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1. Einleitung

1. Einleitung

Das Elektroretinogramm (Abb.1) ist die Aufzeichnung von elektrischen Spannungs-
schwankungen, die man nach Belichtung der Netzhaut, zwischen Auge und Schlafe
ableiten kann. Die Methode ist klinisch und als Methode zur Forschung etabliert. Sie
beruht auf der elektrischen Antwort zahlreicher neuronaler und nicht-neuronaler
Zellen in der Netzhaut auf den Lichtreiz und ermdoglicht Rickschlisse auf die
funktionelle Integritat und die Physiologie der Netzhaut bzw. einzelner ihrer
Elemente. Die Begrinder des Elektroretinogramms sind Holmgren (1870), sowie
Dewar (1877) und McKendrick ( 1873).

Der 1/ 2 ki/lki AMOG-Mausstamm (siehe unten) entstand durch genetische
Modifikation der Na, K-ATPase, um deren Funktion ndher zu charakterisieren. Bei
der Untersuchung der M&use wurden Aul3er einer Degeneration der Netzhaut keine
weiteren phanotypischen Abnormalitaten festgestellt(1).

Die Na, K-ATPase ist eine ubiquitar vorhandene lonenpumpe innerhalb der
Plasmamembran (1). Biochemisch ist Sie eine ATPase, d.h. ein Enzym, das unter
Energieverbrauch Adenosintriphophat in Adenosindiphoshat und Phosphat spaltet.
Sie reguliert den Fluss von Natrium- und Kaliumionen durch die Plasmamembran
und beeinflusst so durch Verdnderung von lonengradienten Zellaktivitaten wie Grol3e
und Volumen (1). Weiterhin erméglicht Sie im Rahmen der Reizleitung im ZNS, die
Entstehung von Aktionspotentialen in Nervenzellen (1). Weitere Aufgaben sind
sekundar aktivierte Transportsysteme, wodurch die Aufnahme von z.B.
Kohlenhydraten im Duodenum erméglicht wird (1).

Die Na, K-ATPase ist ein Heterodimer (1). Sie bestentaus 3 -( 1, 2und 3)und
3 -Untereinheiten ( 1, 2 und 3). Die -Untereinheit umfasst die katalytischen und
die Transportaktivitaten der ATPase (1). Die Rolle der -Untereinheit ist noch nicht
abschlieBend geklart. Die benannten Untereinheiten der Na, Ka-ATPase zeigen ein
spezifisches Verteilungsmuster im Organismus.

Die 1-Untereinheit ist in allen Geweben vertreten. Die 2-Untereinheit ist
hauptséachlich in der Sklettmuskelatur, Herz sowie im Gehirn und die 3-Untereinheit
ist nur im Herzen und Gehirn vertreten (1).

Die 1-Untereinheit kommt fast im gesamten Nervengewebe vor, speziell in
Neuronen und Astrocyten (1). Die 2-Untereinheit der Na, Ka-ATPase findet man
Uberwiegend in Gliazellen vom ZNS, in Koérnerzellen der Kleinhirnrinde sowie in
Photorezeptoren der Netzhaut und die 3-Untereinheit in der menschlichen
Plazenta (1).

1987 beschrieb Antonicek (36), dass die 2-Untereinheit der Na, Ka-ATPase als
Haftungsmolekll auf Gliazellen des ZNS (Adhesion Molecule on Glia = AMOG)
vorkommt. So vermittelt sie die Haftung zwischen Neuronen und Astrocyten (1).

In Vitro Versuche von Miller-Husmann et al. 1993 (35) wiesen darauf hin, dass nur
die 2-Untereinheit, jedoch nicht die 1-Untereinheit der Na, Ka-ATPase, das
Nervenwachstum fordert (1). Gloor konnte zeigen, dass ein monoklonaler Antikorper
gegen die 2-Untereinheit die Haftung von Neuronen an Astrocyten blockiert (1).
Hieraus resultierte eine gesteigerte Aktivitat der Na, K-ATPase von Astroyten.

Es wird angenommen, dass die Funktionen der 2-Untereinheit Zellerkennung,
lonentransport und die Steuerung des lonenmilieus sind (1).



1. Einleitung

Die 32-0-Mutant-Mause , welche die 32 Untereinheit nicht besitzen, zeigen 15 Tage
nach der Geburt fehlende motorische Koordination. Weiterhin zeigen die Mause
Lahmungen und einen Tremor der Extremitaten (1). Sie sterben am 17. und 18. Tag
nach der Geburt. Die morphologische Analyse des Zentralnervensystems von 17
Tage alten 2-0-Mutant-Mausen ergab das Vorhandensein von vergrél3erten
Herzkammern und verdickten Astrocyten im Hirnstamm, Thalamus und dem
Ruckenmark. Zusatzlich hierzu, wurden degenerierende Photorezeptoren in der
Netzhaut gefunden (1). Diese morphologischen Abnormitaten fihrten zu dem
Schluss, dass sie entweder durch die Abwesenheit der Pumpaktivitdt bzw. der
Haftungsfunktion oder durch beide Defekte verursacht werden (1).

Um zwischen diesen Mdglichkeiten unterscheiden zu kdnnen, entstanden Uber
homologe Rekombination von embryonalen Stammzellen, die 2/ 1-ki/ki-Mause,
auch AMOG-Mause genannt. In diesen Tieren wurde die 2-Untereinheit durch die
1-Untereinheit ersetzt (1).

Im Gegensatz zu den 2-0-Mutant-Mausen, haben die AMOG-Mé&ause eine normale
Lebensspanne und zeigen sowohl in der Motorik als auch in der Morphologie des
ZNS keinerlei Auffalligkeiten (1). Dartber hinaus haben die AMOG-Mause, im
Vergleich zu den 2-0-Mutant-M&usen eine geringer ausgepragte Dystrophie von
Photorezeptoren. Das macht sie fir die Augenheilkunde interessant, da die
Netzhautdegeneration mittels Elektroretinographie ndher charakterisiert werden
kann. Durch das Elektroretinogramm (ERG) lasst sich ggf ein vorhandener Defekt
auf die einzelnen Netzhautebenen eingrenzen. Durch ERG-Verlaufsuntersuchungen
kann die zeitliche Entwicklung der Funktionsstérung beschrieben werden (3-7).

1.1 Aufgabenstellung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die elektroretinografische Charakterisierung
der 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mause. Die retinale Phanotypisierung der AMOG-Mause
erlaubt es, ihre Netzhautverdnderungen als Modell fir menschliche
Netzhautdystophien zu nutzen. Dartber hinaus ist es denkbar, durch die
Charakterisierung dieses Mausmodells die Rolle der Na-K-ATPase fir
Netzhautfunktion beim Menschen und ihre mdgliche Relevanz fur humane
Netzhautdystrophien zu erkennen. Die erblichen Netzhautdystrophien beim
Menschen umfassen eine Vielzahl von Erkrankungen, die sich hinsichtlich ihres
zugrunde liegenden Gendefekte, ihrer Funktionsstérung sowie ihrer phénotypischen
Erscheinung unterscheiden.

Es stellt sich die Frage, ob es Hinweise gibt, dass die Na-K-ATPase eine Rolle bei
erblichen Netzhautdegenerationen des Menschen spielt. Schlie3lich soll versucht
werden, die Rolle der Na-K-ATPase flr die Netzhautfunktion besser zu verstehen..
Aus dieser Aufgabenstellung entwickeln sich folgend e Fragen:

1) Welche qualitativen und quantitativen Unterschie = de der Netzhautfunktion
lassen sich durch elektrophysiologische Untersuchu ngen zwischen 2/ 1-
ki/ki-AMOG-Mause und 2/ 1+/+-OLA-Mause (Kontrollen) darstellen?

2) Welche Rolle spielt die Ersetzbarkeit der 2-Untereinheit durch die 1-
Untereinheit der Na-Ka-ATPase in der Retina?

3) Wie lassen sich die histologischen und elektrore tinographischen Befunde
deuten?
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2. Material und Methoden

2.1 Anatomie der Netzhaut und neurale Sig nalverarbeitung

Das Licht wird in der Netzhaut von Wirbeltieren durch zwei verschiedene
Rezeptorsysteme verarbeitet. Die sehr lichtsensitiven Stabchenrezeptoren
ermoglichen das Sehen bei geringer Lichtstarke und die Zapfenrezeptoren sind flr
das Sehen bei Licht hoherer Intensitat, wie zum Beispiel das Tageslicht,
verantwortlich. Beide Rezeptoren der Retina reagieren auf Lichtreiz mit einer
Hyperpolarisation.

Diese beruht auf der Aktivierung des Sehfarbstoffes Rhodopsin, welcher sich in den
AulRensegmenten der Rezeptoren befindet. Das Aktivierte Rhodopsin reagiert mit
einem G-Protein, dem Transducin. Dabei wird GDP- zu GTP-Transducin katalysiert.
Aktiviertes Transducin (GTP*T) wiederum aktiviert die Phosphodiesterase
(GTP*T*PDE), die cycliches GMP (cGMP) zu GMP hydrolysiert . Die damit
einsetzende Abnahme der cGMP-Konzentration, verursacht das Schlie3en von
lonen-Kandlen in der Zellmembran der Aul3ensegmente.

R
GDP*T
PDEi
f
GTP*T*PDE
Phosphodiesterase aktiv
Belichtung Zunahme bei Dunkelheit
Natrium—-Kanale s;hliersen Natriumkanéle durch Anwesemheit von cGMP offen

Hyperpoldrisation Depola;sation

Abb. 1: Phototransduktion
R= Rhodopsin; R*= aktiviertes Rhodopsin; GDP= Guano sindiphosphat;
T= Transducin; GTP= Guanosintriphospha t; PDEi= inaktivierte Phosphodiesterase ;
PDE-= aktivierte; Phosphodiesterase; G MP= Guanosinmonophosphat
cGMP: cycliches Guanosinmonophosphat
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Das Ergebnis ist eine Hyperpolarisation der Rezeptoren und eine reduzierte
Ausschittung des Transmitters Glutamat an den Synapsen. In Dunkelheit sind diese
lonen-Kandle durch die Anwesenheit von cGMP offen. Die Folge sind Depolarisation
und Freisetzung des Transmitters Glutamat. In der darauffolgenden
Signalverarbeitung unterscheiden sich beide Photorezeptoren der Retina
voneinander (Abb. 1).

Zwanzig bis hundert Zapfen bilden Synapsen mit drei bis fiinfzehn On- bzw. Off-
Bipolarzellen, die wiederum jeweils mit einer On- bzw. Off-Ganglienzelle verbunden
sind (Abb. 2a/b). Aufgrund verschiedener Chemorezeptoren an den Synapsen
reagieren die beiden Bipolarzelltypen auf den Transmitter Glutamat mit
unterschiedlicher elektrischer Antwort. Es kommt zur Depolarisation von On-
Bipolarzellen, da die Anwesenheit von Glutamat an den metabotropen Rezeptoren
(mGIuR6) der Synapsen zum Schlul3 von Kationen-Kanélen an ihrer Zellmembran
fuhrt.

Bei Off-Bipolarzellen jedoch trifft Glutamat auf ionotrope Rezeptoren in den
Synapsen (iGIuR) und bewirkt die Offnung von Kationen-Kanalen an der
Zellmembran. Sie geben somit das Signal der Photorezeptoren gleichsinnig weiter
und hyperpolarisieren.

Wahrend also die Erregung der Zapfen schon durch die Bipolaren eine OFF/ON-
Differenzierung erfahrt, welche direkt zu den OFF- bzw. ON-Ganglien weitergeleitet
wird, erreicht die Erregung der Stabchen Uber metabotrope Glutamat-Rezeptoren
die Stabchen-Bipolaren (=ON-Bipolare), und Uber vor allem zwei Amakrinzelltypen
(All und A17) die OFF- bzw. ON-Ganglienzellen (Abb. 2a/b; 3).

Eine einzelne ON-Ganglienzelle erhalt somit neben den Signalen von 3 bis 15
Zapfen-ON-Bipolaren die Signale von 5 All-Amakrinzellen (Abb.2b), welche uber
etwa 100 Stabchen-Bipolarzellen mit ca. 21000 Stabchen in Verbindung stehen
(Kleinfeld-ON-Ganglienzelle). In einer einzelnen GroR3feld-OFF-Ganglienzelle
dagegen laufen die Informationen von 250 All-Amakrinzellen zusammen, welche
insgesamt 75000 Stabchen reprasentieren. Dazu kommen Signale von den
Grol3feld-Al7-Amakrinzellen (Abb. 2b), welche in der inneren plexiformen Schicht mit
allen Zellen in Verbindung stehen (29).
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NFL

ILM

Abb. 2a: Schematische Aufbau der Netzhaut (29; 33)
ILM= Membrana limitans interna
NFL= Nervenfaserschicht
G= Ganglienzellen; A= Amakrinzellen;
B= Bipolarzellen = Innere Plexiforme
H= Horizontalzellen; C= Zapfenrezepto
PE= Pigmentepithelzellen

Schicht

M= Millerzellen = Ganglienzellschicht

ren; R= Stébchenrezeptoren = Innere Kdrnerschicht

3'

Chemische
Synapse

B2

Voo
'1
P

—

=" 0OFF-Center-GC

288ée

All

CB

_hemische

Synapse

On-Center-GC

LU

Abb. 2b: Unterschiede in der Erregungsfortleitung zw
R= Stédbchen; C= Zapfen; RB= Bipolarzellen der Stédbche
H= Horizontalzelle; A17/All= Amakrinzelltypen; OCG=

ischen Stabchen und Zapfen(33):

n; CB= Bipolarzellen der Zapfen;
Off-Ganglienzelle; OGC= On-Ganglienzelle
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Abb. 3: Signaltransduktionswege der Stabchenrezepto ren
R= Stébchenrezeptor; C= Zapfenrezeptor;
RDB= depolarisierende Stéabchen-Bipolarzelle; A= Ama  krinzellen;
CHB= hyperpolarisierende Zapfen-Bipolar  zelle;
CDB-= depolarisierende Zapfen-Biopolarze lle
OffG= Off-Ganglienzellen; OnG=0n-Gangli enzellen
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2.2 Das Elektroretinogramm

Das Elektroretinogramm (Abb.4) ist die Aufzeichnung von elektrischen Spannungs-
schwankungen (5; 9), die man bei Belichtung der Netzhaut zwischen Auge und
Schlafe ableiten kann. Es beruht auf der elektrischen Antwort zahlreicher neuronaler
und nicht-neuronaler Zellen(5; 8; 9) in der Netzhaut auf den Lichtreiz.

Bei Helladaptation der Netzhaut (photopisches ERG) prift man die Zapfen-Funktion
und bei Dunkeladaptation (skotopisches ERG) die Stadbchen-Funktion.

a

ar
Reiz

Abb. 4: Schematische Abbildung der ERG-Kurvenkompon enten al, a2, b,cundd

Durch deren radiare Anordnung innerhalb der Retina und der darauf basierenden
Richtung der transretinalen Ilonenstrome entstehen Feldpotentiale von
charakteristischem, polyphasischen Verlauf.

Im normalen ERG unterscheidet man verschiedene Abschnitte, die zeitlich auf
einander folgen, namlich die A-, B-, C-, und D-Welle (Einthofen1908).

Der Ursprung der A-Welle liegt im Bereich der Photorezetoren. Sie lasst sich in
einen schnelleren Anteil a; sowie einen langsameren Anteil a, unterteilen.

Die Zapfenrezeptoren, die schneller reagieren, sind fur den Anteil a; und die
Stabchenrezetoren, die langsam adaptieren, fur den Anteil a, verantwortlich.

Die folgende positive B-Welle reprasentiert die Aktivitat der den Photorezeptoren
nachgeschalteten Bipolarzellen. Auf die B-Welle folgt die langsamere positive
C-Welle, deren Verlauf die Aktivitat des Pigmentepithels wiedergibt. Die D-Welle
stellt eine Off-Antwort der Bipolarzellen und wahrscheinlich auch der
Photorezeptoren dar, die jedoch erst nach langandauernden Lichtreizen erkennbar
wird(10; 11).

10
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Amplitude

p FastPIl

Abb. 5: Kurvenverlauf des ERGs als Summation von Pl , PIl und PIII (156)

1933 hat Granit erstmals durch invasive Messtechniken (an Katzenaugen) die
originaren Potenziale der verschiedenen Zellgruppen aufgezeigt. Sie werden PI, Pl
und Pl entsprechend der C-, B- und A-Welle genannt. Die PIll-Komponente wird
zusatzlich in zwei Phasen aufgeteilt: schnelles PIII ( fast PIIl) als Rezeptorpotential
fur die A-Welle und langsames PIII ( slow PIIl) als zweite komponente der C-Welle
(Abb. 5). Erst durch die auf3ere Ableitung von Schlafe und Cornea verschmelzen die
Komponenten zu der typischen ERG-Kurvenform.

221 Ursprung der A-Welle

Der Vorgang, der in den Photorezeptoren durch Lichtreiz zu einer Anderung des
Membranpotenzials fuhrt, wird Phototransduktion genannt (vgl. Abb. 5).

Diese also durch Licht generierte PotentialAnderung geht als Kornea-negative PllI-
Komponente ( fast PIIl) in die ERG-Ableitung ein. Die anfangliche maximale
Negativitat wird als ,Leading-Edge“ oder ,A-Wellen-Vorderkante* bezeichnet und
entspricht der Aktivitat der Photorezeptoren.

11
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2.2.2 Ursprung der B-Welle

Lange Zeit sah man in der Aktivitat der Muller-Zellen den Ursprung der B-Wellle, weil
man lhnen zuschrieb, den Anstieg der extrazellularen Kaliumionen-Konzentration zu
bewirken, die nach Lichteinwirkung im Bereich der beiden plexiformen Schichten
beobachtet wurde. Diese Theorie war nicht mehr haltbar:

1. nachdem man Mause untersuchen konnte, denen der metabotrope Glutamat-
Rezeptor mGluR6 an den ON-Bipolaren fehlte. Im ERG dieser Mause fehlte auch die
B-Welle.

2.) Werden die Muller-Zellen experimentell elektrisch blockiert, ist trotzdem eine B-
Welle ableitbar. Heute wird also angenommen, dass die der B-Welle zugrunde
liegenden Feldpotentiale durch depolarisierende Bipolarzellen direkt generiert
werden (29; 32).

Eine wesentliche Funktion der Mllerzellen ist die lonen-Homaoostasis (29; 32).

Sie besitzen wie andere Gliazellen eine hohe Variablitat an spannungsgesteuerten
lonenkanalen. Fur Kalium.bedeutet dies, dass es in Hohe der aulR3eren plexiformen
Schicht einstromen kann (Abb.6), um am inneren Ful3punkt wieder auszutreten.
Innerhalb der Mullerzelle entsteht also ein Strom von Kalium-lonen in Richtung des
Glaskdrpers, was zu einer lokalisierten Depolarisation fuhrt. Im Extrazellularraum
verlauft der lonenstrom in in entgegengesetzter Richtung (Abb. 6).

OLM

OPL

IPL

ILM K+ﬂ

Abb. 6: Schema des lonenfluBes der B-Welle gemal} de r Kalium-Millerzellen-Hypothese (29; 32; 34)
M= Milllerzelle; K *=Kalium; | g= lonenfluR der B-Welle; OLM= Membrana limitans ext  erna;
OPL= AuRere Plexiforme Schicht; IPL=Inne re plexiforme Schicht;
ILM= Membrana limitans interna

12



2. Material und Methoden

2.2.3 Ursprung der C-Welle

a
b
K P
—
m
<o

Ck* : J
PE d
Abb. 7: Modell der Hyperpolarisation des Pigmentepi  thels durch Lichtreiz.

P= Photorezeptor; PE = Pigmentepit hel; tj = Tight junction; K "=Kalium;
Cx" = Kaliumkonzentration (a,b,c,d siehe Text)

4

Die kornea-positive C-Welle ist die Summe eines grof3en positiven Potentials, nach
Granit Pl genannt, und eines kleineren negativen Potentials, nach Granit slow
PI1(12; 13; 34). Die C-Welle stellt die Funktion des retinalen Pigmentepithels dar
und bedarf aufgrund ihrer verzégerten Antwortcharakteristik auf Lichtreize besondere
Ableitungsbedingungen. Die  C-Welle erfordert aufgrund der langen
Aufzeichnungszeit eine stabile Ableitung mit speziellen nicht polarisierbaren
Elektroden, sowie eine DC-Verstarkung bzw. eine sehr niedrigfrequente AC
Verstarkung(14; 34).

Allgemein wird angenommen, dass eine Reduzierung der extrazellularen
Kaliumkonzentration im Bereich der Photorezeptoren das positive Potential des
Pigmentepithels (Pl) sowie das negative Potential der Mdullerzellen (slow PIII)
verursacht (12; 14; 15; 16; 17; 34).

Das Pigmentepithel der Netzhaut ist aufgrund seiner Tight junctions im Zellverband,
welche die apikale retinale von der basalen choroidalen Membran funktionell
separieren, polarisiert (18; 34).

224 Oszillatorische Potentiale

Lichtreize, die eine hohe Intensitat besitzen, verursachen im ansteigenden Schenkel
der B-Welle im ERG vergleichsweise hochfrequent Potentiale, die Oszillatorischen
Potenziale. Diese besitzen eine kleine Amplitude und haben eine Frequenz von
100-160 Hz. Sie werden sowohl durch die Stabchen als auch durch die Zapfen
erzeugt. Der Ursprung der oszillatorischen Potentiale wird in der inneren plexiformen
Schicht vermutet.

13
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2.3 Versuchstiere

PD Dr. Udo Bartsch, Universitats-Klinikum-Eppendorf, Augenklinik, generierte die
R2/R1(ki/ki)-Mause (AMOG-Méause) durch homologe Rekombination der
embryonalen Stammzellen von (32/R31(+/+)-Mausen (OLA-Mause) und dbernahm
auch die Zucht der AMOG-Linie. Die AMOG-Mause stellen die Mutanten und die
OLA-Méause den Wildtyp dar(1; 2). Die Zucht der AMOG-Linie und auch der OLA-
Linie wurde vom Autor weitergeftihrt und ausgeweitet. Die Zucht der R2/R1(ki/ki)-
Mause (AMOG-Mause) sichert einerseits die AMOG-Linie, und andererseits gewahrt
sie eine ausreichend grofRe Anzahl an Versuchstieren fir die folgenden Studien.
Dies machte es mdglich, dass jedes Tier moglichst nur in einer Versuchsreihe
vertreten ist, damit keine Verfalschungen der Ergebnisse durch eine zu grol3e
Belastung der Tiere entstehen kdnnen.

Alle durchgefuihrten Handlungen an und mit den Mausen hielten sich an die
Bestimmungen des deutschen Tierschutzes und an die Richtlinien der ARVO

( The Association for Research in Visual and Ophthalmology) fur das Verwenden
von Tieren in der augenheilkundlichen Forschung und der Forschung auf dem Gebiet
des visuellen Systems. Vor Beginn der Untersuchungen lag ein genehmigter
Tierversuchsantrag vor (Hamburg, Juni 2001, Aktenzeichen: G8151/591-00.33).

Die Haltung der Tiere erfolgte in dem Tierstall des Universitats-Klinikum-Eppendorf's.
Das Klima im Tierstall wurde mit einer Temperatur von 25 Grad Celsius konstant
gehalten. Weiterhin wurde ein 24-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus mit einer

12- stiindigen Hellphase von ca. 300 Lux erzeugt. Das Futter und das Wasser der
Tiere waren standardisiert (ad libitum).

In einem Kafig wurden bis zu 6 Tiere gehalten. Aus diesem Grunde mussten sie
gekennzeichnet werden. Diesem Zweck diente eine chirurgische Cooper-Schere, mit
der die Ohren der Mause mit einer Kerbe versehen wurden.

Bei sehr jungen Tieren wurde eine farbliche Kennzeichnung am Schwanz
vorgenommen, da die jungen Tiere zu klein waren, um sie am Ohr mit einer Kerbe zu
versehen.

2.4 Gerate und Versuchsanordnung

Die ERG-Ableitung erfolgte mit dem Multiliner Vision der Firma Toennies

(97204 Hbéchberg). Im wesentlichen besteht das Gerét aus folgenden Komponenten
(Abb. 8): dem Stimulator, Uber den die Lichtreize auf das Auge einwirken, den
Elektroden am Auge mit dem Verstarker und dem Computer, Giber den sowohl die
Programme der verschiedenen Lichtreizserien gesteuert als auch deren Antworten
aus dem Verstarker tbernommen und ausgewertet werden. Es kamen zwei Formen
von Stimulatoren zum Einsatz, der Ganzfeld- und der LED-Stimulator. Im
Ganzfeldsfeldstimulator, einer weild gefarbten Hohlkugel, wird der Lichtblitz in einen
diffusen Lichtreiz verwandelt, welcher dann im gesamten Gesichtsfeld bzw. auf alle
Netzhautstellen des Auges mit gleicher Intensitat wirken kann. Der LED-Stimulator
dagegen ist eine rote Leuchtdiode, die 0,5 cm vor dem Auge installiert wird und
dieses direkt beleuchtet (34).
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Ganzfeldstimulator

Messelektrode

Verstarker

Referenzelektrode

Schnittstelle
Masseelektrode

RS232

H T o

Lichtquelle

Computer und Peripheriegerate

Abb. 8: Schematischer Versuchsaufbau

Der Ganzfeldstimulator kann Blitzintensitaten von 5*107 bis ca. 900cds/m? bei einer
Blitzdauer von 50usec erzeugen. Durch optische Filter ist es moglich, die Intensitat
um weitere 3 logarithmische Einheiten abzuschwéchen. Die Blitzfrequenz kann
zwischen 0,05 Hz und 100 Hz bei 0,05-Hz- Schritten variieren. Die Potenziale
werden durch einen 2-Kanal-AC/DC- Verstarker verstarkt. Der Messbereichsendwert
reicht von 10 pV bis 50 mV, wobei der Frequenzgang von DC bis 20 KHz reichte.
Uber die Schnittstelle RS232 wird die Verbindung zum PC hergestellt. Die Multiliner-
Visions-Software auf dem PC ermdglicht eine eigene Konfiguration von
Ableitprotokollen und die Archivierung der Versuchsdaten. Uber den Anschluss von
anderen Hardware-Geraten ist es maoglich, die entsprechend gemessenen Kurven
auszudrucken oder Daten mit anderen Programmen auszutauschen.

Der Versuch "Basis-ERG” erfolgte mit den 0.g. Komponenten. Zur Ableitung der C-
Welle des ERG’s ist es erforderlich, langandauernde Blitze zu erzeugen (88). Dazu
musste der Ganzfeldstimulator, mit dem nur Blitze von 50 psec Dauer moglich
waren, durch einen LED-Stimulator (Reti-Strobe®, Roland Consult, Wiesbaden) fur
diese Messung ersetzt werden. Mit diesem Gerat konnte man Blitze von 50 msec bis
zu 300 msec erzeugen. Der Anschluss des LED-Stimulators an das Multiliner-
System erfolgte Uber die Schnittstelle RS232 und liel3 sich dann Gber den Computer
ansteuern.
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2.4.1 Versuchsdurchfiihrung

Wie schon erlautert, wurden die Versuchstiere im zentralen Tierstall gehalten. Zur
Untersuchung mussten sie zunéchst in das elektrophysiologische Labor der
Augenklinik des Universitats-Klinikum-Hamburg-Eppendorf gebracht werden. Dort
wurden die Tiere zur exakten Errechnung der Dosis des Narkotikums gewogen.

Im Anschluss daran, stellte man die betreffenden Tiere in eine Dunkelkammer, um
die Dunkeladaptation zu erreichen. Es wurde eine Dunkeladaptationsphase von 2
Stunden gewahlt, da die Erfahrung gezeigt hatte, dass diese Zeitdauer zur Erzielung
einer maximalen skotopischen ERG-Antwort ausreichend ist.

Um eine Orientierung zu ermdoglichen, wurde der Versuchsplatz des Labors wahrend
der Vorbereitungen sowie der gesamten Dauer der Versuche schwach rot
beleuchtet. Anderes Licht konnte ins Labor nicht eindringen. Zur Dilatation der
Pupillen applizierte man den Mausen nach der Dunkeladaptation in das zu
untersuchende Auge zwei verschiedene Mydriatika. Zuerst einen Tropfen 1%iges
Atropinsulfat (Atropin 1% Dispersa®, Dispersa GmbH, Germering) und eine Minute
spater einen Tropfen 0,5 %iges Tropicamids ( Mydriatikum Stulln®, Pharma Stulln
GmbH, Nabburg). Beide Mydriatika sind Muskarinrezeptor-Antagonisten, wodurch sie
zu einer Entspannung des Musculus Sphinkter pupillae fihren. Tropicamid soll eine
sofortige Wirkung und Atropin eine lang anhaltende Wirkung erzielen.

Ca. 20 Minuten, nachdem die Tropfen appliziert worden waren, erfolgte die Injektion
des Anéasthetikums, welches aus einem Gemisch von Xylazin (Rompun® 2%ig,
Bayer AG Leverkusen) und Ketamin (Ketanest 50®, Parke-Davis) bestand. 4
Minuten spater war die Narkosewirkung zu beobachten. Wahrend dieser Zeit wurde
der Untersuchungsplatz prapariert. Dieser bestand aus einer Holzplatte, welche mit
einem warmen Gelkissen und einigen Lagen Zellstoff gepolstert war. Nach der
Akinese wurden die Mause in Bauchlage auf dieser Platte gelagert, und die
Barthaare wurden entfernt, um die Einflisse auf die Messelektrode zu minimieren.
Hiernach erfolgte die Positionierung der Elektroden.

Fur die Messungen sind eine Referenz- und eine Masseelektrode erforderlich. Es
wurden Silber-Nadel-Elektroden verwendet. Der Einstich der Referenzelektrode
erfolgte 2 Millimeter unterhalb des zu messenden Auges. Die Nadelspitze wurde
subkutan, etwa 7 Millimeter kaudal von der Einstichstelle in Position gebracht. Die
Positionierung musste ohne Knochenkontakt erfolgen, da es sonst zur Verfalschung
des ERG’s gefuhrt hatte. Die Masseelektrode wurde zwischen den Ohren, am
Occipitum gestochen und war ebenfalls 7 Millimeter subkutan gelegen. Uber
Leukoplast ® Klebestreifen wurden die Elektrodenkabel in der entsprechenden
Position fixiert.

Eine monopolare Kontaktlinsenelektrode wurde bei Standard-ERG-Ableitung und bei
der Messung der C-Welle als aktive Elektrode eingesetzt. Diese hat einen
Durchmesser von 5 Millimetern. Die konkave Kunststofflinse war transluzent und
besal? einen eingearbeiteten Drahtring von ca. 3 Millimeter Durchmesser an ihrer
Innenflache. Die Kontaktlinsenelektrode ist im Durchmesser um ca. 1mm grof3er, als
der Augapfel der Maus. Die Elektrode wurde mit der Innenflache direkt an das zu
messende Auge gefuhrt. Zur besseren elektrischen Leitféahigkeit wurde zwischen
Auge und Elektrode ein Tropfen Methylcellulose (Methocel-Dispersa, Dispersa®,
Dispersa GmbH, Germering) getropft.
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Abb. 9: Kontaktlinsenelektrode

Die Ableitung der A-Welle machte aufgrund der hohen Blitzintensitaten den Einsatz
einer Fadenelektrode erforderlich, da bei Verwendung der Kontaktlinsenelektrode
Lichtartefakte zu beobachten waren. Auch hier wurde die Elektrode direkt an das zu
untersuchende Auge gebracht, und man positionierte den Faden direkt auf der
Hornhautmitte. Es musste sicher gestellt werden, dass der Faden ansonsten
keinerlei anderen Kontakt mit der Maus erhielt. Hier wurde eine DTL-Elektrode ( nach
Dawson, Trick und Litzkow 1978) eingesetzt. Die DTL-Faser ist eine fein verdrillte,
mit Silber beschichtete Nylonfaser, welche direkt auf die Hornhaut gelegt wird und
dort vollstandig von Tranenfllissigkeit umgeben ist.

Die Holzplatte, auf der die Maus lag, wurde innerhalb der Ganzfeldkugel horizontal
angebracht. Dies erlaubte es, die Messvorrichtung zu platzieren.

Xenon- und Photolichtquelle (innen)

Ganzfeldkugel
—1_ Bildschirm
A\ Maus
\\7_ Elektroden —
A
@ | // Holzplatte
| / — Rechner

Stativ

—

Abb. 10: Schematischer Versuchsaufbau mit der Ganzf  eldkugel

Die Augen der Maus waren dann im Zentrum der Kugel positioniert. Die
Versuchsvorbereitung schloss ab mit der Messung des Ubergangswiderstands
(Impedanz-Messung) zwischen Elektroden und Gewebe (Abb. 10). Hierdurch liel3
sich der Sitz der Elektroden korrigieren bzw. optimieren. Ein Widerstand von 10 KW
darf in der Versuchsanordnung nicht tberschritten werden. Die Ableitung konnte
beginnen, wenn alle Werte und Einstellungen korrekt waren.
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2.5 Datenauswahl

Insgesamt standen der Augenklinik des Universitats-Klinikum-Eppendorf 70
AMOG-Méause und 30 OLA-Mause zur Verfugung. Alle Mause haben jeweils die
Versuche Basis-ERG, Oszillatorische Potenziale, A-Welle, C-Welle und Zapfen
durchlaufen. Aus jedem der beiden Mausstdamme wurden von 5 Tieren
verschiedenen Alters Augen fur die histologische Untersuchung entnommen.

Alter der Mause in Tagen

14 30 60 90 120 150| 360

Tab. 3: Untersuchungszeitpunkte der Basis-ERG-Ablei  tung

25.1 Basis-ERG

Es erfolgten 4 Ableitungen, je zweimal das Protokoll ,Skotopisch 1 und
~Skotopisch 2* (vgl. Tab. 4), welche der Darstellung der skotopischen A- und

B-Welle dienten. Dazwischen wurden jeweils die oszillatorischen Potenziale (OP)
abgeleitet.

Nach einer Abfolge von ,Skotopisch “, ,OP*, erfolgte die Ableitung der photopischen
Antwort. Hierbei wurde eine Hintergrundbeleuchtung von 30cd/m2 eingestellt. Nach
ca. 10 Min Adaptationszeit an die Hintergrundbeleuchtung wurden zuerst mit einer
Frequenz von 30 Hz 15 Blitze mit einer Reizintensitat von 2,5 cds/m2 angeboten und
darauf folgend noch einmal 6 Blitze mit einer Intensitdt von 15 cds/m? bei einer
Frequenz von 1 Hz. Die erhaltenen Potenziale wurden hiernach gemittelt.

Die Blitze waren weil3, ihre Dauer betrug ca. 50 psec. Die Filtereinstellungen des
Verstarkers lagen hier zwischen 1 und 300 Hz.

Im Anschluss an die Ableitung des ERG’s ermdglichte die Software des PCs durch
das Positionieren von Markern auf dem Potenzialverlauf einer ERG-Kurve das
Ablesen der Amplitude, sowie der Latenz einzelner Kurvenkomponenten. Die
Amplitude der Oszillatorischen Potenziale ergibt sich aus der Differenz dieser
Messpunkte. Die Messung der Latenzzeit erfolgte zwischen dem Stimulusbeginn und
dem zweiten Messpunkt (Abb. 16).
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Blitzreihenfolge Blitzintensitat/Anzahl/ Frequenz
Skotsgh
1 4xi@ds/m?/ 5/ 0,5Hz
2 1*1Hcds/m2/ 5/ 0,5Hz
3 4*P@ds/m?/ 5/ 0,5Hz
4 1*16cds/m2 / 5/ 0,5Hz
5 4*10cds/m2 / 5/ 0,5Hz
6 1*16ds/m2 / 5/ 0,5Hz
7 16d3/2/0,2Hz
8 2,5 cds/m?2/@,2Hz

Tab. 4: Ableitprotokoll Skotopisch
2.5.2 A-Welle

Die Untersuchung der A-Welle war ebenso wie die der C-Welle eine
Querschnittsuntersuchung. Bis zu einer Intensitat von 30 cds/m2 wurden die Blitze
mit einer Xenon-Lichtquelle generiert. FUr die Registrierung der hdheren
Blitzintensitaten, die der Analyse der A-Welle dienen, kam eine Photoblitzlampe zur
Anwendung. Im Gegensatz zu dem Basis-ERG-Versuch mit 2-stiindiger
Dunkeladaptation erfolgte bei diesem Versuch eine 12-stiindige Dunkeladaptation
vor Versuchsbeginn. Zur Ableitung wurden Lichtblitze in aufsteigender Intensitat
angeboten.

Die elf verwendeten Blitzintensitaten waren:

2,5,7,5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, und 135 cds/m?. Die Blitze mit 2,5 und 7,5
cds/m2 wurden zweimal mit einer Frequenz von 0,05 Hz angeboten und danach
gemittelt. Zwischen jeder Blitzintensitat betrug das ISI 140 Sekunden.

Die ERG-Antwort zeichnete man Uber 40 ms mit einer Auflosung von 512
Kurvenpunkten auf. Der Filterbereich der Verstarkung lag zwischen 1 und 100 Hz.
Die erzielten Potenzialverlaufe wurden im Gegensatz zu normalen ERG-
Auswertungen nicht durch das setzen von Markern ausgewertet, sondern als
Rohkurven einem Analyseprogramm zugefihrt.
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200 V/DIV
0,4 mcds/m2 ")

_—
I _— 1,0 mcds/m? _
W \ 4,0 mcds/m? (lesEe
M 10,0 meds/m? )
M \ 40,0 mcds/m2 A
— e 100,0 mcds/m2

_ \ 1000,0 mcds/m 2
W \ 2500,0 mcds/mz2_J

30ms/DIV

>ie 2 EB

i Reizauslosung + 1. Marker: A-Welle + 2.Marker: B-Welle (EB= Einzelblitze)

Abb. 15: Marker A- und B-Welle des Elektroretinogr amms

Die B-Welle wurde den selben Ableitungskurven entnommen wie die A-Wellen.
Somit galt fir sie das gleiche Ableitungsprotokoll.

2.5.3 C-Welle

Der Ablauf der C-Wellen-Ableitung entsprach dem Schema, wie es bei der Basis-
ERG-Ableitung Anwendung fand. Die Tiere wurden zuerst dunkeladaptiert, erhielten
die Mydriatika, die Anasthesie und die gleiche Lokalisierung der Elektroden. Der
einzige Unterschied im Versuchsaufbau bestand in der Verwendung des Reti-
Strobe® anstelle des Ganzfeldstimulators. Aus diesem Grunde konnte die
Untersuchung auf dem Labortisch erfolgen. An einem Laborstativ wurde an das Reti-
Strobe®, eine rote LED, fixiert und ca. 0,5 cm vor dem zu untersuchenden Tierauge
platziert. Die Laborraumbeleuchtung war fiir die Ableitung der C-Welle dunkel.

Die Lichtreize wurden in aufsteigender Reihenfolge dargeboten. Folgende drei
Blitzintensitaten kamen zur Verwendung: 84, 164 und 252cds/m? bei einer Blitzdauer
von 250 ms. Fir jede Blitzintensitat mittelte man 4 aufeinander folgende Einzelreize
bei einer Blitzfrequenz von 1Hz. Jede Reizintensitat mit vier Einzelreizen wurde
zweimal abgeleitet, sodass insgesamt sechs ERG-Kurven enstanden (vgl. Abb. 16)
(34).
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200 VIDIV

NM/\M

84 cds/m?2

- 164 cds/m? je 4 EB

S
/\/ﬂk/ \W“ 252cds/m?

500 ms/DIV

iReizauslbsung + Marker C-Welle (EB= E inzelblitze)

Abb. 16: C-Wellen Marker des ERG

Die ISI ( Interstimulus- Intervall) betrugen ca. 20 Sekunden und die Messzeit

Betrug pro Blitz 5 Sekunden. Die Verstarkung erfolgte mit einer Filtereinstellung
von 0,08 bis 20 Hz (34). Die Auswertung der C-Wellen Amplitude und Latenz erfolgte
durch das setzen von Markern, wie es bei der Basis-ERG-Untersuchung erfolgte

(Abb. 16).
254 Oszillatorische Potenziale

1 2,5 cds/m 15 Sec
2 2,5 cds/f 15 Sec
Tab. 4a): Ableitprotokoll , Oszillatorische Potenzi ale“. 1Sl = Interstimulus-Intervall
100 V/DIV

. g\//\[\/\/\mmA——MVZSOO mcds/m2 (3 Einzelblitze)

20 ms/DIV
i Reizauslosung + 1. Messpunkt + 2.Messpunkt

Abb. 17: Marker Oszillatorische Potenziale des E lektroretinogramms
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Die Ableitung der Oszillatorischen Potenziale erfolgte zweizeitig
(vgl. Abb. 17; Tab. 4a). Das Ableitprotokoll fur die Oszillatorischen Potenziale
besteht aus 3 Einzelblitze, die jeweils 15 sec andauern.

2.6 Spezielle Auswertungen

2.6.1 Statistische Auswertung des Basis- ER G

Zum Vergleich mehrerer Stichproben, wurde im Basis-ERG-Versuch der Friedman-
Test durchgefuhrt. Der Friedman-Test gilt als ein parameterfreies Verfahren. Er
wurde angewandt, da, auch wenn die Werte in der Population mutmalflich
normalverteilt sind, aufgrund der Messwerte nicht sicher auf eine Normalverteilung
der Parameter geschlossen werden kann. Auch bei vergleichbaren Varianzen
(Varianzhomogenitat) der Messungen der einzelnen Zeitpunkte sind die jeweiligen
Streuungen der Messwerte um ihren Mittelwert (die Standardabweichungen) relativ
grol3. Dieses Verfahren dient dazu, Unterschiede der Messwerte im Verlauf eines
Messzeitraumes herauszuarbeiten (19).

Der Friedman-Test vergleicht mehrere verbundene Stichproben hinsichtlich ihrer
zentralen Tendenz, dient also dem Vergleich der Messwerte jeweils innerhalb eines
Mausstammes. Die Alternativ-Hypothese bei Annahme eines signifikanten
Unterschiedes lautet, es zeigen sich mindestens zwei unterschiedliche Effekte unter
den verglichenen Gruppen (Messzeitpunkten).

Fur jede Intensitat wurde ein isolierter Friedman-Test angewendet.

Grundsatzlich wird im Rahmen der Dissertation eine explorative Datenanalyse
experimenteller Daten durchgefuihrt. Es gilt nicht, eine einzelne im Vorfeld
spezifizierte sowie durch eine Fallzahlplanung validierte Hypothese zu testen,
sondern anhand des Datenpools eine Reihe von Beobachtungen nach
unterschiedlichen Gesichtspunkten miteinander deskriptiv zu vergleichen.

Die P-Werte samtlicher Tests sind zweiseitig kalkuliert und die Interpretation erfolgt
nominal, was bedeutet, dass keine Adjustierung bzgl. des multiplen Testens
stattfindet. Ein einzelnes Ergebnis wird als statistisch signifikant betrachtet, wenn
ein P-Wert < 0,05 (Alpha) vorliegt.

Eine Anpassung des Signifikanzniveaus nach Bonferroni(20; 21) kénnte im Rahmen
des multiplen Testens fiir alle Tests, die im Rahmen der Auswertung des gesamten
Datenpools zur Asnwendung gekommen sind, durchgefihrt werden

(Alpha/n=Anzahl samlicher durchgefihrter Tests bezorgen auf alle Parameter).

Da jedoch aufgrund der grof3en Vielzahl einzelner Tests im Rahmen einer
explorativen Datenanalyse das Signifikanzniveau sehr niedrig werden wirde

(z. B. bei 30 Tests bereits 0,00167), wird in der Regel darauf verzichtet und die
Ergebnisse rein deskriptiv interpretiert. Das bedeutet, wenn ein signifikanter
Unterschied auf der Basis von Alpha = 0,05 vorliegt, welches in den Diagrammen als
F* gekennzeichnet ist, wird dieser Unterschied rein deskriptiv bewertet, also
innerhalb des eigenen Datenpools beschrieben und interpretiert, jedoch aufgrund der
geringen Fallzahl dieses Ergebnis nicht verallgemeinert.
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Es gibt Messungen nach 14, 30, 60 und 90 sowie nach 120, 150 oder 360 Tagen als
Langzeitmessung. Die Ausgangsdaten und die Daten unterschiedlicher spaterer
Zeitpunkte werden miteinander verglichen.

Da nicht alle Messreihen komplett vorliegen, kdnnten grundsatzlich Messzeitpunkte
zusammengefasst werden, z. B. jeweils die frihen Messungen miteinander und die
spaten Messungen. Dies erscheint jedoch nicht sinnvoll, da bereits einzelne dieser
Zeitpunkte sich bei einigen Reizintensitaten voneinander unterscheiden

(siehe z. B. Parameter B-Wellen-Latenz, sowohl innerhalb der AMOG als auch
innerhalb der OLA Gruppe: Tag 14 vs.Tag 30).

Es werden fur alle Parameter einmal alle verfigbaren Zeitpunkte innerhalb der
Gruppen miteinander verglichen und dann stufenweise Zeitpunkte, beginnend mit
den spaten Messungen, ausgeschlossen, um festzustellen, wann eine Anderung
der Potentiale zu beobachten ist.

Fur den Vergleich der beiden Mausstamme miteinander (AMOG vs. OLA) ist der
Mann-Whitney-U-Test verwendet worden. Hierbei vergleicht man die Werte aller
Mause einer Gruppe mit allen Mausen der anderen Gruppe, jeweils bezogen auf die
einzelnen Untersuchungszeitpunkte und fir jede Reizintensitat getrennt. Diese
Methode dient dazu herauszustellen, ob sich Unterschiede bei den Reizantworten
zwischen den AMOG- und OLA-Stamm zeigen.

Die beschriebenen statistischen Methoden beziehen sich auf die Auswertung aller
gemessenen Parameter. Alle Parameter werden anhand der absoluten Messwerte
zwischen den einzelnen Messzeitpunkten, soweit vorliegend, verglichen und
interpretiert, eine Normalisierung der Daten ist nicht angewendet worden.

Um die Daten auswerten zu kénnen und eine statistische Analyse durchfiihren zu
konnen, kam das Softwarepaket “Statistical Package for the Social Sciences”
(SPSS) zur Anwendung.

2.6.2 Statistische Auswertung durch Boxpl  ot-Diagramme

Die Darstellung und Vergleich, sowie die Verteilung von Werten mehrerer Gruppen
(Vergleich AMOG und OLA) erfolgt in Form von Boxplot-Diagrammen, weil Sie sich
hierfur als besonders sinnvoll erwiesen haben.

Der Boxplot (auch Box-Whisker-Plot oder deutsch Kastengrafik ) ist ein Diagramm,
das zur graphischen Darstellung einer Reihe nummerischer Daten verwendet wird.
Er fasst verschiedene Mal3e der zentralen Tendenz , Streuung und Schiefe in einem
Diagramm zusammen. Alle Werte der Funf-Punkte-Zusammenfassung, also der
Median, die zwei Quartile und die beiden Extremwerte, sind dargestellt (28; 30).
Grundsatzlich enthalt ein Boxplot die wichtigsten Parameter einer univariaten
Verteilung:

Ein Box besteht aus einem Rechteck, welches durch das obere und untere Quatrtil
begrenzt wird. Die Box umfasst 50% der Daten. Durch die Lange der Box ist der
Interquartilsabstand ( engl. interquartile range, IQR) abzulesen. Dies ist ein Mal3 der
Streuung, welches durch die Differenz des oberen und unteren Quartils bestimmt ist.
Als weiteres Quartil ist der Median in der Box eingezeichnet, welcher durch seine
Lage innerhalb der Box einen Eindruck von der Schiefe der den Daten zugrunde
liegenden Verteilung vermittelt (28; 30).
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Als ,Whisker “, ,Fuhler* oder ,Antennen” werden die horizontalen oder vertikalen
Linien seitlich ( siehe Abb. 18 ) der Box bezeichnet, durch die die nicht innerhalb der
Box liegenden Werte dargestellt werden. Um mogliche Ausreil3er zu kennzeichnen,
wird die Lange der Whisker auf maximal das 1,5-fache des Interquartilsabstands
(1,5 x IQR) beschrankt. Als Ende der Whisker wird der Wert aus den Daten
dargestellt, der noch innerhalb dieser Grenze liegt. Die Lange der Whisker wird also
durch die Datenwerte und nicht allein durch den Interquartilsabstand bestimmt. Gibt
es keine Werte aul3erhalb der Grenze von 1,5 x IQR, wird die Lange der Whisker
durch den maximalen und minimalen Wert festgelegt. Andernfalls werden die Werte
aulRerhalb der Whisker separat in das Diagramm eingetragen. Von diesen Werten
wird vermutet, dass es sich um Ausreil3er handelt (28; 30).

Ausreil3er , die zwischen 1,5x IQR und 3x IQR liegen, werden als ,milde“ Ausreil3er
bezeichnet und mit einem Kreis O gekennzeichnet.

Die Werte, die Uber 3x IQR liegen, werden als ,extreme” Ausreil3er mit einem
Stern * gekennzeichnet (28; 30).

unterer Median oberer
AusreiBer "“wWhisker" "Whisker"

Abb. 18 : Schematische Darstellung vom Boxplot (28; 30)
Darstellung des Boxplots Uber ein Zahlenstrahl

Ein Boxplot vermittelt einen Eindruck davon, ob eine Verteilung symmetrisch oder
Schief ist. Der wesentliche Vorteil eines Boxplots besteht im raschen Vergleich der
Verteilung in verschiedenen Untergruppen. Ein Boxplot ist eindimensional, so dass
sich leicht mehrere nebeneinander auf derselben Skala darstellen lassen (28; 30).
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2. Material und Methoden

2.7 Histologie

PD Dr. Udo Bartsch ( Zentrum fur molekulare Neurobiologie, Universitat-Hamburg,
Deutschland) tlbernahm die histologische Untersuchung der Netzhaute.

Die Netzhaute der 32/31 knock-in-Mause sind im Alter von 14, 30, 60, 90, 120, 150,
sowie 270 Tagen lichtmikroskopisch und transmissionselektronenmikroskopisch
untersucht worden.

Wahrend tiefer Anasthesie der Mause wurden zur Praparation der Netzh&ute die
Augen der Tiere enokuliert. AnschlieBend wurden die Tiere durch Genickbruch
getotet. Danach erfolgte die Eroffnung der Augen entlang der ora serrata zur
Entnahme des Glaskérpers, sowie der Linse und der Hornhaut. Der verbleibende
Rest des Auges mit noch anhaftender und kompletter Netzhaut wurde darauf in eine
eisgekuhlte Fixierlosung, bestehend aus 2%iger Paraformaldehyd, 2,5 %iger
Glutaraldehyd in einem 0,05-molaren Phosphatpuffer, fir eine Stunde gelegt.

Mit 1%igem Osmiumtetroxid erfolgte eine zweite Fixierung fur 30 Minuten.

Fur die Lichtmikroskopie wurden, die in Epon eingebetteten Netzhéute, durch radiale
halbdinne Schnitte (0,6 um) prapariert und mit Toluidin-Blau gefarbt. Erst die
Anfertigung ultradiinner Schnitte (60 nm) mittels eines Diamanten, machte
transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen mdoglich. Der notwendige
Kontrast der Schnitte, erreichte man durch die Behandlung der Schnitte mit
Uranylacetat und Bleizitrat.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1. Statistische Analyse

3.1.1 A-Wellen-Amplituden
Mausstamm AMOG
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Reizintensitaten : , 100Q mcds/m?
AAMP: 5 6 7 8

Alter in Tagen (AMOG) : 14, 30, 60, 90, 120
Alter in Tagen (OLA) : 14, 30, 60, 90, 360

N : Anzahl der Messungen

Diagramm 1: Boxplots der A-Wellen-Amplituden der Mausstamme AMOG und OLA

O = Ausreiler; = Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
Ordinate (Y-Achse): Amplitude A-Welle (uV)
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3. Ergebnisse

Zur statistischen Analyse der A-Wellenamplituden der AMOG-Mause wurde fir die
Reizintensitdten 1000 und 3000 mcds/m? jeweils ein isolierter Friedman-Test

angewendet (s. Kapitel 2.6.1.), um die A-Welle bei 14, 30, 60, 90 und 120 Tage alten

Tieren zu vergleichen.

Es gibt keine auswertbaren Falle fur die Altersgruppen 120 und 360 Tage

(AAMP 5,6,7,8).

Bei der Intensitat von 10 mcds/m2 (AAMP 5) und von 3000 mcds/m2 (AAMP 8) gibt
es keine gultigen Falle fur die Altersgruppen 90 Tage. Die Statistiken kbnnen fr
diese Altersgruppen nicht berechnet werden und werden daher weggelassen.

Der Friedman-Test ergab signifikante Unterschiede der A-Wellen-Amplitudenwerte
innerhalb des genannten Untersuchungszeitraumes. Und zwar wurde statistisch
deutlich, dass bei 1000 und 3000 mcds/m? die A-Wellen-Amplituden mit dem Alter
der AMOG-Mause signifikant abnahmen (Tab. 5a; 5b).

Als Signifikanzniveau _wurde ein P-Wert < 0,05 festgelegt (20; 21).

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2=7 AMOG
AAMP7_14 bis 120 = A-Amplitude1000mcds/m? ; 14 bis 120 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Méause (N) 8

Chi-Quadrat 10,100

AAMP7_14 4,25 of 4

AAMP7_30 3,50 Asymptotische Signifikanz ,039

AAMP7_60 2,25 Exakte Signifikanz 032

AAMP7_90 2,88 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,002
AAM7_120 2,13

Friedman-Test

Tab. 5a) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 1000 mcds/m?

BEI INTENSITAT : mcds/m2= 8 AMOG
AAMP8 14 bis 60 = A-Amplitude mcds/mz ; 14 bis 60 Tage Alte Mause
Réange Statistik fur Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 16
Chi-Quadrat 7,167
AAMP8_14 2,50 df 2
AAMPE_30 2,08 Asymptotische Signifikanz ,028
AAMP8_60 1,42 Exakte Signifikanz ,027
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,008

Friedman-Test

Tab. 5b) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 3000 mcds/m2.
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3. Ergebnisse

Im Gegensatz zum Friedman-Test wurden fir die Erstellung der Boxplots _ auch
Ergebnisse anderer Altersgruppen herangezogen. Bei der hdchsten Reizintensitat
von 3000 mcds/mz2 standen nur 14, 30, 60 und 120 Tage Alte Mause zur Verfiigung.
Das Diagramm 1 veranschaulicht die genannten Ergebnisse.

3.1.1 A-Wellen-Amplituden

Mausstamm OLA
Bei den OLA-Mé&ausen konnten dem Friedman-Test die Ergebnisse der Altersstufen
von 14, 30, 60, 90 und 360 Tagen zugrunde gelegt werden.
Es gibt keine gultigen Falle fur die Altersgruppe 120 Tage. Die Statistiken kdnnen fur
diese Altersgruppe nicht berechnet werden und werden daher weggelassen.
Es ergaben sich signifikante Unterschiede der Amplituden innerhalb der
Untersuchungszeitraume. Die Tabellen 6a; 6b; 6¢ und 6d zeigen deutlich, dass bei
den hoheren Reizintensitaten (1000 und 3000 mcds/m?) die A-Wellen-Amplituden mit
dem Alter der OLA-Mé&use signifikant abnehmen, was bei einer Reizintensitat von
100 mcds/m? nicht zum Ausdruck kommt (vgl. Diag. 1).

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2= 7 OLA
AAMP7_14 bis 360 = A-Amplitude1000mcds/m?2 ; 14 bis 360 Tage Alte Mause
Statistik fir Test(a)
Rénge
Anzahl der M&use (N) 6
Mittlerer Rang Chi-Quadrat 9,867
AAMP7_14 4,33 df 4
AAMP7 30 4,00 Asymptotische Signifikanz ,043
AAMP7 60 3,67 Exakte Signifikanz ,015
AAMP7 90 2,00 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,007
AAM7_360 1,00 Friedman-Test

Tab. 6a) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitdt 1000 mcds/m?2

BEI INTENSITAT : mcds/m2= 8 OLA
AAMP8 14 bis 360 = A-Amplitude mcds/mz ; 14 bis 360 Tage Alte Mause

RéNnge Statistik fur Test(a)

Anzahl der Mause (N) 6
Mittlerer Rang Chi-Quadrat 9,867
AAMPS8_14 4,33 df 4
AAMP8_30 4,33 Asymptotische Signifikanz ,043
AAMP8_60 3,33 Exakte Signifikanz ,015
AAMP8_90 1,67 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,007

AAMB_360 1,33 Friedman-Test

Tab. 6b) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 3000 mcds/m?
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3. Ergebnisse

3.1.1 A-Wellen-Amplituden
AMOG vs OLA

Der Vergleich der A-Wellen-Amplituden der beiden Mausstamme untereinander,
erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1). Dieser Test ergab, dass
die A-Wellen-Amplituden der AMOG- und OLA-Mé&use sich bei den Reizintensitaten
ab 100 mcds/mz, in allen Altersaltersstufen (14; 30; 60; 90 Tage) signifikant
unterscheiden.

Bei der héchsten Reizintensitat (3000 mcds/m2) war nur die Altersspanne von 14 bis
60 Tagen auswertbar, der Unterschied der A-Wellen-Amplituden aber ebenso
signifikant ( vgl. Tab. 7).

AMOG und OLA

INTENSITAT 100mcds/m? 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,008 ,004 ,002 ,036
INTENSITAT 1000mcds/mj 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,00004 ,0001 ,0001 ,009
INTENSITAT 3000mcds/mj 14 30 60
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,00004 ,0001 ,0005

Tab. 7: Mann-Whitney-U-Test der A-Wellen-Amplituden
(Signifikanzniveau P < 0,05)

Vergleicht man die Boxplots der beiden Mausstamme, ist deutlich zu erkennen, dass
der AMOG-Stamm bei gleicher Reizintensitat und gleichem Alter immer geringere
A-Wellen-Amplituden produziert, als der OLA-Stamm, vor allem bei den
Reizintesitaten ab 1000 mcds/mz (vgl. Diagr. 1).
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3. Ergebnisse

3.1.2 A-Wellen-Latenzen
Mausstamm AMOG
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ALAT: 5 6 7 8

Alter in Tagen (AMOG) : 14, 30, 60, 90
Alter in Tagen (OLA) : 14, 30, 60, 90, 360
N : Anzahl der Messungen

Diagramm 2: Boxplots der A-Wellen-Latenzzeit der Mausstamme AMOG und OLA
O = AusreiBer; = Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
Ordinate (Y-Achse): Latenzzeit A-Welle (ms)
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3. Ergebnisse

Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 60, 90 und 120 Tage Alte AMOG-Méause
untersucht.

Es gibt keine gultigen Falle fur die Altersgruppen 360 Tage. Die Statistiken kdnnen
fur diese Altersgruppen nicht berechnet werden und werden daher weggelassen.
Bei der Intensitat von 10 mcds/m2 (ALAT5) und von 3000 mcds/m2 (ALATS8) gibt es
keine gultigen Falle fur die Altersgruppen 90 Tage und werden daher ebenfalls
weggelassen.

In den Tabellen 8a und 8b wird deutlich, dass bei einer Intensitat von

z.B. 1000 mcds/mz? die A-Wellen-Latenzen, mit dem Alter der AMOG-Mause
signifikant abnehmen. Aus diesen Tabellen wird ersichtlich, dass bei einer
Reizintensitat von 1000 bzw. 3000 mcds/m? die A-Wellen-Latenzen, mit
zunehmendem Alter der AMOG-Mause signifikant abnahmen, wahrend Sie sich
gleichzeitig mit zunehmender Reizintensitat verkirzten. Die Darstellung dieser
Ergebnisse mittels Boxplots in Diagramm 2 zeigt diese Ergebnisse anschaulich.

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2= 7 AMOG
ALAT7_14 bis 120 = A-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 120age Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 8

Chi-Quadrat 10,641

ALAT7_14 3,31 of 4

ALAT7_30 4,00 Asymptotische Signifikanz ,031

ALAT7_60 1,88 Exakte Signifikanz ,024

ALAT7_90 225 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000
ALA7_120 3,56

Friedman-Test

Tab. 8a) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 1000 mcds/m?

BEI INTENSITAT : mcds/m? = 8 AMOG

ALAT8_14 bis 60 = A-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 60 Tge Alte Mause
Statistik fir Test(a)

Range Anzahl der M&use (N) 16
Mittlerer Rang Chi-Quadrat 6,936
df 2
ALATS_14 2,58 Asymptotische Signifikanz ,031
ALAT8_30 1,88 Exakte Signifikanz ,030
ALAT8_60 1,54 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,003

Friedman-Test

Tab. 8b) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 3000 mcds/m?
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3. Ergebnisse

3.1.2 A-Wellen-Latenzen
Mausstamm OLA

Die Tabelle 9a, 9b und Diagram 2 verdeutlichen, dass nur bei den Reizintensitaten

von 1000 und 3000 mcds/m? die A-Wellen-Latenz zwischen dem

14. und 30. Lebenstag signifikant abnimmt.

Fir die Erstellung der Boxplots wurden die A-Wellen-Latenzen verwendet, die am

14., 30., 60., 90. und 360. Lebenstag bei den OLA- Mausen mit Reizintensitaten von
100, 1000 und 3000 mcds/m2 zu erheben waren.

Bei der niedrigsten Intensitat von 10 mcds/m? wurden lediglich 14, 30,60 und 90
Tage alte Tiere einbezogen.

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2= 7 OLA
ALAT7_14 bis 60 = A-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 60 Tge Alte Mause

Réange
Mittlerer Rang

ALAT7 14 2,00
ALAT7_30 1,00

Statistik fur Test(a)
Anzahl der Mause (N) 6
Chi-Quadrat 6,000
df 1
Asymptotische Signifikanz ,014
Exakte Signifikanz ,031
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,031

Friedman-Test

Tab. 9a) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitdt 1000 mcds/m?2

BEI INTENSITAT :

mcds/m2= 8 OLA
ALAT8_14 bis 60 = A-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 60 Tge Alte Mause

Range
Mittlerer Rang

ALATS_14 2,00
ALAT8_30 1,00

Statistik fir Test(a)
Anzahl der Mause (N) 6
Chi-Quadrat 6,000
df 1
Asymptotische Signifikanz ,014
Exakte Signifikanz ,031
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,031

Friedman-Test

Tab. 9b) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 3000 mcds/m2
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3. Ergebnisse

3.1.2 A-Wellen-Latenzen

AMOG vs OLA

Der Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1.) ergab, dass die Latenzen der
A-Welle von AMOG- und OLA-M&ausen bei der Reizintensitat 100 mcds/m2,

am 14. 30. 60. und 90.Tag signifikant differieren (vgl. Tab. 10).
Bei 1000 mcds/mz2 ist dies nur noch am 14., 30. und 60. Tag, und bei 3000 mcds/m?
ist die Signifikanz nur noch bei den jingeren Tieren (14 und 30 Tage alt) feststellbar

(Tab. 10).

Im AMOG-Stamm ist die A-Wellen-Latenz bei allen Intensitaten langer, als bei der

OLA-Linie (vgl. Diag. 2).

AMOG und OLA

INTENSITAT 100mcds/m? 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,003 ,0001 ,0001 ,036
INTENSITAT 1000mcds/mj 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,0001 ,00004 ,0005
INTENSITAT 300(mcds/mj 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,033 ,001

Tabelle 10: Mann-Whitney-U-Test der A-Wellen-Latenzzeit

(Signifikanzniveau P < 0,05)
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3. Ergebnisse

3.1.3 B-Wellen-Amplituden
Mausstamm AMOG
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BAMP: 5 6 7 8
Alter in Tagen (AMOG) : 14, 30, 60, 90
Alter in Tagen (OLA) : 14, 30, 60, 90, 360
N : Anzahl der Messungel
Diagramm 3: Boxplots der B-Wellen-Amplituden der Mausstamme AMOG und OLA

O = AusreiBer; = Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
Ordinate(Y-Achse): Amplitude B-Welle (uV)
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3. Ergebnisse

Bei der Statistischen Analyse der B-Wellen-Amplituden wurde fur jede Intensitat

ein isolierter Friedman-Test angewendet (vgl.Kapitel 2.6.1.).

Als Signifikanzniveau _wurde ein P-Wert < 0,05 festgelegt. (20; 21).

Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 60, 90 und 120 Tage alte AMOG-Mause
untersucht. Es gibt keine gultigen Falle fur die Altersgruppe 360 Tage. Bei der
Intensitat von 3000 mcds/m2 (ALATS8) gibt es keine giltigen Falle fur die
Altersgruppen 90 Tage. Die Statistiken konnen fir diese Altersgruppen nicht
berechnet werden und werden daher weggelassen.Bei der hochsten Reizintensitat
von 3000 mcds/mz gibt es nur fir 14, 30, und 60 Tage alte Mause statistisch
auswertbare Falle. Es ergaben sich signifikante Unterschiede der Amplituden
innerhalb der Untersuchungszeitraume, die in den Tabellen 11a; 11b und 11c
dargestellt sind. Danach nahmen bei den héheren Reizintensitaten von 100, 1000
und 3000 mcds/mz2 die B-Wellen-Amplituden mit dem Alter der AMOG-Mause in allen
Altersabschnitten signifikant ab (vgl. Diag. 3 und Tab. 11a; 11b; 11c).

Zur Erstellung der Boxplots __ konnten nur Daten herangezogen werden, die bis zum
Alter von 90 Tagen erhoben worden waren. Mit der héchsten Reizintensitat von
3000 mcds/m2 wurden nur 14, 30, und 60 Tage alte Mause untersucht (vgl. Diag. 3).

BEI INTENSITAT : mcds/m2=6 AMOG
BAMP6_14 bis 120 = B-Amplitude' ' mcds/m? ; 14 bis 120 Tage Alte Mause

Range Statistik fir Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 9
Chi-Quadrat 10,311
BAMP6_14 3,67
df 4
BAMP6_30 4,11 . N
— Asymptotische Signifikanz ,036
BAMP6_60 2,11 N
Exakte Signifikanz ,029
BAMP6 90
= 2,56 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,001
BAM6_120 2,56

Friedman-Test

Tab. 11a) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei  Reizintensitat 100 mcds/m2

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2=7 AMOG
BAMP7_14 bis 120 = B-Amplitude1000mcds/m? ; 14 bis 120 Tage Alte Mause

Rénge Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 8

Chi-Quadrat 16,800

BAMP7_14 4,13 df 4

BAMP7_30 425 Asymptotische Signifikanz ,002

BAMP7_60 1,63 Exakte Signifikanz ,001

BAMP7_90 2,38 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000
BAM7_120 2,63

Friedman-Test

Tab. 11b) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei  Reizintensitat 1000 mcds/m?
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3. Ergebnisse

BEI INTENSITAT : mcds/m?2= 8 AMOG
BAMPS8_14 bis 60 = B-Amplitude mcds/m? ; 14 bis 120 Tage Alte Mause
. Statistik fur Test(a)
Rénge
) Anzahl der Méause (N) 12
Mittlerer

Rang Chi-Quadrat 8,667

BAMPS8_14 2,50 df 2

BAMP8_30 2,17 | Asymptotische Signifikanz ,013

BAMP8_60 1,33| Exakte Signifikanz ,011

Punkt-Wahrscheinlichkeit ,003

Friedman-Test

Tab. 11c) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei  Reizintensitat 3000 mcds/m?

3.1.3 B-Wellen-Amplituden
Mausstamm OLA

Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 60, 90 und 360 Tage alte OLA-Mause
untersucht. Die Statistiken fur 120 Tage Alte OLA-Mause fehlen komplett, da es fur
diese Altersgruppe keine gultigen Félle gibt. In den Tabellen 12a; 12b; 12c und 12d
wird statistisch deutlich, dass bei allen Reizintensitaten (10, 100, 1000 und 3000
mcds/m?2) die B-Wellen-Amplituden, mit dem Alter der OLA-M&ause signifikant
abnehmen (vgl. Diag. 3 und Tab. 12a; 12b; 12c; 12d).

Hier zeigen der AMOG-und der OLA-Stamm bzgl. der B-Wellen-Amplitude die
gleicheTendenz.

BEI INTENSITAT : mcds/m2=5 OLA
BAMP5_14 bis 360 = B-Amplitude mcds/m? ; 14 bis 360 Tage Alte Mause
Mittlerer Anzahl der Mause (N) 3
Rang Chi-Quadrat 9,867
BAMP5_14 500 pf 4
BAMPS_30 3,00 Asymptotische Signifikanz ,043
BAMPS5_60 3,67  Exakte Signifikanz ,015
BAMP5_90 1.33|  punkt-Wahrscheinlichkeit ,007
BAMS_360 200/ Friedman-Test

Tab. 12a) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei R  eizintensitat 10 mcds/m2
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3. Ergebnisse

BEI INTENSITAT : mcds/m2= 6 OLA
BAMP6_14 bis 360 = B-Amplitude' "' mcds/m? ; 14 bis 360 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der M&use (N) 3

Chi-Quadrat 10,133

BAMP6_14 4,67 of 4

BAMP6_30 2,67 Asymptotische Signifikanz ,038

BAMP6_60 4,33 Exakte Signifikanz ,008

BAMP6_90 1,33 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,003
BAM6_360 2,00

Friedman-Test

Tab. 12b) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei R eizintensitat 100 mcds/m?

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2= 7 OLA
BAMP7_14 bis 360 = B-Amplitude1000mcds/m? ; 14 bis 360 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Méuse (N) 3

Chi-Quadrat 11,467

BAMP7_14 5,00 " \

PAMPT_S0 3.00 Asymptotische Signifikanz ,022

BAMPT_S0 4,00 Exakte Signifikanz 001

SANPT Y 1,33 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,001
BAM7_360 1,67

Friedman-Test

Tab. 12c) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei R eizintensitat 1000 mcds/m?

BEI INTENSITAT : mcds/m2= 8 OLA
BAMPS8_14 bis 360 = B-Amplitude mcds/mz ; 14 bis 360 Tage Alte Mause

Réange Statistik fir Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 3

Chi-Quadrat 9,867

BAMPS8_14 4,33 df 4

BAMP8_30 4,33 Asymptotische Signifikanz ,043

BAMP8_60 3,33 Exakte Signifikanz ,015

BAMPS_90 1,33 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,007
BAMS8_360 1,67

Friedman-Test

Tab. 12d) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei R  eizintensitat 3000 mcds/m?



3. Ergebnisse

3.1.3 B-Wellen-Amplituden
AMOG vs OLA

Der Vergleich der 0.g. Mausstamme untereinander, erfolgte mit dem
Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1.).

Dieser Test ergab, dass die Abnahme der B-Wellen-Amplituden der

AMOG- und OLA-Linie , bei den Intensitaten 10, 100, 1000 mcds/m2,

nur in den Alterszeitpunkten (14; 30; 60; 90) Signifikant sind.

Bei der héchsten Intensitéat (3000 mcds/m?) ist die Signifikanz der
B-Wellen-Amplituden lediglich bei den Alterszeitpunkten (14, 30 und 60) vorhanden
(vgl. Diagr. 3 und Tabelle 13).

AMOG und OLA

INTENSITAT mcds/m? 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,00003 ,00007 | ,00004 ,009
INTENSITAT 100mcds/m? 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,00003 ,00007 | ,00004 ,009
INTENSITAT 1000mcds/mj 14 30 60| 90
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,00004 ,00007 | ,00004 ,009
INTENSITAT 300(mcds/mj 14 30 60
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,00004 ,00007 | ,00004

Tabelle 13: Mann-Whitney-U-Test der B-Wellen-Amplituden
(Signifikanzniveau P < 0,05)
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Ergebnisse

3.14

B-Wellen-Latenzen
Mausstamm AMOG
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Diagramm 4: Boxplots der B-Wellen-Latenzzeit der Mausstamme AMOG und OLA

O = Ausreil3er;

Ordinate(Y-Achse): Latenzzeit B-Welle (ms)

= Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
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3. Ergebnisse

Bei der Statistischen Analyse der B-Wellen-Latenzen wurde fur jede Intensitat

ein isolierter Friedman-Test angewendet (vgl.Kapitel 2.6.1.).

Als Signifikanzniveau _wurde ein P-Wert < 0,05 festgelegt. (20; 21).

Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 60, 90 und 120 Tage alte AMOG-Mause
untersucht. Es gibt keine gultigen Falle fur die Altersgruppe 360 Tage. Bei der
Intensitat von 3000 mcds/m?2 (BLATS8) gibt es keine giltigen Falle fr die
Altersgruppen 90 Tage. Die Statistiken konnen fur diese Altersgruppen nicht
berechnet werden und werden daher weggelassen.

Bei der héchsten Reizintensitat von 3000 mcds/m? wurden nur 14, 30, 60 und 120
Tage Alte Mause untersucht.

Der Friedman-Test ergab signifikante Unterschiede der Amplitudenwerte innerhalb
der Untersuchungszeitrdume. In den Tabellen 14a; 14b; 14c und 14d wird statistisch
deutlich, dass bei einer Intensitét (z.B. 1000 mcds/m?2) die B-Wellen-Latenzen mit
dem Alter der AMOG-Mause signifikant zunehmen. Bei 90 Tage Alten AMOG-Mause
ist diese Tendenz rucklaufig und die B-Wellen-Latenz nimmt ab. Betrachtet man
jedoch die B-Wellen-Latenzen der verschiedenen Untersuchungszeitraume in
Abhangigkeit von der Reizintensitét, ist mit zunehmender Intensitat eine Abnahme
der B-Wellen-Latenz zu beobachten (vgl. Diag. 4 und Tab. 14a; 14b; 14c;14d).

Im Gegensatz zum Friedman-Test wurden fir die Erstellung der Boxplots des
AMOG-Stammes nur die 14, 30, 60 und 90 Tage alten Tiere einbezogen. Bei der
hdchsten Reizintensitat von 3000 mcds/m2 wurden nur 14, 30, und 60 Tage Alte
M&ause untersucht (vgl. Diag. 4).

BEI INTENSITAT : mcds/m2=5 AMOG
BLAT5_14 bis 90 = B-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 90 Tge Alte Mause

Range Statistik fir Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der M&use (N) 9
Chi-Quadrat 8,600
BLATS5_14 1,89
— df 3
BLAT5_30 2,33 . S
Asymptotische Signifikanz ,035
BLAT5_60 3,56 o
— Exakte Signifikanz ,032
BLAT5_90 2,22 - .
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,004

Friedman-Test

Tab. 14a) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei  Reizintensitat 10 mcds/m2
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3. Ergebnisse

BEI INTENSITAT : mcds/m2=6 AMOG
BLAT6_14 bis 60 = B-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 60 Tge Alte Mause

Réange Statistik fir Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 13
Chi-Quadrat 7,538
BLAT6_14 1,46 df 2
BLAT6_30 2,00 Asymptotische Signifikanz ,023
BLAT6_60 2,54 Exakte Signifikanz ,025
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,009

Friedman-Test

Tab. 14b) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei  Reizintensitat 100 mcds/m?

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2= 7 AMOG
BLAT7_14 bis 120 = B-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 120age Alte Mause

Rénge Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 8

Chi-Quadrat 11,000

BLAT7_14 2,00 of 4

BLATY7_30 313 Asymptotische Signifikanz ,027

BLAT7_60 3,63 Exakte Signifikanz ,020

BLAT7_90 2,13 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,001
BLA7_120 4,13

Friedman-Test

Tab. 14c) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei  Reizintensitat 1000 mcds/m?

BEI INTENSITAT : mcds/m? = 8 AMOG
BLAT8_14 bis 120 = B-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 120age Alte Mause
Statistik fur Test(a)

Range Anzahl der Méause (N) 9

Mittlerer Rang Chi-Quadrat 14,200

BLATS_14 1,11 df 3

BLATS 30 2.78 Asymptotische Signifikanz ,003

BLAT8_60 3,11 Exakte Signifikanz ,001

BLAS_120 3,00 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000

Friedman-Test

Tab. 14d) Isolierter Friedman-Test AMOG-Stamm bei  Reizintensitat 3000 mcds/m?
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3. Ergebnisse

3.14 B-Wellen-Latenzen
Mausstamm OLA

Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 60, 90 und 360 Tage alte OLA-Mé&use
untersucht. Es gibt keine gultigen Falle fur die Altersgruppen 120 Tage.

Bei der Intensitat von 3000 mcds/m? (BLATS8) gibt es keine gultigen Falle fir die

Altersgruppen 90 Tage. Die Statistiken konnen fur diese Altersgruppen nicht

berechnet werden und werden daher weggelassen

In den Tabellen 9a; 9b und 9c wird statistisch deutlich, dass bei fast allen
Reizintensitaten (100, 1000 und 3000 mcds/m?) die B-Wellen-Latenzen, mit dem
Alter der OLA-Méause signifikant abnehmen. Diese Tendenz ist bei 360 Tage alten

OLA-Méause rucklaufig, d.h. die Latenzzeit nimmt bei allen Intensitaten wesentlich zu
(vgl. Diag. 4 und Tab. 15a; 15b; 15c).

BEI INTENSITAT :

mcds/m?2= 6 OLA
BLAT6_14 bis 90 = B-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 90 Tge Alte Mause

Réange

Mittlerer Rang

BLAT6_14 3,50
BLAT6_30 1,67
BLAT6_60 3,50
BLAT6_90 1,33

Statistik fur Test(a)
Anzahl der Mause (N) 3
Chi-Quadrat 7,552
df 3
Asymptotische Signifikanz ,056
Exakte Signifikanz ,038
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,014

Friedman-Test

Tab. 15a) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 100 mcds/m?2

BEI INTENSITAT : 1000mcds/m2= 7 OLA
BLAT7_14 bis 360 = B-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 360age Alte Mause

Range

Mittlerer Rang

BLAT7 14 4,00
BLAT7_30 1,83
BLAT7_60 2,33
BLAT7_90 1,83
BLA7_360 5,00

Statistik fur Test(a)
Anzahl der Mause (N) 3
Chi-Quadrat 9,966
df 4
Asymptotische Signifikanz ,041
Exakte Signifikanz ,011
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,002

Friedman-Test

Tab. 15b) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 1000 mcds/m?
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3. Ergebnisse

BEI INTENSITAT : mcds/m2= 8 OLA
BLAT8_14 bis 360 = B-Wellen-Latenzzeit; 14 bis 360age Alte Mause

Rénge Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 3

Chi-Quadrat 11,018

BLAT8 14 3,00 df 4

BLAT8_30 1,50 Asymptotische Signifikanz ,026

BLAT8_60 3.83 Exakte Signifikanz ,002

BLAT8_30 1,67 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,001
BLA8_360 5,00

Friedman-Test

Tab. 15¢) Isolierter Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 3000 mcds/m?2

3.1.4 B-Wellen-Latenzen

AMOG vs OLA
Der Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1.), ergab, dass die B-Wellen-Latenzen
der AMOG- und OLA-Linie , bei den Intensitaten 10, 100, 1000 mcds/m?2, nur in den
Alterszeitpunkten (14; 30; 60; 90) signifikant differieren.
Im AMOG-Stamm steigt innerhalb einer Reizintensitat die B-Wellen-Latenz bis zum
60. Lebenstag. Im OLA-Stamm nimmt Sie bis zum 90. Lebenstag ab.
Im AMOG-Stamm nimmt die B-Wellen-Latenz ab dem 90. Lebenstag ab, wobei Sie
bei den OLA-Mé&ausen, ab dem 360. Lebenstag zunimmt.Bei der hochsten Intensitat
(3000 mcds/m?) ist der Unterschied der B-Wellen-Latenzen beider Mausstamme
lediglich bei den 14, 30 und 60-Tage alten Tiere signifikant (vgl. Diagr. 4 und Tabelle
16).

AMOG und OLA

INTENSITAT mcds/m? 14 30 60| 90

Exakte Signifikanz (2-seitig

INTENSITAT mcds/m? 14 30 60 90

Exakte Signifikanz (2-seitig

INTENSITAT 1000mcds/mj 14 30 60| 90

Exakte Signifikanz (2-seitig

INTENSITAT mcds/mj 14 30 60

Exakte Signifikanz (2-seitig

Tabelle 16: Mann-Whitney-U-Test der B-Wellen-Latenzzeit
(Signifikanzniveau <0,05)
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3. Ergebnisse

3.15 Oszillatorische Potenziale
Mausstamm AMOG
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N : Anzahl der Messunge!

Diagramm 5: Boxplots der Oszillatorischen Potenziale der Mausstémme AMOG und OLA
O = Ausreiler; = Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
Ordinate(Y-Achse): Oszillatorische Amplitude (uV)



3. Ergebnisse

Zur statistischen Analyse der oszillatorischen Potenziale wurde ein Friedman-Test
nur far die Intensitat von 2500 mcds/m? angewendet (vgl.Kapitel 2.6.1.).

Als Signifikanzniveau galt ein P-Wert von < 0,05. (20; 21).

Die Auswertung erfasste die Ergebnisse von 14, 30, 60, 90, 120 und 150 Tage alten
AMOG-Mausen. Es gibt keine gultigen Falle fur die Altersgruppen 360 Tage.

Die Statistiken konnen fur diese Altersgruppen nicht berechnet werden und werden
daher weggelassen.

Es zeigte sich, dass die unipolare Stromstarke der oszillatorischen Potenziale mit
dem Alter der Tiere signifikant abnahm (vgl.Tab. 17a; 17b).

Die Boxplots wurden auf der Grundlage der Ergebnisse der 14, 30, 90 und 120 Tage
alten Tiere erstellt und verdeutlichen den Sachverhalt ebenfalls.

BEI INTENSITAT : mcds/m?/ AMOG
OAMP1_14 bis 150 = O-Amplitude mcds/mz2 ; 14 bis 150 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 8
Chi-Quadrat 24,643
OAMP1_14 4,88 ’ i
DAMPLSD ik Asymptotische Signifikanz ,000
OAMP?.59 230 Exakte Signifikanz ,00001
OANPLED 203 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000
OAMP1120 1,50 :
Friedman-Test
OAMP1150 4,75

Tab. 17a) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 2500 mcds/m?

BEI INTENSITAT : mcds/m2/ AMOG
OAMP1_14 bis 60 = O-Amplitude mcds/m? ; 14 bis 60 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 13
Chi-Quadrat 12,154
OAMP1_14 2,23 of 5
OAMP1_30 2,54 Asymptotische Signifikanz ,002
OAMP1_60 1,23 Exakte Signifikanz 001
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000

Friedman-Test

Tab. 17b) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 2500 mcds/m?
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3. Ergebnisse

3.15 Oszillatorische Potenziale

Mausstamm OLA
Mit dem Friedman-Test wurden die Amplituden der oszillatorischen Potentiale von
14, 30, 90 und 120 Tage alten OLA-M&ause untersucht. Es gibt keine gultigen Falle
fur die Altersgruppen 360 Tage. Die Statistiken kénnen fir diese Altersgruppen nicht
berechnet werden und werden daher weggelassen.
Tab.18 und Diagramm 5 zeigen, dass die Amplituden der oszillatorischen Potenziale
bei der Reizintensitat von 2500 mcds/m2 mit dem Alter innerhalb der
Untersuchungszeitraume, signifikant abnehmen.

BEI INTENSITAT : mcds/m2/ OLA
OAMP1_90 bis 120 = O-Amplitude mcds/m? ; 90 bis 120 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 7
Chi-Quadrat 7,000
OAMP1_14 2,00 df 1
OAMP1120 1,00 Asymptotische Signifikanz ,008
Exakte Signifikanz ,016
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,016

Friedman-Test

Tab. 18) Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 2500 mcds/m?

3.1.5 Oszillatorische Potenziale
AMOG vs OLA

Der Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1.), mit dem die oszillatorischen
Potenziale der AMOG- und OLA-Linie untereinander verglichen wurden, ergab,
dass diese nur zu den Alterszeitpunkten (30 und 120-Tage) signifikant differieren
(vgl. Tab. 19). Vergleicht man dies mit Diagramm 5, erscheint diese Aussage nicht
plausibel. Dieses Missverhaltnis der Ergebnisse kommt dadurch zustande, dass fur
den Friedmann-Test auch Tiere anderen Alters (zuséatzlich auch 60 und 150 Tage)
verwendet wurden (vgl. Tab. 17a; 17b). Fur die Boxplots jedoch nur 14; 30; 90;
120-Tage alte Tiere. Weiterhin gibt es bei 120 Tage alten AMOG Mausen viele
AusreilRer und extreme Ausreil3er(vgl. Diagr. 5).

AMOG und OLA

INTENSITAT mcds/m3 14 30 90, 120

Exakte Signifikanz (2-seitig) 9,83 9,35

Tabelle 19: Mann-Whitney-U-Test der Oszillatorischen Potenzialen
(Signifikanzniveau <0,05)
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3. Ergebnisse

3.1.6 Oszillatorische Potenziale - Latenzzeit
Mausstamm AMOG
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Diagramm 6: Boxplots der Latenzzeit Oszillation der Mausstiamme AMOG und OLA
O = Ausreil3er; = Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
Ordinate(Y-Achse): Latenzzeit Oszillati on (ms)
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3. Ergebnisse

Bei der Statistischen Analyse der Latenzzeit Oszillation wurde nur fir die Intensitat
2500 mcds/m? ein _Friedman-Test angewendet (vgl.Kapitel 2.6.1.).

Als Signifikanzniveau _wurde ein P-Wert < 0,05 festgelegt. (20; 21).

Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 60, 90, 120 und 150 Tage Alte
AMOG-Mause untersucht. Es gibt keine gultigen Falle fir die Altersgruppen 360
Tage. Die Statistiken kdnnen fur diese Altersgruppen nicht berechnet werden und

werden daher weggelassen.

Der Friedman-Test ergab, dass die Latenzzeit der Oszillation bis zum
90.Tag signifikant zunimmt und ab dem 120.Tag signifikant wieder abzunehmen

(vgl. Diag. 6; Tab. 20a; 20b).

OLAT1_14 bis 150 = O-LATENZ

BEI INTENSITAT : mcds/m?2/ AMOG

mcds/mz2 ; 14 bis 150 Tage Alte Mause

Range

Mittlerer Rang

OLAT1 14 1,50
OLAT1_30 3,25
OLAT1_60 5,13
OLAT1_90 4,88
OLAT1120 4,50
OLAT1150 1,75

Statistik fur Test(a)
Anzahl der Mause (N) 8
Chi-Quadrat 28,929
df 5
Asymptotische Signifikanz ,000
Exakte Signifikanz ,0000001
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000

Friedman-Test

Tab. 20a) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 2500 mcds/m?

OLAT1_14 bis 60 = O-LATENZ

BEI INTENSITAT : mcds/m?2/ AMOG

mcds/m? ; 14 bis 60 Tage Alte Mause

Range

Mittlerer Rang

OLAT1 14 2,23
OLAT1_30 2,54
OLAT1_60 1,23

Statistik fur Test(a)
Anzahl der Mause (N) 13
Chi-Quadrat 12,154
df 2
Asymptotische Signifikanz ,002
Exakte Signifikanz ,001
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000

Friedman-Test

Tab. 20b) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 2500 mcds/m?

48



3. Ergebnisse

3.1.6 Oszillatorische Potenziale - Latenzzeit

Mausstamm OLA

Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 90 und 120 Tage alte OLA-Mause

untersucht. Auch hier gibt es statistisch, keine gultigen Falle. 60, 150 und 360 Tage
Alte OLA-Mause werden daher weggelassen.
Der Friedman-Test ergab keine signifikante Unterschiede der Latenzen innerhalb der
Untersuchungszeitraume (vgl. Diag. 6 und Tab. 21).

BEI INTENSITAT :

mcds/m2/ OLA

OLAT1 14 bis 120 = O-LATENZ mcds/m? ; 14 bis 120 Tage Alte Mause

Rénge

Mittlerer Rang

OLAT1_14 3,00
OLAT1_30 1,50
OLAT1_90 3,67
OLAT1120 1,83

Statistik fur Test(a)
Anzahl der Mause (N) 3
Chi-Quadrat 5,893
df 3
Asymptotische Signifikanz 117
Exakte Signifikanz ,153
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,056

Friedman-Test

Tab. 21) Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 2500 mcds/m?

3.1.6 Oszillatorische Potenziale - Latenzzeit

AMOG vs OLA

Der Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1.) ergab, dass die Latenzzeit der
Oszillationen bei der Intensitat 500 cds/m2 nur zu den Alterszeitpunkten 14; 30 und

120-Tage bei den AMOG- Méausen signifikant langer war als bei den OLA-Mausen

(Tab. 22).

AMOG und OLA

INTENSITAT mcds/m3

14

30 90 120

Exakte Signifikanz (2-seitig

1,70

Tabelle 22: Mann-Whitney-U-Test der Latenzzeit Oszillation

(Signifikanzniveau

<0,05)
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3. Ergebnisse

3.1.7 C-Wellen-Amplituden
Mausstamm AMOG
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Diagramm 7: Boxplots der C-Wellen-Amplitude der Mausstamme AMOG und OLA
O = Ausreil3er;
Ordinate(Y-Achse): = Amplitude C-Welle(uVv)

= Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
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3. Ergebnisse

Die bei den Reizintensitaten von 164 und 252 mcds/m2 erhaltenen C-Wellen

Amplituden wurden jeweils einem isolierten Friedman-Test unterzogen

(vgl. Kapitel 2.6.1.).

Als Signifikanzniveau wurde ein P-Wert < 0,05 festgelegt. (20; 21).

Die AMOG-Mause waren 14, 30, 60, 90, 120 und 150 Tage alt. Auch hier gibt es
statistisch keine gultigen Falle fur 360 Tage alte AMOG-Mause. Sie werden daher

komplett weggelassen.

Der Friedman-Test ergab, dass die C-Wellen-Amplituden innerhalb der

Untersuchungszeitraume mit dem Alter der AMOG-Mause signifikant abnahmen

(vgl. Tab. 23a; 23b).

BEI INTENSITAT :

cds/m?/ AMOG

CAMP2_14 bis 150 = C-Amplitude  cds/m?; 14 bis 150 Tage Alte Mause

Réange

Mittlerer Rang

CAMP2_14 5,00
CAMP2_30 2,00
CAMP2_60 4,67
CAMP2_90 5,33
CAMP2120 1,67
CAMP2150 2,33

Statistik fuir Test(a)
Anzahl der Méause (N) 3
Chi-Quadrat 11,952
df 5
Asymptotische Signifikanz ,035
Exakte Signifikanz ,008
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,002

Friedman-Test

Tab. 23a) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 164 cds/m2

BEI INTENSITAT :

cds/m2/ AMOG

CAMP3_14 bis 150 = C-Amplitude cds/m? ; 14 bis 150 Tage Alte Mause

Range

Mittlerer Rang

CAMP3_14 5,00
CAMP3_30 3,00
CAMP3_60 5,00
CAMP3_90 4,67
CAMP3120 2,00
CAMP3150 1,33

Statistik fir Test(a)
Anzahl der M&use (N) 3
Chi-Quadrat 11,190
df 5
Asymptotische Signifikanz ,048
Exakte Signifikanz ,018
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,004

Friedman-Test

Tab. 23b) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 252 cds/m?




3. Ergebnisse

3.1.7 C-Wellen-Amplituden
Mausstamm OLA

Die OLA-Mause waren 14, 30, 60, 90, 120 und 150 Tage alt. untersucht.

Aus den bereits genannten Grunden, fehlen 360 Tage Alte OLA-M&ause Komplett.
Der Friedman-Test ergab eine signifikante Abnahme der C-Wellen-Amplitude
innerhalb der Untersuchungszeitraume mit zunehmendem Alter

(vgl. Diag. 7 und Tab. 24a, 24b).

BEI INTENSITAT : cds/m?/ OLA
CAMP2_14 bis 150 = C-Amplitude cds/m? ; 14 bis 150 Tage Alte Mause
Range
Statistik fur Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 3

CAMP2_14 4,00 Chi-Quadrat 12,333
CAMP2_30 1,00 df 5
CAMP2_60 6,00 Asymptotische Signifikanz ,030
CAMP2_90 4,00 Exakte Signifikanz ,005
CAMP2_120 2,33 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,002
CAMP2_150 3,67 Friedman-Test

Tab. 24a) Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 164 cds/m?

BEI INTENSITAT : cds/m?/ OLA
CAMP3_14 bis 150 = C-Amplitude cds/m? ; 14 bis 150 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)
Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 3
Chi-Quadrat 10,238
CAMP3_14 3,33 of 5
CAMP3_30 1,33 Asymptotische Signifikanz ,069
CAMP3_60 6,00 Exakte Signifikanz ,036
CAMP3_90 4,00 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,004
CAMP3_120 2,67 .
Friedman-Test
CAMP3_150 3,67

Tab. 24b) Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 252 cds/m?2



3. Ergebnisse

3.1.7 C-Wellen -Amplituden

AMOG vs OLA

Der Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1.) wies nach, dass die
C-Wellen- Amplituden der AMOG- Mause bei der Intensitat 164 cds/m? nur zu den

Alterszeitpunkten 14; 60; 90; 120 und 150-Tage signifikant kleiner waren als bei der
OLA-Linie . Bei der Reizintensitat von 252 cds/m? war dieses Ergebnis in allen

Altersstufen signifikant (vgl.Tab. 25).

AMOG und OLA

INTENSITAT cds/m? 14 30 60 90 120 150
Exakte Signifikanz (2-seitig) , 002 ,797 | 024 ,001 ,012 ,004
INTENSITAT 252cds/m? 14 30 60| 90 120 150
Exakte Signifikanz (2-seitig) 002 ,023 ,024 ,001 L0671 ,004

Tabelle 25: Mann-Whitney-U-Test der C-Wellen-Amplitude

(Signifikanzniveau P < 0,05)
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3. Ergebnisse

3.1.8 C-Wellen -Latenzen
Mausstamm AMOG
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Diagramm 8: Boxplots der Latenzzeit C-Welle der Mausstamme AMOG und OLA
O = Ausreiler; = Median; * Stern = extreme Ausreil3er;
Ordinate(Y-Achse): Latenzzeit C-Welle (ms)
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3. Ergebnisse

Bei der Statistischen Analyse der Latenzzeit der C-Welle wurde flr jede Intensitat

ein isolierter_ Friedman-Test angewendet (vgl.Kapitel 2.6.1.).

Als Signifikanzniveau _wurde ein P-Wert < 0,05 festgelegt. (20; 21).
Fur den Friedman-Test wurden 14, 30, 90, 120 und 150 Tage Alte AMOG-Mause

herangezogen.

Der Friedman-Test zeigte, dass innerhalb der Untersuchungszeitraume nur bei der

Intensitat 164 cds/m2 ( Messung 2) die C-Wellen-Amplituden mit dem Alter der

AMOG-Mause signifikant zunahmen (Tab. 26a; 26b).

BEI INTENSITAT :

cds/m?/ AMOG

CLAT2_14 bis 30 = C-Wellen-Latenz ~ cds/m?; 14 bis 30 Tage Alte Mause

Rénge
Mittlerer Rang

CLAT2_14 1,00
CLAT2_30 2,00

Statistik fur Test(a)
Anzahl der Méause (N) 9
Chi-Quadrat 9,000
df 1
Asymptotische Signifikanz ,003
Exakte Signifikanz ,004
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,004

Friedman-Test

Tab. 26a) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 164 cds/m2

BEI INTENSITAT :

cds/m?/ AMOG
CLAT3_90 bis 150 = C-Wellen-Latenz

cds/m? ; 90 bis 150 Tage Alte Mause

Rénge

Mittlerer Rang

CLAT2_90 1,00
CLAT2120 2,40
CLAT2150 2,60

Statistik fur Test(a)
Anzahl der M&use (N) 5
Chi-Quadrat 7,600
df 2
Asymptotische Signifikanz ,022
Exakte Signifikanz ,024
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,015

Friedman-Test

Tab. 26b) Friedman-Test AMOG-Stamm bei Reizintensitat 164 cds/m?
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3. Ergebnisse

3.1.8 C-Wellen -Latenzen
Mausstamm OLA

Die C-Wellen-Latenz wurde bei OLA-Mause n am 14., 30., 60., 90., 120. und 150.
Lebenstag untersucht. 360 Tage alte OLA-Mause fehlen komplett.

Der Friedman-Test ergab keine signifikante Unterschiede der C-Wellen-Latenzen
innerhalb der Untersuchungszeitraume (vgl. Diag. 8 und Tab. 27a; 27b).

BEI INTENSITAT : cds/m?/ OLA
CLAT2_14 bis 150 = C-Wellen-Latenz ~ cds/m? ; 14 bis 150 Tage Alte Mause

Réange Statistik fur Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 3
Chi-Quadrat 7,788
CLAT2_ 14 2,33 df 5
CLAT2_30 3,00 Asymptotische Signifikanz ,168
CLAT2_60 2,33 Exakte Signifikanz ,157
CLATZ_90 3,00 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,006

S:IZEZ ::ii Friedman-Test

Tab. 27a) Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 164 cds/m?

BEI INTENSITAT : cds/m?/ OLA
CAMP3_14 bis 150 =C-Wellen-Latenz~ "~ cds/mz? ; 14 bis 150 Tage Alte Mause

Range Statistik fuir Test(a)

Mittlerer Rang Anzahl der Mause (N) 3
Chi-Quadrat 4,519
CLAT3_ 14 3,00 o :
Cate e — Asymptotische Signifikanz AT7
—— %00 Exakte Signifikanz 533
— = 9 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,016

ztﬁzizg :Z: Friedman-Test

Tab. 27b) Friedman-Test OLA-Stamm bei Reizintensitat 252 cds/m?2



3. Ergebnisse

3.1.8 C-Wellen -Latenzen
AMOG vs OLA

Der Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 2.6.1.) ergab, dass die C-Wellen-Latenzen

der AMOG-Mause sowohl bei der Reizintensitat von 164 cds/m2, als auch bei der
Intensitat von 252 cds/m2 nur am 90. Lebenstag signifikant kirzer sind als

diejenigen der OLA-Mause ( vgl. Tab. 28).

AMOG und OLA

INTENSITAT cds/m? 14 30 60 90 120 150
Exakte Signifikanz (2-seitig) , 314 , 136 ,131| 003 127 ,069
INTENSITAT 252cds/m? 14 30 60| 90 120 150
Exakte Signifikanz (2-seitig) ,663 ,259 ,095 | 012 167 1,0

Tabelle 28: Mann-Whitney-U-Test der C-Wellen-Latenz

(Signifikanzniveau P < 0,05)
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3. Ergebnisse

3.2. Histologie

Die Netzhaut der Maus weist wie die Netzhaut des Menschen einen
charakteristischen Aufbau auf (vgl. Abb 29a).Histopathologien sind oftmals bereits
auf der Ubersichtsdarstellung zu erkennen, wenn der charakteristische schichtartige

Aufbau verandert ist.

Abb. 29a: Histologische Aufbau der Netzhaut einerg  esunden Maus
1: Ganglien- und Nervenfaserschicht
2: Innere plexiforme Schicht
3: Innere Kernschicht
4: Aussere plexiforme Schicht
5: Aussere Kernschicht
6: Innere- und aussere Segmente der Photoempfangerzellen
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3. Ergebnisse

Der Vergleich der Netzhautmorphologie von AMOG- und CHL1/OLA- Mausen zeigt
diese schnell erkennbaren Unterschiede. Man kann bei den 4 Monate und 9 Monate

alten AMOG-Mausen eine Reduzierung der Dicke der aul3eren Kérnschicht und
eine Reduzierung der Lange der inneren- und der &ufl3eren Segmente der
Photorezeptorzellen beobachten (vgl. Abb. 29b).

P MR WP INRG e S W
SR - bt

f g

Abb. 29b: Histologische Analyse der Netzhaut von CH  L1/OLA-Mause im Vergleich zu
AMOG-Méausen
d: 4 Monate Alte OLA-Mause e: 4 Monate Alte AMOG-Mause
f: 9 Monate Alte OLA-Mause ¢:9 Monate Alte AMOG-Mause

Die elektronenmikroskopische Analyse der Photorezeptoren von 4 Monate alten
AMOG- und CHL1/OLA-Méausen zeigt, dass die Lange der Innen- und Aul3en-
Segmente bei AMOG-Mausen bedeutend reduziert ist (vgl. Abb 30).
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3. Ergebnisse

0S

ELM

ONL
a b

Abb. 30: Elektronenmikroskopische Analyse von Photo rezeptorzellen
a: 4 Monate alte CHL1/OLA-Mause b :4 Monate alte AMOG-Mause
P= Pigment Epithel;
0OS= AuRRensegmente der Photorezeptoren zellen
IS= Innensegmente der Photorezeptore nzellen
ELM= Extern Limitierende Membran
ONL= AuRere Kdrnerschicht
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3. Ergebnisse

Abb. 31: Visualisierung der Degeneration von Photo  rezeptoren bei der AMOG-Maus
P14 KI= Photorezeptor 14 Tage Alter AMOG-Ma us
P28 KI= Photorezeptor 28 Tage Alter A MOG-Maus
P56 KI= Photorezeptor 56 Tage Alter A MOG-Maus
P14 WT= Photorezeptor 14 Tage Alter CHL1/OL A-Maus
P28 WT= Photorezeptor 28 Tage Al ter CHL1/OLA-Maus
P56 WT= Photorezeptor 56 Tage Al ter CHL1/OLA-Maus

Die Visualisierung der Photorezeptoren erfolgt mit Hilfe von Lecitin Stain
(Agglutinin), wodurch die Interphotorezeptormatrix weif3 markiert wird.

Bezuglich Anzahl und Morphologie der Photorezeptoren gibt es keine Unterschiede
zwischen den beiden Mausstdmmen im Alter von 14 Tagen. Bei 28 und 56 Tage
alten AMOG-Mausen war im Gegensatz zu den OLA-Mausen eine zunehmende
Degeneration von Photorezeptoren erkennbar. In Abb. 31 sind die aul3eren
Segmente mit weil3en Pfeilen markiert, wobei sich zeigt, wie wenig Photorezeptoren
nach 56 Tagen bei AMOG-Mausen ubrig geblieben sind.
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4. Diskussion

4. Diskussion

4.1. Fragestellung

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die Netzhautfunktionsstorung eines
gentechnisch veranderten Mausstammes, der 2/ 1-ki/ki-AMOG-Maus,
elektroretinografisch zu charakterisieren. Bei diesem Mausstamm ist tiber homologe
Rekombination die 2-Untereinheit der Na-K-ATPase durch die 1-Untereinheit
ersetzt worden. Die betroffenen Mause haben eine normale Lebensspanne, und ihre
Anomalie scheint sich auf die Netzhaut zu beschranken.

Die retinale Phanotypisierung der AMOG-Mause ist im Rahmen der Suche nach
einem Modell fir menschliche Netzhautdystrophien zu sehen und stellt einen von
vielen experimentellen Schritten dar. Darliber hinaus kdnnen sich neue Hinweise auf
die Rolle der 2-Untereinheit der Na-K-ATPase fiur die Netzhautfunktion ergeben.
Den elektroretinografischen Ergebnissen wurden morphologische gegeniber
gestellt. Sowohl diese als auch die Ergebnisse des ERGs wurden mit den
entsprechenden Befunden bei einem netzhautgesunden Mausstamm verglichen, den
2/ 1+/+-OLA-Mausen.

4.2. Ergebnisse

Das Hauptmerkmal der Retinopathie der 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mause ist, dass im
skotopischen ERG die Photorezeptoren (A-Welle), das Pigmentepithel (C-Welle)
und die Bipolarzellen (B-Welle) eine deutliche Veranderung der jeweiligen Potentiale
aufwiesen. Die Veranderungen betrafen sowohl die Gipfelzeiten als auch die
Amplitudenhéhe. Im photopischen ERG konnten zu keinem Untersuchungszeitpunkt
Potentiale abgeleitet werden, was auf eine gravierende Zapfenfunktionsstérung
deutet. Betrachtet man die skotopischen ERG-Potenziale iber den gesamten
Untersuchungszeitraum, so konnte nicht fir alle ERG-Komponenten eine signifikante
Abnahme der Amplituden mit steigendem Lebensalter beobachet werden.

Histologisch und elektronenmikroskopisch konnte nachgewiesen werden, dass am
14. Lebenstag die Photorezeptoren bei den 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mausen deutlich
kirzer waren als bei den OLA-Mé&usen, und dass bis zum 56.Tag ihre Anzahl bzw.
ihre Markierbarkeit mit Agglutinin (lecitin stain) drastisch abgenommen hatte.
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4. Diskussion

4.3. Diskussion

Betrachtet man nur die Ergebnisse des ERG’s, so ist nicht hinreichend zu klaren, ob
es sich beide 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mausen um eine stationére Verminderung der
Photorezeptorfunktion handelt oder um eine progressive Degeneration.

Die morphologischen Befunde legen eine Degeneration nahe.

Diese Degeneration kdnnte Folge der Funktionsminderung der 2-Untereinheit der
Na-K-ATPase in den Photorezeptoren sein. Namlich das Fehlen der 2-Untereinheit
zugeschriebenen Wachstumsférderung (vgl. Kap. 1) , kdnnte die primare Dystrophie,
der Photorezeptoren bei den AMOG-Mausen, erklaren.

Die Na-K-ATPase reguliert den Fluss von Natrium- und Kaliumionen durch die
Plasmamembran und beeinflusst so durch Veranderung von lonengradienten
Zellaktivitaten wie Grof3e und Volumen (1). Weitere Aufgaben sind sekundar
aktivierte Transportsysteme, wodurch die Aufnahme von Nahrstoffen ermdglicht wird
(1; val. Kap. 1.). Gleichzeitig durfte bei Fehlen der 2-Untereinheit der

Na-K-ATPase durch die Stérung des lonentransports (vgl. Kap.1.), die
Erregungsuberleitung auf Bipolar-Zellen mindestens beeintrachtigt sein.

Folgende Aspekte sind im Zusammenhang mit dem Fehlen der Zapfenpotenziale
zu diskutieren:

1. Die schnelle Degeneration der Rezeptoren: Antero- und retrograde Degeneration
neuronaler Zellverbdnde konnten schon in verschiedenen Tiermodellen beobachtet
werden (22; 23; 24). Dagegen spricht hier jedoch, dass die Zapfen-Antworten
innerhalb des gesamten Untersuchungszeitraums ganzlich fehlen. Die schnelle
Degeneration ist unwahrscheinlich, da typische, histologisch-degenerative Merkmale
der nachfolgenden Zellen der photopischen Reizverarbeitung (Vakuolen und
pyknisch verdnderte Zellkerne) fehlen (vgl. 26).

2. Fehlende synaptische Kontakte und das Fehlen eines Strukturproteins, welches
sowohl in den Zapfen als auch in der Struktur der Synapsen vorkommt, kdnnten zu
einer Entwicklungshemmung von funktionsfahigen Zapfen fuhren.

3. Die spezifische Anatomie und Physiologie der Mausnetzha ut : In der Retina
von Mausen sind im Verhaltnis zur Anzahl der Stadbchen weniger Zapfen als in der
menschlichen Netzhaut(25). Hinzu kommt, dass die photopische Antwort bei der
Maus vorwiegend postrezeptoral generiert wird. Beide Faktoren machen das
Zapfensystem speziell bei der Maus besonders anféllig fir Veranderungen.

Der selektive Verlust von Photorezeptoren bei den 2/ 1-ki/ki-AMOG-Méausen lasst
die Frage entstehen, ob es sich um eine Modell fir die humane Netzhauterkrankung
Retinitis Pigmentosa (RP) handelt. Mutationen in den Genen Rhodopsin, Peripherin
und cGMP-Phosphodiesterase, die beim Menschen zur RP flihren, sind bereits in
verschiedene Maus Modellen Identifiziert worden (37; 38; 39). In diesen drei
Mausmodellen wurde ein apoptotischer Zelltod nachgewiesen (40).
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4. Diskussion

Finlay konnte 1992 nachweisen, dass Photorezeptoren nicht nur aufgrund von
Veranderungen in der Zelle selbst apoptotisch untergehen kénnen, sondern auch
aufgrund abnormer synaptischer Stimuli(41). Die fragliche Progression der
Stabchen-dysfunktion sowie das Fehlen von Zapfenantworten in jedem Lebensalter
bei den 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mé&usen unterscheiden sich grundlegend von der RP, so
dass es sich nicht um ein Modell fiir diese Erkrankung handelt.

Zusatzlich kann die intrazellulare Calcium Konzentration die Apoptose beeinflussen.
Insbesondere die Endonuclease, welche DNA Fragmente nach dem Zelltod abbaut,
kann durch die Cacium-lon-Konzentration beeinflusst werden. Dieser Mechanismus
wurde bereits fur die Netzhautdegeneration eines Mausstammes von Chang
diskutiert (40).

Die Na-K-ATPase kann direkt die intrazellulare Calcium-lonen Konzentration tber die
Na-Ca-Austauscher beeinflussen. Inden 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mausen kann eine
Dysfunktion der Na-K-ATPase die intrazellulare lonenkonzentration so verandern,
dass es ebenfalls zur Induktion der Aktivitat der Endonuclease und somit zum Zelltod
kommt. Um die Frage zu beantworten, ob bei den betroffenen Mausen das
Pigmentepithel betroffen ist, erfolgte die Ableitung der C-Welle . Das Potenzial der
C-Welle wird hauptsachlich durch den extrazellularen Kalium-lonen-Gradienten im
Bereich der Photorezeptoren und der Millerzellen generiert (12; 14; 15; 16; 17).

Eine Veranderung der lonen-Homdoostase durch eine der beiden Zellen fuhrt zu einer
Modulation der C-Welle. Hierdurch erlaubt die C-Welle nicht nur eine Aussage Uber
die Funktion der Pigmentepithelzellen, sondern auch tber die Mdiller- und
Photorezeptorzellen, da sie einen wichtigen Beitrag zur Regulation der extra-
zellularen Kaliumkonzentration leisten.

Wie bereits erwahnt, ist die C-Welle bei den 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mé&ausen reduziert.
Diese Erkenntnis bestatigt wiederum die Annahme, dass aus der fehlerhaften
Regulation der extrazellularen Kalium-Konzentration die intrazellulare Calcium
Konzentration beeinflusst werden kann, welches wiederum tber die Endonuclease
zum Zelltod der Muller- und Photorezeptoren fuhren kann.

4.4. Ausblick

Die vorliegende Arbeit wurde mit der Vorstellung begonnen, ein Tiermodell fir
humane Netzhautdegenerationen zu identifizieren. Bei dem AMOG-Mausstamm
konnte nur zum Teil geklart werden, welchen Einfluss die Na-K-ATPase auf die
Elektrophysiologie und Morphologie der Netzhaut hat.

Der beschriebene Phéanotyp des AMOG-Stammes deutet primar auf einen
degenerativen Prozess hin, bei dem die Funktion der Netzhaut noch nicht
abschlieRend erforscht ist. Weitergehende elektronenmikroskopische und
histochemische Analysen der Verdnderungen an den Photorezeptoren und Bipolaren
waren im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht moglich. Sie kbnnten den
Degenerationsprozess naher beschreiben. Weitergehende Untersuchungen kénnten
den intrazellularen Konzentrationsanstieg der Calcium-lonen und der Endonuclease
belegen. Modifizierte ERG-Protokolle kdnnten das Vorhandensein oder Nicht-
Vorhandensein von Zapfenpotenzialen abschliel3end klaren. So kdnnte dieser
Mausstamm die Mdglichkeit bieten, einen tieferen Einblick in die Netzhautphysiologie
ZU gewinnen.
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5. Zusammenfassung

Das Tiermodell Maus besitzt eine groRe Bedeutung bei der Erforschung der
Netzhautphysiologie und der pathologischen Grundlagen erblicher
Netzhauterkrankungen. Es werden im Wesentlichen zwei verschiedene Arten von
Tiermodellen unterschieden. Einerseits lassen es moderne molekulargenetische
Techniken zu, genveranderte Tiere herzustellen, andererseits kdnnen naturlich
vorkommende Mauslinien mit Gendefekt durch Genanalyse mit menschlichen
Erkrankungen korreliert werden.

Motivation der vorliegenden Arbeit war es, den 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mausstamm
elektrophysiologisch und morphologisch zu charakterisieren.

Bei den elektrophysiologischen Screenings konnte beim AMOG-Stamm eine
Reduzierung der B-Welle im Elektroretinogramm beobachtet werden.

Durch die Charakterisierung des Mausstammes AMOG soll versucht werden,
maoglicherweise ein Tiermodell fir menschliche Netzhaut-erkrankungen zu
entdecken, aber auch Aufschliisse Gber dessen Pathophysiologie.

Zu diesem Zweck wurden die elektrophysiologischen und morphologischen
Eigenschaften der AMOG-Mause mit dem Wildtyp (OLA-Méause) verglichen.

Zur Beschreibung der Funktion der einzelnen Zellverbande innerhalb der Netzhaut
erfolgte im Untersuchungszeitraum von einem Jahr die Ableitung der A- und B-Welle,
sowie der oszillatorischen Potenziale des Elektroretinogramms. Daneben erfolgte
zusatzlich die Ableitung der C-Welle. Ziel war es, einerseits die Netzhaut-
funktionsstorung zu lokalisieren und andererseits im Verlauf der Zeit die Entwicklung
des Funktionsdefektes zu beobachten. Die elektrophysiologischen Ergebnisse
konnten mit morphologischen Untersuchungen alterskorrelierter Tiere verglichen
werden.

Unterstitzung fand die Annahme, dass die betroffenen Tiere sowohl eine
Veranderung der Funktion der Pigmentepithel-, Miller-, als auch der
Photorezeptorzellen hatten. Diese Tatsache fuhrt zu stark erniedrigte A-Wellen-,
B-Wellen- und C-Wellen-Amplituden. Die genannten Ergebnisse fanden auch
Bestatigung in den morphologischen Untersuchungen. Sie sind im Vergleich zum
Wildtyp deutlich veréndert.

Das signifikant veranderte skotopische ERG, mit den reduzierten A-, B- und
C-Wellen-Amplituden, kbénnen zu diesem Zeitpunkt nicht abschlieRend erklart
werden. Man kann vermuten, dass die ERG-Veranderungen einerseits durch die
Abwesenheit der Pump-Aktivitat der NA-K-ATPase, andererseits durch die fehlende
Haftung zwischen den Neuronen und Astrocyten oder durch beides in Summation
bedingt sind. Die Funktion der Na-K-ATPase (als Haftungsmolekil und als Pumpe)
ist nur in den Zellen suffizient, wo eine lonen Homeostase gegeben ist.

Der selektive Verlust von Photorezeptoren in den 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mausen erfolgt
nach Finlay nicht nur durch die Apoptose (programmierter Zelltod), sondern auch
aufgrund abnormer synaptischer Stimuli (29). Zusatzlich, kann die intrazellulare
Calcium-Konzentration, die Apoptose indirekt beeinflussen. Die Endonuclease,
welche DNA Fragmente nach dem Zelltod abbaut, kann durch die Cacium-lonen-
Konzentration beeinflusst werden. Dieser Mechanismus wurde bereits fur die
Netzhautdegeneration in einem anderen Mausmodell diskutiert (31).

Die Na-K-ATPase kann direkt die intrazellulare Calcium-lonen Konzentration tber die
Na-Ca-Austauscher beeinflussen.
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5. Zusammenfassung

Beiden 2/ 1-ki/ki-AMOG-Mé&ausen kann eine Dysfunktion der Na-K-ATPase die
intrazellulare lonen-Konzentration so verandern, dass es ebenfalls zur Induktion der
Aktivitat der Endonuclease und somit zum Zelltod kommt.

Die C-Welle ist ein Aquivalent fur die Funktion des Pigmentepithels, aber auch der
Muller- und Photorezeptorzellen. Die C-Welle ist bei den AMOG-Mé&usen reduziert.
Diese Erkenntnis bestatigt wiederum die Annahme, dass aus der Fehlerhaften
Regulation der extrazellularen Kalium-Konzentration, die intrazellulare Calcium
Konzentration beeinflusst werden kann, welches wiederum Uber die Endonuclease
zum Zelltod der Muller- und Photorezeptoren fuhren kann.

Das Fehlen der Zapfen-Antworten , muss noch abschliel3end untersucht und geklart
werden. Zu diesem Zeitpunkt, ist eine Erklarung fur das Fehlen der Zapfenantworten
bei den AMOG-Mausen nicht direkt ersichtlich. Um das Fehlen der Zapfenantworten
abschlieBend zu klaren, sind weiterfihrende Untersuchungen

notwendig. Die Hauptfragestellung hierbei sollte klaren, ob die Zapfenrezeptorzelle
selbst betroffen ( Phototransduktionskaskade) oder das Rezeptorpotenzial im
Elektroretinogramm nicht ableitbar ist, weil die postrezeptorale Uberleitung nicht
funktioniert, wo bei der Maus das ERG vorwiegend generiert wird. So kann eine
eventuell intakte Rezeptorfunktion durch das ERG nicht erfasst werden.

Der in den elektrophysiologischen und morphologischen Untersuchungen
beschriebene Phanotyp des AMOG-Stammes, deutet primér auf einen degenerativen
Prozess hin.

Moglicherweise ist die Ursache eine Summation aller genannten Mdglichkeiten.
Wenn die erforderlichen Nachuntersuchungen abgeschlossen sind, wird es moglich
sein, den Einfluss der Na-K-ATPase, die Zusammenstellung und Funktion seiner
Untereinheiten vollstandig zu verstehen. Auch der Einfluss der Pigmentzellen, Miller-
und Photorezeptoren auf die lonenhomeostasis und die Endonuclease, wird besser
zu deuten sein.

Durch die in der vorliegenden Arbeit beschriebene systematische Charakterisierung
dieser Netzhautfunktionsstorung ist die Vorraussetzung fur die Klarung ihrer
Pathophysiologie geschaffen worden. Nach Abschluss der ggf. weiterfiihrenden
Untersuchungen wird es méglich sein, die Rolle der Na-K-ATPase bei erblichen
Netzhautdegenerationen des Menschen, sowie seine Rolle fir die Netzhautfunktion
naher zu klaren. Dartiber hinaus kann durch die Charakterisierung dieses
Mausmodells die Rolle der Na-K-ATPase fur Netzhautfunktion beim Menschen und
ihre mogliche Relevanz fur humane Netzhautdystrophien verifiziert werden.
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6. Abklrzungsverzeichnis

ADRP Autosomal dominante Retinitis Pigmentosa

AMOG Adhesion Molecule on Glia

cGMP Cyclisches Guanosinmonophosphat

CSNB “Congenital stationary night blindless” =
Angeborene stationdre Nachtblindheit

ERG Elektroretinogramm

GDP Guanosindiphosphat

GMP Guanosinmonophosphat

GTP Guanosintriphosphat

ILM “Inner limiting membran” = membrana limitans interna

INL “Inner nuclear layer” = innere Kdrnerschicht

IPL “Inner plexiforme layer’= innere plexiforme Schicht

IS Innere Photorezeptorsegmente

ISI Interstimulus-Intervall

Latenz Gipfelzeit

Neg Elektronegatives ERG

OLA Wildtyp (Gesunde Maus)

OLM ~0uter limiting membran“= membrana limitans externa

ONL »outer nuclear layer* = aul3ere Kérnerschicht

OPL »Outer plexiforme layer” = aul3ere plexiforme Schicht

oS Oszillatorische Potenziale

oS AuRere Photorezeptorsegmente

P Pigmentepithel

PCR »Polymerase chain reaction“=Polymerasekettenreaktion

RD .Retinal degeneration“= retinale Degeneration

RDB »Rod driven bipolarcells“= Stdbchen depolarisierende
Bipolarzellen

RP Retinitis Pigmentosa

S Sensitivitdtsparameter
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