oder die Farbung apoptotischer Endothelzellen Gber Propidiumiodid).

Einen weiteren Zufallsbefund lieferten die Sagittalschnitte, die fir die verschiedenen
immunhistochemischen Férbungen verwendet wurden. Hier konnte ich in den Préaparaten von
Kontrolltieren besonders viele Stellen ausmachen, in denen sich zwischen den Photorezeptor-
AuRensegmenten runde Locher gebildet hatten (Abbildung 21). Eine mogliche Erklarung fir
dieses Phanomen, ist die Vacuolisierung von Membranlipiden, wenn es zu einer vermehrten

Degeneration von Photorezeptor-AulRensegmenten kommt.

Die Ergebnisse der Beurteilung von degenerativen Merkmalen, fugt sich in den Kontext der
bisher diskutierten Ergebnisse und steht im Einklang mit dem Wissenstand Uber das

Zusammenspiel inflammatorischer, oxidativer und apoptotischer Prozesse.
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Ein weiterer Faktor, der bei den Kontrolltieren zu einer stiarkeren Akzentuierung der Faktoren
beigetragen hat, die zu einer Retinadegeneration gefuhrt haben, kénnte der geringere Schutz
vor hellem Licht gewesen sein. Denn wie bereits geschildert, lag die einwirkende Lichtintensitat
im Haltungsbereich tiber dem empfohlenen Wert und es ist bekannt, dass Albinotiere wegen
fehlender Pigmentierung (auch im Referenzbereich) zusatzlich vor Licht geschitzt werden
mussen. Da die Verabreichung von Doxycyclin die Unterbringung in 1VC-Ké&figen oder im
Scantainer erforderte, waren die diabetischen Tiere unbeabsichtigt besser vor Licht geschditzt.
Erhohter Zellverlust durch erhohten photooxidativen Stress bei den Kontrollgruppen ware
denkbar, da sie (aus Platzgrinden) nahezu tber die gesamte experimentelle Dauer im offenen
Regal standen. Meinen Messungen zufolge waren sie dadurch, je nach Regalposition, der
Raumbeleuchtung von 380 — 800 Lux ausgesetzt.

In Praferenz- und Vermeidungstests wurde gezeigt, dass Albinoratten schon Bereiche ab einer
Helligkeit von 25 Lux meiden. Hohe Lichtintensitaten schranken ihre Aktivitdtsmuster ein und
bedeuten demzufolge Stress fur die Tiere. Fir Lichtintensitdten tber 60 Lux, wurden

schadigende Auswirkungen auf die Retinae von Albinoratten nachgewiesen*% 13,

Allerdings scheint bei der Frage nach dem Grenzwert der Lichtintensitét, die einen Schaden
hervorrufen kann, entscheidend zu sein, unter welchen Lichtverhaltnissen die Ratten
aufwachsen®®?, Ein Argument, das dafiirspricht, die experimentellen Bedingungen aller
experimentellen Gruppen von der Geburt bis zum experimentellen Ende gleich zu halten. Um
zu beurteilen, ob und in welchem Ausmal sich dieser systematische Unterschied zwischen den
diabetischen Tieren und den entsprechenden Kontrolltieren ausgewirkt hat, wéren vor allem
zusétzliche Informationen tber die Beleuchtungssituation bei JANVIER LABS erforderlich.
Sollten die Tiere im Zuchtbereich bei JANVIER LABS besser vor Licht geschiitzt aufgezogen
worden sein, ist durch den Wechsel in einen helleren Haltungsbereich von einem grof3eren

Schaden auszugehen, als wenn die Tiere seit ihrer Geburt hellem Licht ausgesetzt waren.

6.3 Genetisch bedingte Pathologien
Die transgene TetO-Rattenlinie wurde 2009 am MDC generiert und wird seitdem in diesem
Zuchtbereich gefuhrt. Dabei verbleiben die Zuchttiere des Stammes bis zu einem Alter von
sechs Monaten im Haltungsbereich. Meinen Recherchen zufolge gab es dabei seit Bestehen der
Linie, bis heute (Dezember 2022), kein Tier, bei dem ein Tumor aufgefallen ist. Wie ich jedoch
im Nachhinein (ber die Charité interne Datenbank PyRat) feststellen konnte, entwickelten die
Jungtiere der TetO-Linie nach dem Embryotransfer, in der Zucht der FEM,
tberdurchschnittlich hdufig Tumore (mit einer Haufigkeit von mindestens 7,5%, was, laut dem
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Tierschutzbeauftragten, ber der festgelegten Grenze liegt). Im Zuchtbereich der FEM blieb
diese Haufigkeit allerdings unbemerkt und so wurde, auch auf Ruckfrage, Uber keine
Auffalligkeiten berichtet. Andernfalls héatte sich aus diesem gehduften Auftreten von Tumoren

schon 2019 ein erster Hinweis auf einen Gendrift ableiten lassen.

Aus Studien wie der Datenanalyse zu spontanen Neoplasien bei Kontroll-Versuchstieren von
BASF ist bekannt, dass Auszuchtstdmme wie SD-Ratten (die den genetischen Hintergrund der
TetO-Linie bildeten) anfallig fur einen sogenannten Tumordrift sind und es dadurch innerhalb

dieser Stamme zu einer steigenden genetisch bedingte Tumorpradisposition kommen kann®°.

Wie sich die Haufigkeit des Auftretens von Tumoren innerhalb der TetO-Linie entwickelte, als
aus einigen der TetO-Tiere vom FEM bei JANVIER LABS ein neuer Substamm aufgebaut
wurden, lasst sich ruckblickend nicht mehr nachverfolgen. Allerdings konnte ich feststellen,
dass die TetO-Tiere, die aus der Zucht bei JANVIER LABS hervorgingen, ein deutlich
nervoseres Verhalten zeigten. Sie waren auffallend angstlich und schreckhaft, was das Handling
im Versuch erschwerte. Dass diese Anderung des Phanotyps stressbedingt durch den Transport
induziert wurde, kann ich mit groBer Wahrscheinlichkeit ausschlieRen, da die importierten SD-
Tiere aus derselben Zuchtanlage diese Auffalligkeit nicht zeigten, obwohl sie zeitgleich
denselben Weg zuriickgelegt hatten. Dass ein gedndertes Angstverhalten genetisch bedingt und
somit ein Hinweis auf einen Gendrift innerhalb eines Stammes sein kann, darauf verweist der
Ausschuss fur Genetik und Labortierzucht der GV-SOLAS. Neben genetischer Kontamination
und differenzieller Fixierung residualer heterozygoter Gene, kann hier eine spontane Mutation
im Genom inzlichtiger Stamme vorliegen.*® Der Fachinformation Gber Substimme von
Inzuchtstdmmen, die der Ausschuss fir Genetik und Labortierzucht verdffentlich hat, ist
dariiber hinaus zu entnehmen, dass es nicht selten vorkommt, dass ,,verschiedene Mutationen
unter Vernachlassigung der Stamm- oder Substammzugehorigkeit der Ausgangsvarianten in
einer Linie zusammengekreuzt werden, sodass die neu entstehenden Mehrfach-Mutanten (iber
keinen definierten und standardisierten genetischen Hintergrund mehr verfigen.« In diesem
Zusammenhang wird deshalb auf die enorme Wichtigkeit einer korrekten Stamm- und
Substamm-Nomenklatur sowie einer akkuraten Zuchtdokumentation hingewiesen**. Fiir die
verwendete TetO-Linie und deren Substdmme kann ich diesbeziiglich weder in PyRat, noch in
den vorliegenden Dokumenten eine entsprechende Anderung der Nomenklatur feststellen (fiir
die Linie wurde sowohl nach dem Embryotransfer, als auch nach der Umsiedlung zu JANVIER
LABS und der spateren Riickkreuzung auf einen neuen SD-Substamm durchgehend der Name
der Ursprungszucht vom MDC verwendet).
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Okul&r wiesen die Versuchstiere verschiedene Anomalitaten auf, die sich nur schwer durch den
induzierten Diabetes, durch eine erhohte bakterielle Belastung oder als Praparationsartefakt
erklaren lassen. So tauchten in den Sagittalschnitten von den SD-Kontrolltieren und den
diabetischen TetO-Tieren auffallig h&ufig Stellen mit einer desorganisierten Struktur der
nukledren Schichten auf (Abbildung 22). Auch ohne eine statistische Auswertung, wurde
deutlich, dass diese Anomalien mit einer tberdurchschnittlichen Haufigkeit auftraten. Da es
sich bei SD-Ratten auch um die meistverwendete Linie handelt, die als Kontrolltiere fir
Toxizitatsstudien eingesetzt wird, ist aus Erhebungen bei tausenden SD-Tiere die Inzidenz
bekannt, mit der spontane mikroskopische Lasionen in den Augen dieser Linie auftreten. Laut
einem dazu veroffentlichten Ubersichtsartikel von Charles River, treten nicht-neoplastische
Hintergrundbefunde wie Falten oder Rosettenbildung der Retina bei SD-Ratten mit einer
Inzidenz von 1,64% nur sehr selten auf'*3, Eine nicht in dieser Arbeit enthaltene Studie kam zu
dem Ergebnis, dass es bei SD-Weibchen am héaufigsten zu solchen Missbildungen kommt. Aber
auch hier traten Auffalligkeiten wie Falten oder Rosettenbildung der Retina nur mit einer

maximalen Haufigkeit von 2,7% auf!34,

Fur die verschiedenen immunhistochemischen Farbungen innerhalb des Projektes wurden von
mir insgesamt nur 30 Augen verwendet. Zudem habe ich pro Tier nur eines der beiden Augen
als Sagittalschnitt begutachtet. Trotzdem hauften sich Ansammlungen ektoper Zellen und
andere Missbildungen der Zellkernebenen, die (wenn man von einer maximal 2,7%igen
Inzidenz ausgeht) bei der Untersuchung beider Augen von insgesamt mindestens 37 Tieren,

hdchstens einmal hatten auffallig werden dirfen.

Wodurch es zu dem gehauften Auftreten solcher Netzhautdysplasien kam, konnte nicht geklart
werden. Der Proliferationsmarker Ki67 liel? sich in den betroffenen Arealen nicht nachweisen,
was gegen neoplastische Veranderungen spricht. Auch konnte ich in den betroffenen Arealen
keine erhohte Apoptose im TUNEL Assay beobachten. GFAP gefarbte Sagittalschnitte lieferten
allerdings Hinweise darauf, dass eine Migration GFAP-positiver Zellen innerhalb dieser
Bereiche stattgefunden hatte. In den Zufallsbefunden, in denen ich so etwas beobachten konnte,
zeigten sich Uberzdhlige Zellebenen (iber und unterhalb der ONL und stark verkirzte
Photorezeptor-AuBRensegmente (Abbildung 22). Anhand der Ausschnitte dieser Farbungen war
fir mich schwer zu beurteilen, ob es, unter Umstanden bedingt durch die ektopen Zellen, in
diesen Arealen zu einer Netzhautablosung gekommen war. Die, nur noch als Fragmente
vorhandenen, Photorezeptor-AuRensegmente erinnerten jedoch stark an histologische Bilder
solcher Befunde!®>13’, Es ware moglich, dass es sich bei den GFAP-positiven Zellen um
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Miillerzellen handelte, welche auf die starke Schédigung der Photorezeptor-AuRensegmente
reagierten*®. Bezliglich auslosender Faktoren lieRen sich in der Literatur wenige Anhaltspunkte
finden. Es gibt Mauslinien (wie beispielsweise die rd7 mutierte Linie), bei denen ahnliche
Befund als vererbbarer genetischer Defekt auftreten kénnen und bei Ratten liel3en sich derartige
Veranderungen durch Nahrstoffmangel wahrend der fétalen Periode oder durch perinatale
Verabreichung von Toxinen induzieren. In den meisten Féllen bleibt die Ursache fir derartige

Netzhautdysplasien jedoch unbekannt'%,

Neben der Auflosung der physiologischen Struktur der retinalen Zellkernebenen bei SD- und
TetO-Tieren, konnte ich in den Proben der TetO-Tiere vereinzelt tumorahnliche Auftreibungen
der GCL feststellen, in denen Gefdlle ausgemacht werden konnten (Abbildung 23). Zudem
zeigten einige Flatmount-Praparaten der TetO-Tiere, korrelierend mit den Gefallen des oberen
Gefallplexus, in der Ebene der GCL, signalintensive Aggregate der Isolectin-Féarbung
(Abbildung 13). Zu dem Zeitpunkt, als ich diese Zufallsbefunde machte, waren bereits alle
Sagittalschnitte dieser Areale anderweitig verbraucht, sodass ich keine dieser Anomalitaten auf

den Proliferationsmarker Ki67 testen konnte.

Wie bereits erwéhnt, stellte ich bei der TetO-Linie, fir die dokumentierte Zeit nach dem
Embryotransfer, eine erhdhte Tumorrate fest. Ob die Befunde aus den Sagittalschnitten in
Verbindung mit denen der Flatmount-Préparate stehen und ob es sich bei diesen retinalen
Befunden ebenfalls um Tumore handelt, konnte ich abschlielend nicht eindeutig klaren. ES
lassen sich keine Modelle mit Beschreibungen derartigen Anderungen der GCL finden. Aus der
Klinik beschriebene Tumore, wie beispielsweise Hamartome, kdnnen allerdings die Gefalie
oder das Gliagewebe der Retina betreffen'. Hier lassen sich Fallberichte finden, in denen die

Lasionen in der Bildgebung optischer Koharenztomografien Ahnlichkeiten aufweisen#-14°,

Da die Anomalien der GCL von mir nur in den Proben der diabetischen TetO-Tiere ausgemacht
werden konnten, ware eine weitere mogliche Erklarung, dass es sich dabei um sogenannte
Cotton-wool Spots handelt. IThr Name leitet sich von watteartigen Verschattungen des Fundus
ab, die hdufig bei Menschen mit Diabetes oder Bluthochdruck diagnostiziert werden kénnen.
Ursache isolierter Cotton-wool Spots ist eine Ischdmie der Nervenfaserschicht, nachdem die
Durchblutung der INL durch einen akuten fokalen Verschluss einer retinalen Arteriole gestort
wurde.** 147 Wie ich im vorherigen Kapitel beschrieben habe, lieRen sich in den Proben diverse
pathologische Veranderungen des retinalen Geféal3systems finden, welche auch eine Ischamie
der Nervenfaserschicht hervorgerufen haben konnten. Fir Cotton-wool Spots im Tiermodell
lassen sich (genau wie fir Hamartome) keine Beschreibung finden. Verfligbar sind hier
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histopathologischen Bilder aus Sagittalschnitten von humanen Proben, welche Ahnlichkeit mit
den Befunden aus den diabetischen TetO-Tieren aufweisen'*®11, Cotton-wool Spots sind in
der Klinik ein mogliches Symptom der friihen DR, welches nach spontaner Auflésung atrophes
Gewebe hinterlisst'#’. Die Befunde mdglicher Cotton-wool Spots aus dem Projekt, stammen
von zwei und vier Wochen lang diabetisch gehaltenen TetO-Tieren. Dabei handelte es sich um
die Untersuchungszeitpunkte, welche als Modell der friihen DR in diesem Projekt neu gewahlt
wurden. Als die diabetischen TetO-Tiere erstmals als Modell der DR eingesetzt und nach vier
bis funf Wochen Diabetes untersucht wurden, lie3en sich solche Verédnderungen der GCL nicht
nachweisen. Es wurde festgestellt, dass die Anzahl der GC signifikant reduziert war. Dartber
hinaus wiesen die TetO-Tiere signifikant mehr stenotische Gefélle und markante Venen mit
abnormal groBem GefaRkaliber im tiefen mikrovaskuldren Plexus auf. Diese pathologischen
Merkmale der Gefalmorphologie und atrophen Veranderungen der GCL, koénnten im
Zusammenhang mit einer fortgeschrittenen Pathologie zurlickgebildeter Cotton-wool Spots

stehen, die sich nur zu den Untersuchungszeitpunkten einer frihen DR nachweisen lie3en.
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7 Zusammenfassung

Der Ausgangspunkt meiner Arbeit war ein Projekt, das einen Teilaspekt der Pathomechanismen
im Anfangsstadium der DR aufkldren sollte. Die Haupthypothese lautete, dass die
Stoffwechsellage des Typ 2 Diabetes bei retinalen Zellen die erhohte Expression von Nox4
induziert. Fur die Testung der Hypothese sollte untersucht werden, ob ein Anstieg der Nox4
Aktivitat den pathologischen Veranderungen einer DR vorangeht und somit die Pathogenese

verursacht.

Als Modell des Typ 2 Diabetes dienten transgene TetO-Ratten. Dass sich dieses Modell fiir
Untersuchungen der DR eignet, wurde gut sechs Jahre zuvor (2017) in einer engen Kooperation
unserer AG und der AG Bader vom MDC gezeigt. Fir diese Charakterisierung wurden damals
die Augen von TetO-Ratten untersucht, welche aus der Zucht des MDCs stammten. Dafr
wurden die Tiere am MDC gehalten und als Kontrollen gleichaltrige SD-Ratten verwendet,
welche aus demselben Zuchtbereich stammten und dem genetischen Hintergrund der
transgenen Rattenlinie entsprachen. Demzufolge verblieben bei dem Projekt alle Versuchstiere
von der Geburt bis zum Exitus in demselben Haltungsbereich, bevor die Augen fur die
Untersuchungen an das CVK geholt wurden. Die Ergebnisse, die 2017 durch diese Kooperation
publiziert werden konnten, sprachen dafur, dass es sich bei den TetO-Ratten um ein
vielversprechendes neues Modell der DR handelt. Denn wie unsere AG damals nachweisen
konnte, flihrte die Gabe von Doxycyclin auch in der Retina zu einem signifikanten Knockdown
des Insulin-Rezeptors, wodurch sich nach vier bis funf Wochen aufrechterhaltener
Hyperglykamie, vaskulare, inflammatorische und degenerative Symptome einer DR ausgeprégt

hatten.

Die Vorzige des Modells sollten genutzt werden, um nun die Rolle von Nox4 bei der
Pathogenese einer DR zu erforschen. Fur dieses Vorhaben wurde eine eigene TetO-Zucht
aufgebaut. Daflr wurden aus der Grinderpopulation vom MDC, Tiere in den
Quarantanebereich der Charité-internen Zucht der FEM transportiert. Nach der dortigen
Verpaarung konnte, tiber den Embryotransfer von drei Nachkommen, eine neue Population im
Zuchtbereich der FEM gegrindet werden. Als sich diese neugegriindete Kolonie noch in der
Aufbauphase befand, wurden fir die Versuche TetO-Ratten aus der Griinderpopulation vom
MDC genutzt. Im zweiten Jahr des Projektes, konnten parallel auch Tiere aus der neuen TetO-
Zucht des FEM abgerufen werden. Dies war jedoch nur fiir kurze Zeit moglich, da die Kolonie
aufgrund von BaumalRnahmen zu JANVIER LABS nach Frankreich verlegt werden musste.

Somit wurden Uber den Verlauf des Projektes TetO-Ratten aus drei unterschiedlichen
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Zuchteinheiten genutzt. Als Wildtyp-Kontrollen wurden Tiere aus einem neuen SD-Substamm
bezogen. Sie stammten nicht aus dem Substamm vom MDC, aus dem die TetO-Linie
hervorging, sondern von JANVIER LABS und entsprachen demnach nicht mehr dem

genetischen Hintergrund der TetO-Griinderpopulation.

Die Tiere mussten fiir die Versuche allesamt importiert werden. Hierbei gab es, durch die
Nutzung verschiedener Zuchteinheiten, systematische Unterschiede zwischen den diabetischen
TetO-Tieren und den SD-Kontrolltieren, welche sich auf die Versuche auswirkten. Denn
wahrend nur 18% der verwendeten TetO-Proben von Tieren aus der Zucht von JANVIER
LABS in Frankreich stammten, wurden die Kontrolltiere zu 100% aus dieser Zucht importiert.
Da JANVIER LABS zu den groBten kommerziellen Zuchtbetrieben in Europa gehort, ist
anzunehmen, dass in den Zuchtbereichen besonders hohe Hygienestandards eingehalten
werden. Darauf deuten auch die Gesundheitszeugnisse hin, welche keinen einzigen positiven
Befund aufweisen. (Die Gesundheitszeugnisse unserer Versuchstiere konnen auf Riickfrage hin
eingesehen werden.) Bei dem Zuchtbereich am MDC handelt es sich hingegen um einen
experimentellen Zuchtbereich, welcher dhnliche Hygienestandards aufweist, wie unser
experimenteller Haltungsbereich. Demnach durfte es fur die Tiere von JANVIER LABS eine
groRere Umstellung sein, sich im experimentellen Haltungsbereich der Charité zu
akklimatisieren, als fur die TetO-Tiere vom MDC, die eine gewisse mikrobiologische Vielfalt
gewohnt waren. Hinzu kommt, dass der Transportweg (und somit der Transportstress) fiir die
Tiere von JANVIER LABS aus Frankreich bedeutend langer war als fur die TetO-Tiere vom
MDC, die lediglich innerhalb von Berlin transportiert wurden.

Im Projektverlauf zeigten die Tiere von JANVIER LABS eine deutlich erhohte Anfélligkeit fur
die infektiose Besiedlung mit Opportunisten, die zu schwerwiegenden Organschaden fuhrten,
welche sich vor allem im respiratorischen- und Urogenital-Trakt manifestierten. Bei
mikrobiologischen Analysen (durch GIM), wurden hochgradig Proteus mirabilis, Escherichia
coli und Klebsiella oxytoca isoliert, was fur ein massiv gestortes Gleichgewicht der
physiologischen Besiedlung spricht. Der Abstand von sieben bis vierzehn Tagen, zwischen der
Lieferung der Tiere und dem Auftreten erster Krankheitssymptome, spricht dabei eindeutig fur
eine Immunsuppression der Tiere und Infektionen durch erstmaligen Antigenkontakt in unserer
Haltung. Bis zu dem vermehrten Auftreten solcher Erkrankungen bei unseren SD- und TetO-
Tieren von JANVIER LABS, zeigten Versuchstiere von JANVIER LABS im Haltungsbereich
der Charité keine vergleichbaren Auffalligkeiten. Ein Unterschied zu anderen AGs, welche
denselben Haltungsbereich nutzen und ihre Tiere teilweise ebenfalls von JANVIER LABS
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beziehen, bestand in der experimentellen Verabreichung eines Antibiotikums, welches bei
unseren TetO-Tieren Diabetes induziert. Da dies der einzige ersichtliche Unterschied ist, muss
rickblickend in Betracht gezogen werden, dass dies zu einem vermehrten Aufkommen
antibiotikaresistenter Bakterien im Haltungsraum fuhrte, der fir Tiere von JANVIER LABS
das kritische MaR Uberstieg.

Wahrend des Projektes standen alle Verantwortlichen (die Projektleiterin, die
Tierschutzbeauftragten und das LaGeSo) in engem Austausch und waren von Anfang an
intensiv um eine Losung der aufgetretenen Probleme bemiiht. Da die experimentelle Gabe von
Doxycyclin zu einer scheinbaren Besserung der Symptome fiihrte, einigte man sich, dass meine
Experimente unter Vorbehalt fortgefiihrt werden sollten, bis weitere Ldsungen gefunden
werden. Doch wie die projektbezogenen Analysen spater zeigten, wirkte sich die systemische
bakterielle Belastung bei Tieren von JANVIER LABS (100% der SD, 18% der TetO) auf die
Augen aus, wodurch sich die Pathomechanismen einer DR in den gewonnenen Proben nicht

untersuchen lieRen.

Dartiber hinaus waren in den Augenpraparaten Anomalien sichtbar, welche die Frage
aufwarfen, ob sich der genetische Phénotyp der TetO-Linie, seit der letzten Verwendung fir
ophthalmologische Untersuchungen, mdglicherweise geédndert hat. Erstes Indiz, war die
uberdurchschnittliche Haufigkeit von Stellen in den Sagittalschnitten, welche eine
desorganisierte Struktur der nukledren Schichten aufwiesen. Die Haufigkeit, mit der ich nicht-
neoplastische Hintergrundbefunde wie Falten oder Rosettenbildung finden konnte, betrug dabei
ein Vielfaches der tblichen Inzidenz, die fir SD-Tiere mit 1,64% bis maximal 2,7% angegeben
wird. Als die TetO-Linie gegen Ende der Projektlaufzeit bei JANVIER LABS auf deren SD-
Substamm (aus dem unsere Kontrolltiere stammten) zurlick gekreuzt wurde, verstarkte sich der
Umfang der retinalen Missbildungen bei den TetO-Tieren. (Aufgrund dieser Ergebnisse wurde
die Zucht bei JANVIER LABS Ende 2022 eingestellt, Tiere aus riickgekreuzten
Zuchtpopulation kamen fur das Projekt nicht zum Einsatz.) Die Ursache einzeln auftretender
Netzhautdysplasien kann haufig nicht gekléart werden. Es gibt jedoch Versuchstier-Linien (wie
beispielsweise die rd7 mutierte Mauslinie), bei denen &hnliche Befunde wie bei unseren
Versuchstieren als vererbbarer genetischer Defekt auftreten. Neben der gehduften Auflésung
der physiologischen Struktur der retinalen Zellkernebenen (bei unseren SD- und TetO-Tieren),
konnte ich in den Proben der TetO-Tiere vereinzelt tumoréhnliche Auftreibungen der GCL
feststellen. R&umlich korrelierend, zeigten einige Flatmount-Préparaten der TetO-Tiere,
entlang der GefaRe des oberen GefaRplexus innerhalb der GCL, signalintensive Aggregate der
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Isolectin-Férbung. Ob es sich bei diesen Befunden um Tumore handelte (wie beispielsweise

Astrozytare Hamartome) konnte ich abschlieRend nicht klaren.

Als ich aufgrund der Befunde Recherchen anstellte, konnte ich jedoch feststellen, dass die
Jungtiere unserer TetO-Linie, nach dem Embryotransfer in den Zuchtbereich der FEM, mit
einer H&ufigkeit von mindestens 7,5%, Uberdurchschnittlich haufig Tumore entwickelten.
Diese Haufigkeit liegt Gber der festgelegten Grenze der FEM und ist fur die TetO-Linie, aus
denen unser Substamm hervorging, untypisch. In den dreizehn Jahren zuvor, in denen die
Grunderpopulation ausschlieRflich am MDC gezichtet wurde, ist laut Aussagen des
Pflegepersonals kein einziges TetO-Tier durch einen Tumor auffallig geworden. Da dieser
Anstieg der Tumorh&ufigkeit wahrend meines Projektes unbemerkt blieb, gab es erst sehr viel
spater erste Anhaltspunkte flr einen moglichen Gendrift innerhalb der TetO-Linie. Wie sich
die Tumorinzidenz der TetO-Linie weiterentwickelte, als die Zucht von der FEM zu JANVIER
LABS ausgelagert wurde, I&sst sich nicht nachvollziehen. Als jedoch die ersten TetO-Tiere aus
der neu hochgezogenen Zuchtkolonie von JANVIER LABS bezogen wurden, konnte ich
feststellen, dass diese TetO-Tiere auffallend &ngstlich und schreckhaft waren. Der Ausschuss
fir Genetik und Labortierzucht der GV-SOLAS verweist darauf, dass ein geadndertes
Angstverhalten genetisch bedingt und somit ein Hinweis auf einen Gendrift innerhalb eines
Stammes sein kann. Da die Zuchtkolonie fiir die Umsiedlung abermals aus wenigen Tieren neu
hochgezogen werden musste, erhéhte sich das Risiko, dass sich wahrend dieser Zeit eine

spontane Mutation im Stamm-Genom fixieren konnte.

Dass die steigende Mutationslast mit der Zeit zu einer Anderung des Phanotyps von
Inzuchtstdammen fuhren kann, wird bei der Verwendung von Inzuchtstammen leicht
unterschatzt. Da sich nicht alle homozygot in einer Kolonie fixierten Spontanmutationen als
eine augenscheinliche Anderung des Phanotyps duBern, kann die genetische Stabilitat nur durch
die Sequenzierung der Kolonie und den Vergleich mit dem Referenzgenom der
Ursprungskolonie verifiziert werden. Ohne eine solche Sequenzanalyse konnen Anderungen im
Genom der Kolonie unerkannt gravierende Auswirkungen haben. Um Abweichungen des
genetischen Phanotyps im Laufe eines Projektes auszuschlielen, wird deshalb (neben
zichterischen PraventionsmalRnahmen und Kontrollen) auch von der Verwendung mehrerer
Substdmme einer Inzuchtlinie abgeraten (zu denen auch Populationen z&hlen, die zwischen der
20. und 40. Generation von der Ausgangspopulation rdumlich getrennt gehalten werden). In

Auszuchtstammen, zu denen die verwendeten SD-Tiere zdhlen, kdnnen sich auftretende
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Spontanmutationen ebenfalls etablieren. Zudem ist in diesen Linien das Risiko einer genetisch

bedingt steigenden Tumorprédisposition hoher als bei Inzuchtstdammen.

Meine Arbeit basierte auf der Annahme, dass sich in dem TetO-Modell der pathologische
Phanotyp der DR reproduzieren l&sst und dass sich das Modell auch dazu eignet, oxidativen
Stress als pathologische Komponente der DR zu untersuchen. Um meine Arbeitshypothese zu
testen, dass unter Hyperglykamie und Hyperinsulinamie die Uberexpression von Nox4 die
Pathomechanismen einer DR induziert, habe ich Nox4 nach zwei, vier und acht Wochen
Hyperglykdmie auf Proteinexpressionsebene gemessen und Nox4, ROS und
Inflammationsmarker sowie das zeitliche Auftreten assoziierter Pathomechanismen mit
immunhistochemischen Methoden in Sagittalschnitten und Flatmount-Préparaten der Retina
evaluiert. Die Untersuchungsergebnisse, die ich im Rahmen dessen erhoben habe, zeigen bei
den nichtdiabetischen SD-Kontrolltieren von JANVIER LABS, starkere Pathologien, wenn sie
mit Proben diabetischer TetO-Tiere aus der Zucht vom MDC verglichen wurden. Hinweise auf
einen hoheren pathologischen Wert bei diabetischen TetO-Tieren, entsprechend einer DR,
konnte ich nur dann finden, wenn nicht nur die SD-Kontrolltiere, sondern auch die TetO-Tiere
aus der Zucht von JANVIER LABS importiert wurden.

Meine Auswertungen, bei denen ich, entsprechend dem Modell und der Arbeitshypothese, ein
hoheres Level oxidativen Stresses bei diabetischen TetO-Ratten erwartet hatte, zeigten keinen
wesentlichen Unterschied zwischen diabetischen TetO-Tieren und nicht-diabetischen SD-
Kontrolltieren. Bei der Messung der Menge an Nox4 Uber ein ELISA Assay, gab es die grofite
Ubereinstimmung in der Gruppe, in der sowohl die Kontrolltiere als auch die diabetischen
TetO-Tiere aus der Zucht von JANVIER LABS importiert wurden und nach zweiwdchiger
Experimentdauer untersucht wurden. Fir den Untersuchungszeitraum vier und acht Wochen
Diabetes, stammten die TetO-Tiere aus der Zucht vom MDC. Bei ihnen zeichnete sich eine
abfallende Menge an Nox4, mit zunehmender Dauer der Doxycyclin-Verabreichung und
Diabetesdauer ab. Bei den SD-Kontrolltieren, mit denen die diabetischen Tiere verglichen
wurden, zeichnete sich eine gegenlaufige Tendenz ab. Hier stieg die Konzentration an Nox4, je
langer die Tiere nach dem Absetzen des Doxycyclins weiter im Haltungsraum sal3en. In diesen
SD-Kontrollgruppen lag die im ELISA gemessene Menge an Nox4 hoher als bei den
diabetischen TetO-Tieren. Die immunhistochemischen Farbung von Nox4, bei denen die
Proben des zweiwdchigen Untersuchungszeitraumes ebenfalls allesamt von JANVIER LABS,
fiir die vier und acht Wochen Untersuchungszeitraume aber lediglich die SD-Kontrolltiere von
JANVIER LABS stammten, bekréftigten die Befunde der ELISA-Messung. Die
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Intensitatsmessung der Farbung von ROS, zeigte in Ubereinstimmung mit dem Nachweis an
Nox4 ebenfalls bei den SD-Kontrolltieren fiir den vierwdchigen Untersuchungszeitraum héhere
Werte, im Vergleich zu vier Wochen diabetischen TetO-Tieren aus der Zucht am MDC.

Diese Bild, zog sich durch alle weiteren geplanten Untersuchungsparameter der DR. Die in dem
Modell gezeigten proinflammatorischen Merkmale einer DR, die bei TetO-Tieren nach vier bis
finfwochiger Hyperglykamie im Vergleich zu SD-Kontrolltieren am MDC erhéht waren,
konnten nicht reproduziert werden. Bei meiner erneuten Anwendung des Modells, mit Tieren,
die in die Haltung der Charité importiert wurden, wiesen die Flatmount-Préparate von
nichtdiabetischen SD-Kontrolltieren von JANVIER LABS, im Vergleich zu vier und acht
Wochen diabetischen TetO-Tieren die vom MDC importiert wurden, eine deutlich héhere
Anzahl Ibal-positiver Phagozyten auf. Innerhalb dieser Zellpopulation fand ich bei den SD-
Kontrolltieren zudem einen wesentlich htheren Anteil aktivierter mononukledrer Phagozyten,
was fir eine Rekrutierung systemischer Monozyten spricht. Mullerzellen und Astrozyten, die
neben den Phagozyten friih inflammatorische Prozesse anzeigen, wurden in Sagittalschnitten
gefarbt. Hierfur standen fur den zweiwdéchigen Untersuchungszeitraum Proben von TetO-
Tieren aus der Zucht von JANVIER LABS zur Verfiigung, die im Vergleich zu den Proben von
SD-Kontrolltieren aus derselben Zucht, eine qualitativ starkere GFAP-Reaktivitat zeigten. Beli
den Proben langerer Diabeteszeitrdume, die von TetO-Tieren aus der Zucht am MDC stammten
und mit den Kontrolltieren-Proben von JANVIER LABS verglichen wurden, zeigte sich ein
ahnliches Bild wie bei der Farbung von Nox4; bei den TetO-Tieren schwachte das GFAP-
Signal mit der Doxycyclin-Gabe und Diabetesdauer ab, wahrend es sich bei den Kontrolltieren
intensivierte, je langer die Tiere nach Absetzen des Doxycyclins in unserem Haltungsraum
sallen. Zusammengenommen sprechen diese Ergebnisse fur einen von der Herkunft und
Importstrecke abhéngigen proinflammatorischen Einfluss, der sich starker auswirkte als die

experimentell induzierte Hyperglykamie tber einen vier bis achtwdchigen Zeitraum.

Da Astrozyten und Miillerzellen mit ihren Endful3fortsdtzen die retinalen GefaRe umgeben und
zusammen mit Perizyten und Endothelzellen funktionell die neurovaskulére Einheit bilden, hat
ihr Aktivitatsstatus direkte Auswirkungen auf das mikrovaskuldre System der Retina. Dies
spiegelt sich bei der Betrachtung der Gefamorphologie in meinem Probenmaterial wider. In
den Sagittalschnitten der Augen von SD-Kontrolltieren und diabetischen TetO-Tieren aller
Untersuchungszeitraume, fand ich innerhalb der GCL Gefalie mit auffallig groRem Kaliber, die
uber dem Sehnerv hdufig auch tber die GCL hinaus in den Glaskorper wuchsen. Bei Proben
von SD-Kontrolltieren waren die groBkalibrigen GeféRe innerhalb der GCL von GFAP-
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positiven Zellen umgeben und die GefaRstrukturen im Glaskorper hatten sich, im Vergleich zu
den Proben von TetO-Tieren, mit einer grofReren Haufigkeit gebildet. Meiner Einschatzung
nach, handelt es sich bei diesen Befunden um eine hypoxisch bedingte GeféaRdilatation
innerhalb der GCL, welche entweder die Persistenz hyaloider GefalRe oder eine
Neovaskularisation in den Glaskorper hervorgerufen hat. Diese These wird durch meinen
Nachweis von Erythrozyten-Konglomeraten innerhalb retinaler GefaRe und Ansammlungen
ausgetretener Erythrozyten im Gewebe gestltzt. Anhand Isolectin gefarbter Geféle in
Flatmount-Praparaten zeigte sich ein weiterer Unterschied der Gefalimorphologie von SD-
Kontrolltieren und diabetischen TetO-Tieren. Die Gefélie, welche die INL versorgen, hatten bei
den SD-Kontrolltiere einen deutlich geringeren Durchmesser. Da Gliazellen an der
sauerstoffabhangigen Regulation des GefalRdurchmessers beteiligt sind, und fiur diese Zellen
bei den SD-Tieren ein hdherer Aktivierungszustand nachgewiesen wurde, ist es wahrscheinlich,
dass dieser Kaliberunterschied die Vasokonstriktion innerhalb der INL von SD-Kontrolltieren
abbildet. Zusammengefasst konnte ich auch die phanotypische GefaBmorphologie der DR in
dem TetO-Modell nicht reproduzieren. Im Gegensatz dazu fand ich bei den SD-Kontrolltieren,
die wir von JANVIER LABS importierten, eine starkere Auspragung pathologischer

Veréanderungen der mikrovaskuléren Strukturen.

Bei der erneuten Anwendung des TetO-Modells bestand ferner das Ziel, auch die (ber
Hyperglykamie erhdhte Apoptose retinaler Zellen bei TetO-Tieren zu reproduzieren. Denn bei
den zuvor durchgefuhrten Versuchen am MDC, konnte gezeigt werden, dass die TetO-Tiere
nach ca. vier Wochen Diabetes signifikant weniger Ganglienzellen als nicht-diabetische SD-
Tiere aufweisen. Da jedoch oxidative und inflammatorische Prozesse jeglichen Ursprungs
Apoptose induzieren, wurde auch dieser Teilaspekt wahrend meiner Versuche nicht
ausschlieBlich durch Hyperglykdamie und Hyperinsulindmie geprégt. Die beobachteten
apoptotischen Veranderungen wurden mutmalilich durch die Konstellation anderer Faktoren
stark beeinflusst.

Mein Apoptose Assay in Sagittalschnitten zeigte zwar teilweise mehr apoptotische Zellen bei
diabetischen  TetO-Tieren, dieser Unterschied war aber hauptséchlich in  der
Untersuchungsgruppe auszumachen, in der sowohl die SD-Tiere als auch die TetO-Tiere aus
der Zucht von JANVIER LABS importiert wurden. TetO-Tiere, die vom MDC importiert und
mit nicht-diabetischen SD-Tieren von JANVIER LABS verglichen wurden, zeigen nach vier
Wochen Hyperglykamie keine eindeutige Erhéhung apoptotischer Zellen im Vergleich zu ihren
Kontrollen. Im Gegensatz dazu waren unter den Proben der SD-Tiere dieser Gruppe aufféllig
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viele Praparate, die aufgrund flachenhafter Apoptose nicht ausgewertet werden konnten. Die
letztendlich auswertbare Apoptoserate bei diesen Tieren, war innerhalb aller Zellebenen
doppelt so hoch wie in den anderen Kontrollgruppen. Nach achtwdchiger Hyperglykéamie
befanden sich bei den TetO-Tieren vom MDC mehr Zellen in der GCL und der INL in
Apoptose, im Vergleich zu ihren Kontrollen, die aus der Zucht von JANVIER LABS importiert

wurden.

Die Auswertung des manifestierten Zellverlustes in HE-gefarbten Schnitten zeigte, dass bei den
Kontrolltieren der vier und acht Wochen Kohorte weniger Ganglienzellen erhalten waren. Das
Defizit gegenlber diabetischen TetO-Tieren vom MDC betrug nach vier Wochen 8% und nach
acht Wochen 11%. In der der ONL zeigten die SD-Tiere einen ahnlichen manifestierten Verlust
an Photorezeptorzellen wie die diabetischen TetO-Tiere vom MDC, der mit zunehmender
Haltungsdauer in unserem Tierstall stieg. Diese Befunde weisen darauf hin, dass im TUNEL
Assay weniger apoptotische Zellen detektiert werden konnten, weil es bereits vor dieser
Momentaufnahme zu einem groReren Zellverlust bei den SD-Kontrolltieren gekommen sein

Mmuss.

In Anbetracht der Steigerung apoptotischer Prozesse, ware es auch denkbar, dass die GefaRe
innerhalb der INL von SD-Kontrolltieren nicht verengt, sondern azellular waren. Da es sich um
einen Zufallsbefund handelte, konnten dies nicht mehr durch spezifische Farbungen verifiziert
werden. Ein weiterer Zufallsbefund, der aus meiner Sicht auch ohne spezifischere Farbung auf
eine gesteigerte Degeneration zurtickzufthren ist, waren kreisrunde Locher, die sich innerhalb
der Photorezeptor-Aullensegmenten von vor allem SD-Tieren gebildet hatten. Ein
Erklarungsansatz fur dieses Phanomen, ist die Vacuolisierung von Membranlipiden, wenn es

zu einer vermehrten Degeneration von Photorezeptor-Auensegmenten kommt.

Die Tatsache, dass vermehrt Anzeichen fur degenerative Prozesse bei den SD-Tieren gegentiber
den diabetischen TetO-Tieren zu beobachten waren, hat mich dazu veranlasst, die
Lichtverhdltnisse in unseren Haltungsrdumen zu messen. Denn bei diesem Aspekt, birgt
(insbesondere bei der Arbeit mit Albinotieren) dieser haltungsbedingte Faktor ein besonderes
Risikopotenzial, die Ergebnisse durch eine lichtinduzierte Erh6hung des photooxidativen
Stresses zu beeinflussen. Die fir Haltungen maximal zuldssige Lichtintensitét (<325 Lux), liegt
weit Uber dem Praferenzbereich von Nagetieren (welcher fir Albinotieren bei nur unter 25 Lux
liegt). Laut meinen Messungen wurde der maximal zuldssige Grenzwert deutlich tberschritten,
ohne dass fir die Tiere zusétzliche Schutzvorkehrungen getroffen wurden. Aus Platzgriinden
gab es bei diesem Risikofaktor einen systematischen Fehler zwischen den diabetischen
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Gruppen und den Kontrollgruppen. Denn aus arbeitssicherheitstechnischen Griinden, durfte die
Doxycyclin-Gabe nur in 1VC-Ké&figen oder Scantainern erfolgen. Dadurch, dass bei den SD-
Tieren das Doxycyclin nach einer Woche wieder abgesetzt wurde und sie anschlie3end wieder
umgesetzt werden mussten, waren die diabetischen Tiere, welche Uber die gesamte
experimentelle Phase Doxycyclin verabreicht bekamen, besser vor der zu hellen
Lichteinwirkung im Haltungsraum geschitzt. Fir die Tiere in den Ublichen Haltungsregalen,
lag die Lichteinwirkung, je nach Regalposition in einem Bereich zwischen 380 und 800 Lux.
Ob die SD-Kontrollgruppe des vier Wochen Untersuchungszeitraumes maoglicherweise an
einem ungunstigen Platz mit besonders hoher Lichteinwirkung stand, lasst sich rickwirkend
nicht nachvollziehen, bezogen auf die Ergebnisse im Apoptose Assay wére es jedoch eine
mogliche Erklarung.

Die Ublichen Haltungsbedingungen, die auf die normierte Erfillung der Grundbedirfnisse
ausgerichtet sind, gewahren den Tieren wenig Ressourcen fir Resilienz. Daher ist es umso
wichtiger, zusatzliche Stressfaktoren in der Haltung zu vermeiden. Bei der Durchfiihrung
meiner Arbeit konnten zusétzliche Stressfaktoren, wie ein unginstiges Raumklima, zu hohe
Larm- und Schallpegel und eine zu hohe Lichtintensitat, nicht vermieden werden. Die Tiere
waren in unterschiedlichem Umfang Bedingungen ausgesetzt, auf die sie sensibel reagieren. Da
es diesbezlglich auch systematische Unterschiede zwischen den Gruppen gab, ist eine
zusétzliche Verzerrung der Ergebnisse durch solche nicht experimentell induzierten
Stressfaktoren nicht auszuschlielen. Verbesserte Haltungsbedingungen, die den Modelltieren
aller Untersuchungsgruppen im gleichen Umfang zugutekommen, kénnten die interne Validitat
und die Reproduzierbarkeit der Experimente erhéhen.

Das Hauptfazit meiner Arbeit lautet, dass sich das TetO-Modell bei den von mir beschriebenen
Anderungen der experimentellen Durchfiihrung nicht nutzen lasst. Im Gegensatz zu einer
unproblematischen Anwendung mit diabetischen TetO-Tieren und nicht-diabetischen SD-
Kontrolltieren, die aus dem gleichen Zuchtbereich kommen und diesen Bereich nicht verlassen,
entwickelten importierte Tiere aus Bereichen mit unterschiedlichen Hygienestandards in
Kombination mit der nicht-therapeutischen Verabreichung von Antibiotika, schwerwiegende
systemische Bakteriosen. Darlber hinaus kann die TetO-Linie sowie die SD-Linie von
JANVIER LABS aufgrund ihres phénotypischen Zustandes fiir ophthalmologische
Untersuchungen bis auf Weiteres nicht genutzt werden. Durch die Ver6ffentlichung meiner
Arbeit mochte ich das Problembewusstsein fur Einflussfaktoren durch Genetik, Herkunft und

Haltung von Versuchstieren erhohen.
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