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Zusammenfassung — Abstract

Deutsch

Hintergrund: Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von morphologischen
Veranderungen der Retina bei systemischen metabolischen Erkrankungen im Tiermodell
zu Diabetes mellitus, Hypertonie sowie zu zerebraler Hypoperfusion. Daruber hinaus
wurden die lokalen Pathomechanismen betrachtet, die diesen Veranderungen
moglicherweise zugrunde liegen.

Methodik: Untersucht wurden Sprague-Dawley-Ratten mit Tetrazyklin induziertem
Insulinrezeptor-Knockdown (TetO), doppelt transgene Sprague-Dawley-Ratten (dTGR)
sowie C57/Black- und MacGreen-Mause mit beidseits in der Arteria carotis interna
implantiertem Micro Coil. Die Quantifizierung der retinalen Ganglienzellen erfolgte
manuell in HE gefarbten Paraffinschnitten in verblendeter Form. Der Ganglienzellverlust
wurde pro 100 ym als arithmetisches Mittel erfasst. Die immunhistologischen Farbungen
erfolgten am Retinasagittalparaffinschnitt mit den Antikérpern anti-aktivAtr1, anti-Atr1,
anti-Brn3a, anti-C1q, anti-GFAP, anti-GFAP-Vimentin bzw. anti-Glutaminsynthetase,
anti-Properdin, anti-Renin und anti-VEGF-A fir das TetO und dTGR-Modell sowie mit
anti-Caspase-3, anti-Cleaved-Caspase-3, anti-GFAP, anti-GFAP-Vimentin, anti-PKCa
und anti-VGLUT1 fur das Mausmodell.

Ergebnisse: Sowohl im TetO- als auch im dTGR-Modell kommt es zu einem deutlichen
RGC-Verlust. In beiden Modellen zeigt sich eine Astrozytose sowie eine vermehrte
Reaktivitat von Mullerzellen, die im TetO-Modell durch die Applikation von Losartan
reduziert wird. Im dTGR-Modell konnte immunhistologisch VEGF-A detektiert werden,
das primar in der GCL, IPL und INL lokalisiert war. Im Mausmodell zur chronisch
zerebralen Hypoperfusion sind ein Verlust der auReren plexiformen Schicht (OPL) und
ein isolierter Synapsenverlust in der vormals vorhandenen OPL erkennbar. Diese sind
sehr wahrscheinlich auf einen apoptosebedingten Zelltod zurtckzuflihren. Weiterhin zeigt
sich auch im Mausmodell eine Astrozytose und eine Aktivierung von Mullerzellen.
Schlussfolgerung: Systemische Erkrankungen flhren lokal in allen drei Tiermodellen
zu neurodegenerativen Veranderungen in der Netzhaut. Im TetO- und im dTGR-Modell

scheint dabei das RAS ein pathogenetischer Faktor zu sein.



English

Background: The purpose of this work was to examine the morphological changes in
the retina during systemic diseases such as diabetes, hypertension and cerebral
hypoperfusion in animal models. Furthermore, the local pathological alterations,
presumably responsible for the morphological changes, were analysed.

Methods: For the analysis Sprague-Dawley rats with a tetracycline induced insulin
receptor knockdown (TetO), double transgenic Sprague-Dawley rats (dTGR) and
C57/Black- and MacGreen mice with an implanted microcoil on both sides of their carotid
arteries were used. The quantification of retinal ganglion cells was carried out manually
and in a masked manner in H&E stained paraffin sections. Retinal ganglion cell counts
were normalised to 100 um. Immunohistochemistry with a panel of anti-aktivAtr1, anti-
Atr1, anti-Brn3a, anti-C1q, anti-GFAP, anti-GFAP-vimentin resp. anti-glutamine
synthetase, anti-properdin, anti-renin and anti-VEGF-A served to examine the TetO- and
dTGR model. For immunohistochemical staining in the mouse model anti-Caspase-3,
anti-Cleaved-Caspase-3, anti-GFAP, anti-GFAP-vimentin, anti-PKCa and anti-VGLUT1
were utilised.

Results: Both in TetO rats and in dTGR a distinct RGC-degeneration was notable. Both
models show an astrocytosis and an increased Muller cell reactivity which is reduced by
application of Losartan treatment in TetO rats. In dTGR a strong VEGF-A immunolabelling
was visible and mainly concentrated in GCL, IPL and INL. The mouse model of bilateral
cerebral hypoperfusion displays a loss of the OPL and an isolated loss of synapses in the
former OPL area which is very likely to be caused by apoptotic cell death. Moreover, the
mouse model also reveals an astrocytosis and an activation of Muller cells.
Conclusion: In all three animal models systemic diseases locally lead to
neurodegenerative alterations in the retina. In TetO rats and dTGR the renin-angiotensin-

system seems to have a pathogenetic impact.
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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Diabetes mellitus, Hypertonie und Arteriosklerose sind systemische Erkrankungen, die
dem Symptomkomplex des metabolischen Syndroms zugeordnet werden. Sie sind unter
anderem Folge veranderter Ernahrungsgewohnheiten und eine Begleiterscheinung einer
zunehmenden Urbanisierung der Gesellschaft [1][2]. Waren diese ,modernen
Zivilisationskrankheiten® in friheren Hochkulturen nahezu unbekannt, so stellen sie heute
ein globales Problem dar [1]. Schatzungen der WHO zufolge waren im Jahr 2014 weltweit
circa 422 Millionen Menschen an Diabetes erkrankt [3]. Demgegenuber waren es im Jahr
1980 lediglich 108 Millionen [3]. Weitere Erhebungen der WHO zeigen, dass neben
Diabetes auch die Hypertonie eine erhebliche Krankheitslast in der Gesellschaft darstellt.
So war sie 2008 weltweit fur schatzungsweise 45 % der Todesfalle in Folge von
Herzerkrankungen und fur 51 % der Todesfalle in Folge eines Schlaganfalls
verantwortlich [4]. Die Erkrankungen selbst und die sich daraus entwickelnden
Folgeleiden stellen neben den medizinischen Problemen auch eine hohe
gesundheitsbkonomische Belastung dar [3][4]. Der finanzielle kumulative Verlust durch
nicht Ubertragbare Erkrankungen uber den Zeitraum von 2011 bis 2025 in Landern mit
geringem und mittlerem Einkommen wird dabei auf 7,28 Billionen US-Dollar geschatzt
[4].

Ferner wirken sich alle eingangs aufgefuhrten Systemerkrankungen in ihren
Endorganschaden, insbesondere auf das Herz, die Nieren und das zentrale
Nervensystem aus [5][6]. Am Auge spiegeln dabei die gefal3pathologischen Anomalien
der Netzhaut spezifische Endorganschaden dieser Systemerkrankungen wider. Der
genaue Zusammenhang und die in diesem Kontext spezifischen retinalen Erkrankungen

werden in den nachfolgenden Abschnitten naher betrachtet.
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1.1. Diabetes und Retina

Diabetes mellitus (DM) fuhrt im Krankheitsverlauf zu einer Schadigung der kleinen
Blutgefal’e, den sogenannten Mikroangiopathien. [7][8] An der Netzhaut fihren diese
pathologischen Prozesse in ihrer Summe zum Krankheitsbild der diabetischen
Retinopathie (DR). Dabei betrifft sie eine von drei Personen mit DM [7]. Laut dem
,international Council of Ophthalmology® [7] ist die DR zudem die fuhrende Ursache fur
einen Visusverlust in der erwerbstatigen Bevolkerung und schrankt die Lebensqualitat
der Betroffenen folglich in betrachtlichem Mal3e ein [7].

Bei der DR unterscheidet man zwei Formen, und zwar die nicht proliferative DR
(NPDR) und die proliferative DR (PDR).
Im Wesentlichen kommt es bei der NPDR zu einer Schadigung der Endothelien der
inneren RetinagefalRe [9]. Eine lokale zellulare Entzindung und ein Verlust der
Barrierefunktion der Blut-Retina-Schranke sind die Folge [9]. Das wiederum fuhrt
schlieBlich zu einer gestorten Perfusionsregulation, atrophen Gefallen oder zur
Ausbildung von Aneurysmen der Netzhautgefalle [8][10]. Um den Schweregrad der
NPDR zu bestimmen, macht man sich die funduskopischen Veranderungen zunutze.
Treten lediglich einzelne Mikroaneurysmen am Augenhintergrund auf, spricht man von
einer Background-Retinopathie, was dem Schweregrad einer leichten NPDR zuzuordnen
ist [8][10]. Ist das Bild noch um intraretinale Blutungen und perlschnurartige Venen in
einem Quadranten erweitert, so liegt eine malige NPDR vor [8][10]. Zeigen sich am
Augenhintergrund mehr als 20 Mikroaneurysmen plus intraretinale Blutungen in allen vier
Quadranten der Netzhaut oder perlschnurartige Venen in mindestens 2 Quadranten oder
intraretinale mikrovaskulare Anomalien (IRMA) in mindestens einem Quadranten, so wird
dieser Befund als schwere NPDR definiert [8][10].
Die zweite Form der DR, die PDR, ist im Wesentlichen durch eine Neubildung von
irregularen und stark fragilen GefalRen charakterisiert [8]. Sie konnen den Glaskorper
penetrieren und dadurch zu Glaskorper- und Netzhautblutungen fihren [10]. AuRerdem
konnen durch die Proliferation von Gefal3bindegewebe und eine nachfolgende
Kontraktion traktive Netzhautablésungen evoziert werden [10].
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Eine wesentliche Komplikation der DR ist die Ausbildung eines Makuladdems [10]. Es
kann bei beiden Formen der DR auftreten und ist die primare Ursache des Visusverlustes
bei Patienten mit DM [9][10]. Es fuhrt ohne eine rasche Behandlung unmittelbar zur
Erblindung [10]. Der Ausloser ist eine starke Permeabilitatsstorung oder eine Kapillar-
okklusion von perimakularen Gefalen mit der Folge eines Odems in der Makula [9][10].

Atiogenetisch stehen primar zwei Dinge im Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen:
die Neurodegeneration sowie die Mikroangiopathie der inneren Retina [11][12]. Bei der
Mikroangiopathie geht man davon aus, dass Arteriolen und Venolen atrophieren [10][14].
Konsekutiv kommt es zu einer pathologisch gesteigerten Kapillarpermeabilitat, was
wiederum eine Reihe biochemischer und metabolischer Veranderungen induziert [15].
Das umfasst beispielsweise eine erhohte Expression von Faktoren wie des ,Vascular
endothelial growth factor A" (VEGF-A) oder des Tumor-Nekrose-Faktors-alpha (TNF-a)
sowie die lokale Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) [13][14][15].

Bei der Neurodegeneration weily man, dass sie durch eine Apoptose herbeigefuhrt wird
[12]. Zudem wird sie von einem Verlust retinaler Ganglienzellen (RGC) und einer
reaktiven Gliose der Astrozyten und Mullerzellen begleitet [12].

Bei der Therapie der DR gilt die Vermeidung und Reduzierung eines fur den Patienten
spurbaren Sehverlustes als hauptsachliches Behandlungsziel [10]. Von entscheidender
Bedeutung fur das Behandlungsergebnis ist dabei die rechtzeitige Diagnosestellung noch
im Fruhstadium, da die Aussicht auf eine erfolgreiche Therapie abnimmt, je grof3er der
Netzhautschaden ist [10]. Die Basis der Therapie stellen hierbei eine normnahe Blut-
glukoseeinstellung, gemessen am HbA1c, eine Blutdrucknormalisierung sowie die
ophthalmologische Therapie dar [10][16]. Letztere umfasst eine stadiengerechte
Uberwachung und Behandlung von diabetischer Retino- und Makulopathie [10]. Dabei
stehen fur die Behandlung zwei Optionen zur Verfugung. Zum einen gibt es die
Maoglichkeit einer Laserbehandlung und zum anderen die Option einer intravitrealen
Medikamentengabe [10][16].

Die Laserbehandlung wird in den Leitlinien fur Patienten mit einer fokalen Makulopathie
und/oder mit einer PDR empfohlen [17], wodurch das Risiko einer schweren
Sehverschlechterung, einer Progression der DR und einer Glaskorperblutung deutlich
verringert werden kann [10]. Auch kann sie bei schweren Verlaufsformen der NPDR wie
z.B. fur bestimmte Risikopatienten wie Schwangere und Betroffene mit ausgedehnten
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Kapillarverschlussgebieten in der Fluoreszenzangiografie erforderlich werden [10][17]. In
Einzelfallen ist eine Laserbehandlung auch bei einem diffusen Makulabdem zu erwagen
[17].

Die intravitreale operative Medikamentengabe (IVOM) hingegen, die primar mit VEGF-
Inhibitoren durchgefuhrt werden sollte, wird fur Patienten mit einem diabetischen
Makulabdem mit fovealer Beteiligung angeraten, sofern ein vom Patienten erlebter
Sehverlust vorliegt und eine Verbesserung der Sehfahigkeit noch moglich erscheint [10]
[17]. Far die IVOM-Behandlung mit VEGF-Inhibitoren beim diabetischen Makuladdem
sind derzeit Aflibercept (Eylea®) und Ranibizumab (Lucentis®) sowie Bevacizumab
(Avastin®) im Off-Label-Use zugelassen [10]. In der Regel erhalten die Patienten initial
drei Injektionen im monatlichen Abstand. In der Erhaltungsphase wird sie dann lediglich
bei einer Verschlechterung wiederholt. Dabei dienen der bestkorrigierte Visus, der OCT-
und Fundusbefund sowie ggf. das Ergebnis aus der Fluoreszenzangiografie als Mal3stab
[10]. Durchschnittlich sind im ersten Jahr 5-8 Injektionen erforderlich [18]. Eine langere
Wirkdauer haben demgegenuber intravitreal verabreichte Steroide. Derzeit sind hierfur
die Wirkstoffe Triamcinolonacetonid, Fluocinolonacetonid (Retisert®, lluvien®) sowie
Dexamethason (Ozurdex®) in Verwendung. Die Wirkdauer liegt zwischen 2—-4 Monaten
fur Triamcinolonacetonid, zwischen 4-6 Monaten fur Ozurdex® und bei 3 Jahren fur
Retisert® und lluvien® [18]. Durch die langere Wirkdauer konnen die Anzahl der
Injektionen und das damit assoziierte Endophthalmitisrisiko reduziert werden [18]. Der
Nachteil der IVOM mit Kortikosteroiden sind haufige Nebenwirkungen wie die Erhdhung
des intraokularen Drucks (IOP) und die Entwicklung bzw. die Verschlechterung einer
Katarakt [10][18]. Daher kommen Kortikosteroidpraparate hauptsachlich bei einem
persistierenden, therapierefraktaren diabetischen Makuladdem (DME) und vor allem bei
Patienten mit pseudophaken Augen zum Einsatz [18].

Trotz der Vielzahl der Behandlungsmoglichkeiten bei einer DR kann lediglich einer
GefalRneubildung entgegengewirkt und die Ruckbildung eines Makuladdems begunstigt
werden. Irreversibel geschadigte Netzhautzellen konnen dadurch jedoch weder
wiederhergestellt noch ersetzt werden. Die Neurodegeneration schreitet sogar weiter fort
[19]. Auch eine Insulintherapie des DM kann die Langzeitkomplikationen an der Retina
nicht verhindern. Sie scheint im Gegenteil eher einen toxischen Effekt auf die Netzhaut
zu haben [20]. So zeigten Sugimoto et al beispielsweise, dass der Wechsel von einer
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oralen antidiabetischen Therapie auf Insulin bei Patienten mit einem insulinunabhangigen
Typ 2 DM mit einem signifikant erhohten Risiko einer Progression der DR und einer
Visusverschlechterung assoziiert war [20]. Es gibt somit bisher keine kausal wirksame
Therapie der DR.

1.2. Hypertonie und Retina

Hypertonie ist der primare Risikofaktor fur eine erhdhte kardiovaskulare Morbiditat und
Mortalitat [4]. Sie induziert eine Reihe pathophysiologischer okularer Veranderungen, die
signifikant die Blutversorgung der Retina, Chorioidea und des Sehnervs beeintrachtigen.
[21]

Die bisherigen Erkenntnisse zur Pathophysiologie der hypertensiven Retinopathie
(HR) sind sehr begrenzt. Bislang sind die Hyperglykamie, die Dyslipidamie sowie das
Rauchen als Risikofaktoren fur die Entstehung einer HR definiert [22][23]. Aul3erdem
weil® man, dass die Manifestation der HR sowohl durch eine akute als auch durch eine
chronische systemische Hypertonie ausgelost werden kann [22][23].

Kommt es zu einem akuten Anstieg des systemischen Blutdrucks, so reagieren die
retinalen Gefalle mit einer Vasokonstriktion [22][23]. Dies zeigt sich klinisch als fokale
oder generalisierte Verengung der retinalen Arteriolen [22][23]. Das Ausmal} der
Verengung hangt jedoch von der Rigiditat der Gefal3e ab, sodass dieses Phanomen meist
nur bei jungeren Patienten zu sehen ist. [22][23]

Ist der systemische Blutdruck chronisch erhoht, verursacht das eine zunehmende
Sklerosierung der GefalRe mit Endothelzellhyperplasie, Intimahyalinisierung und
Mediahypertrophie [23]. Die betroffenen Arterien fallen dabei in der Funduskopie durch
einen breiteren und helleren Lichtreflex auf und werden daher als Kupferdrahtarterien
beziehungsweise Silberdrahtarterien bezeichnet [23]. DarUber hinaus bilden sich
arteriovenodse Kreuzungsstellen aus [23]. Sie werden durch den Druck der verdickten
Arterien Uber den Venen verursacht [23]. Dies erfolgt an Stellen, an denen sich beide
eine gemeinsame Adventitia teilen [23]. Wenn nun die Hypertonie weiter unkontrolliert
persistiert, fuhrt das zu einer Disruption der Blut-Retina-Schranke, die Gefallpermeabilitat
nimmt zu und es kommt zu einem Austritt von Plasmamaterial, das in den multiplen
Retinazellschichten akkumuliert [24]. Das klinische Korrelat dazu stellen Netz-
hautblutungen in Form von Mikroaneurysmen und flammformigen Blutungen sowie harte

Exsudate, also Lipidablagerungen, dar. [24] Nachfolgend kommt es zu Ischamien in der

15



Netzhaut, die sich in der Ausbildung von Cotton-Wool-Herden widerspiegeln [24]. Sie
sind als Infarktherde der unmyelinisierten Ganglienzellaxone in der Nervenfaserschicht
zu verstehen [24]. Bei schweren Verlaufsformen und einer lang bestehenden oder
malignen Hypertonie konnen sich die initial in der Peripherie entstandenen Schaden auf

die zentrale Netzhaut ausweiten, was sich als Papillenschwellung zeigt. [24]

Zur Einteilung der Schweregrade der HR existiert eine Vielzahl von Klassifikationen,
die sich alle an den retinalen Gefaldschaden orientieren. [25][26] Die wohl bekannteste
ist die Einteilung nach Keith-Wagener-Barker (Tab. 1). Sie unterteilt die HR in vier
Schweregrade. Grad 1 liegt demnach vor, wenn eine generalisierte Verengung der
NetzhautgefalRe erkennbar ist [25]. Fokale Verengungen und das Auftreten von
arteriovendsen Kreuzungsstellen ist Grad 2 zuzuordnen [25]. Grad 3 ist erreicht, wenn zu
der Klinik von Grad 2 harte Exsudate und Cotton-Wool-Herde hinzutreten [25]. Bei Grad
4 sind die funduskopischen Veranderungen von Grad 3 noch um eine Papillenschwellung
erweitert [25][26].

Tabelle 1. Keith-Wagener-Barker-Klassifikation fiir hypertensive Retinopathie (Grad I-1V), basierend auf
dem Schwergrad der funduskopischen Veranderungen. Modifiziert nach Grosso et al. [25]

Schweregrad Klassifikation
Grad | (milde Hypertonie) Milde generalisierte retinale arteriolare Vasokontriktion und Sklerosierung
Grad |l (starker ausgepragte Ausgepragte fokale Gefalengstellung und arteriovendse Kreuzungsstellen;

Retinopathie) moderate bis ausgepragte Sklerose der retinalen Arteriolen; gesteigerter arterieller

Lichtreflex
Grad Ill (milde angiospastische Retinale Blutungen, Exsudate und Cotton-Wool-Herde; Sklerose der retinalen
Retinopathie) Arteriolen
Grad IV Schwerer Grad Ill und Papillenédem

Diese Einteilung wird allerdings im klinischen Alltag zunehmend durch eine von Mitchell-
Wong modifizierte Klassifikation ersetzt (Tab. 2) [25]. Sie kombiniert die ersten zwei
Schweregrade miteinander, da sie klinisch kaum voneinander abgrenzbar sind [26].
Ansonsten ist die Klassifikation identisch [26] und unterscheidet zwischen einer milden,
moderaten und malignen HR [26]. Der starke Fokus auf die Gefalde bei der Einteilung der
HR liegt darin begrindet, dass der Gefal3schaden der Netzhaut fur viele Jahre traditionell
als prognostisches Mal} fur den Verlauf und die Schwere des Endorganschadens der

inneren Organe galt [26]. Zum Beispiel konnte in der Blue Mountains Eye Studie, die Uber
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einen Zeitraum von 12 Jahren durchgefuhrt wurde, gezeigt werden, dass Patienten mit
einer hypertensiven Retinopathie ein ebenso hohes Mortalitatsrisiko durch kardio-
vaskulare Erkrankungen aufwiesen wie Patienten mit Diabetes (Mortalitatsrate pro
Person und Jahr 0,015 fur Patienten mit Diabetes vs. 0,016 fur Patienten mit HR) [26].
Ferner ist auch belegt, dass das Auftreten einer HR einen Risikofaktor eines kongestiven
Herzversagens und einer Nierenschadigung darstellt [26].

Tabelle 2. Klassifikation der hypertensiven Retinopathie nach Wong und Mitchell. Modifiziert nach
Grosso et al. [25]

Schweregrad Beschreibung

Keine erkennbaren retinalen Veranderungen. Ein oder mehr der folgenden arterioléaren
Keine Retinopathie Zeichen:

milde Retinopathie (lediglich retinale | o generalisierte arteriolare GefaRengstellung
arteriolare Zeichen) * fokale arterioldre GefaRengstellung
* arteriovendse Kreuzungszeichen
® Silberdrahtarteriolen

Moderate Retinopathie Ein oder mehr der folgenden retinalen Zeichen:
® Blutung (punkt-, fleck- oder flammférmig)
® Mikroaneurysmen
® Cotton-Wool-Herde
® Harte Exsudate

Maligne Retinopathie Moderate Retinopathie plus Schwellung Papillenschwellung

Die wesentlichen Behandlungsstrategien der HR beruhen derzeit lediglich auf der
Einstellung des erhohten systemischen Blutdrucks mit regelmafligen Blutdruckkontrollen,
einschlieBlich einer Lebensstilanderung mit Gewichtsreduktion, Salz- und fettarmer
Ernahrung, regelmaliger Bewegung, Stressabbau und der Aufgabe des Rauchens [23].
Bisherige Studien zur intravitrealen Injektion von anti-VEGF Medikamenten zum
Management der akuten hypertensiven Retinopathie zeigen zwar eine Reduktion der
retinalen Blutungen und des Makuladdems, dennoch ist deren Nutzen bislang noch nicht
ausreichend bestatigt und damit deren Verwendung fur diese Indikation nicht
gebrauchlich [23]. AulRerdem fuhrt interessanterweise auch bei der HR die Therapie der
Gefallpathologien nicht zwangslaufig zu einem Visusanstieg oder gar einem milderen
Krankheitsverlauf [24]. Ferner stellt ein systemisch erhdhter Blutdruck auch einen
Risikofaktor fur weitere Augenerkrankungen dar [26]. Dazu gehoren retinale Gefal3-
verschlisse und nicht arteriitische anteriore ischamische Optikusneuropathien [26].
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AuBerdem kann er eine Exazerbation der diabetischen Retinopathie bewirken und
scheint auch einen Einfluss auf die Pathogenese der altersabhangigen Makula-
degeneration zu haben [26]. Es fehlen also auch bei der HR bislang noch Therapien, die
eine kausale Behandlung ermoglichen.

1.3. Arteriosklerose und Retina

Arteriosklerose verursacht Gefaldverschlisse auch in der Netzhaut. Dies kann sowohl
die vendsen als auch das arteriellen GefalRe betreffen. Ist primar ein zentrales
Netzhautgefal® verschlossen, spricht man von einem Zentralvenen- bzw. Zentral-
arterienverschluss. Manifestiert sich die Arteriosklerose hingegen an einem Ast des
Zentralgefales, so bezeichnet man dies als Venen- bzw. Arterienastverschluss. Uber
den Gefaldverschluss wird eine okulare Ischamie verursacht und kann daruber auch zum

Krankheitsbild der anterioren ischamischen Optikusneuropathie (AION) fuhren. [27]

1.3.1. Retinale Venenverschliisse: Zentralvenenverschluss und
Venenastverschluss
Retinale Venenverschlusse sind nach der DR die zweithaufigste Erkrankung der
Netzhaut und damit als wichtige Ursache fur einen Sehverlust zu betrachten. [27][28]

Dabei staut sich durch eine arteriosklerotisch bedingte Abflussbehinderung das Blut in
den venosen retinalen GefalRen und fuhrt so zu einer Minderversorgung der Netzhaut mit
Sauerstoff [27][28]. Es kommt zur Ausbildung eines Makuladdems, vitrealen Blutungen,
retinalen Neovaskularisationen bis hin zur Netzhautablosung [27][28]. Bemerkbar macht
sich dies durch eine rasche und schmerzlose Abnahme der Sehkraft [27][28].

Bekannte Einflussfaktoren auf die Ausbildung eines retinalen Venenverschlusses sind —

der HR ahnlich — Hypertonie, kardiovaskulare Erkrankungen und DM. [27][28]

Therapeutisch werden zunachst die Einflussfaktoren behandelt [27][28]. Sind die
Makula und die Netzhautperipherie durchblutet und ist die Sehkraft nicht eingeschrankt,
erfolgen lediglich monatliche Nachuntersuchungen mittels Funduskopie, OCT und
Fluoreszenzangiografie mit dem Ziel der Beurteilung eines potenziellen Makuladdems
und weiterer Folgekomplikationen [27][28]. Ist das Sehvermodgen bereits eingeschrankt
und besteht schon ein Makuladdem, wird medikamentos mit VEGF-Inhibitoren behandelt
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[27]28]. Alternativ kann auch eine intravitreale Gabe von Kortikosteroiden entweder
mittels intravitrealer Injektion (IVT) oder Dexamethasonimplantat veranlasst werden
[27][28]. Bei Versagen der Therapie erfolgt die Laserfotokoagulation [27][28]. Ahnlich wird
bei einer Minderdurchblutung der Makula oder der Netzhautperipherie und der
Ausbildung peripherer Neovaskularisationen vorgegangen. [27][28]

1.3.2. Retinale Arterienverschlusse: Zentralarterienverschluss und
Arterienastverschluss

Bei retinalen Arterienverschlissen unterscheidet man nach der Ursache, der
Auspragung und der Persistenz der Obstruktion [28].
Atiologisch kann ein retinaler Arterienverschluss thrombembolisch oder arteriitisch
verursacht sein. In 95 % der Falle ist er jedoch nicht arteriitisch bedingt [28].
Als Mal} der Auspragung dient die GroRe der von dem Gefal3verschluss betroffenen
Netzhautflache und ist abhangig davon, welches Gefald verschlossen ist [28]. So kann
nur eine zilioretinale Arterie verschlossen sein, ein Arterienastverschluss vorliegen, ein
Hemi-Zentralarterienverschluss, aber auch die komplette Zentralarterie kann
verschlossen sein [28]. Ein retinaler Arterienverschluss kann sich in einer Amaurosis
fugax aullern, bei der in der Funduskopie keine Zeichen eines retinalen Verschlusses
vorliegen [28]. Der Verschluss kann transient mit spontaner und kompletter
Rekanalisierung in der Fluoreszenzangiografie auftreten oder in Form eines
persistierenden Verschlusses mit verzogerter oder ohne Rekanalisierung vorkommen
[28].

Klinisch treten eine plotzliche, schmerzlose, einseitige und meist ausgepragte
Sehverschlechterung mit Gesichtsfeldausfall auf [28]. In der Fundusuntersuchung sind
die Arterien im betroffenen Areal typischerweise dunn [28]. Eventuell sind zusatzlich
Fibrinklumpen, stehende Blutsdulen oder Embolien sichtbar [28]. Innerhalb weniger
Stunden nach dem Gefallverschluss entwickelt sich eine weildliche, intrazellulare
Schwellung der Nervenfaserschicht, was als fur dieses Krankheitsbild typischer
.Kirschroter Fleck® in der Fovea in Erscheinung tritt [28]. Prodromal geht dem retinalen

Arterienverschluss dabei in 15 % der Falle eine Amaurosis fugax voraus. [28]

Das Zeitfenster, in der eine mogliche Therapie sinnvoll ware, ist sehr klein [28]. Aus
Untersuchungen an Rhesus-Affen ist bekannt, dass bereits 4,5 Stunden nach einem
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Zentralarterienverschluss eine ausgepragte und irreversible Ischamie der inneren
Netzhautschichten entsteht [28]. Eine experimentelle GefalRobstruktion bis zu ungefahr
100 Minuten hingegen hinterlasst noch keine Dauerschaden [28]. Folglich mussten
bereits dauerhafte Schaden vermutet werden, wenn ein ,kirschroter Fleck® in der Fovea
erkennbar ist [28]. Demzufolge mussten durch eine frihe Rekanalisation funktionelle
Dauerschaden reduziert werden konnen [28]. Gegenwartig sind jedoch noch keine
Therapieansatze bekannt, deren Nutzen in Studien hinreichend nachgewiesen werden
konnten. [28]

1.3.3. Anteriore ischamische Optikusneuropathie (AION)

Bei der ischamischen Optikusneuropathie wird atiogenetisch zwischen einer nicht
arteriitischen Form (NAION) bei Vorliegen kardiovaskularer Risikofaktoren und einer
Form, die durch Arteriitis temporalis verursacht wird (AION), unterschieden [29][30]. Zu
den Risikofaktoren der NAION zahlen Hypertonie, DM, Hyperlipidamie und Rauchen
[29][30].

Die NAION, wird durch einen akuten Verschluss einer den Sehnerven versorgenden
retinalen Arterien verursacht, wodurch es zu einer Ischamie des Sehnervenenkopfes
kommt [29][30]. Sie aulert sich als plotzliche, meist schmerzlose einseitige
Visusverschlechterung mit einem Gesichtsfeldausfall im Nervenfaserverlauf kombiniert

mit einem Papillenddem, wobei die Symptome vorwiegend am Morgen auftreten [29][30].

Derzeit gibt es keine allgemein akzeptierten, evidenzbasierten Behandlungsoptionen
fur die NAION [29][30]. Empfehlungen basieren auf einer Behandlung der
Grunderkrankungen und der Risikofaktoren [29][30]. Weiterhin gibt es Ansatze zur
Behandlung der NAION mittels isovolamischer Hamodilution in der Akutphase und
Acetylsalicylsdure zur Sekundarprophylaxe [29][30]. Beide sind jedoch in ihrer
Wirksamkeit fur die NAION bisher nicht ausreichend bestatigt. [29][30]

Zur Behandlung der NAION wurden auRerdem Studien mit Kortikosteroiden durchgefuhrt
[30]. Sie zeigen aber bislang keinen Vorteil [30]. Weiterhin wurde auch das Outcome der
NAION nach Behandlung mit Levodopa bestimmt, womit kein Vorteil gezeigt werden
konnte [30]. Im Gegenteil birgt die Therapie mit Levodopa erhebliche Nebenwirkungen
[30]. Zur Behandlung mit VEGF-Inhibitoren gibt es ebenfalls noch keine ausreichende
Datenlage, die eine Therapie rechtfertigen wurde [30]. Neuroprotektive Medikamente mit
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potenzieller Anwendungsmoglichkeit fur die NAION sind noch in der Entwicklung oder
befinden sich in der Frihtestphase [30]. Ein Ansatz ist die Anwendung einer kleinen
interferierenden Ribonukleinsdure (siRNA), die die Caspase-2-Expression inhibieren soll,
um so einer Apoptose vorzubeugen [30]. Ein weiterer in der Forschung befindlicher
Ansatz ist der Effekt von intravitrealem Fasudil, einem Rho-Kinaseinhibitor, auf das
visuelle Outcome nach einer akuten NAION [30]. Dabei scheint Fasudil eine hemmende
Wirkung auf inflammatorische Prozesse zu haben, den Blutfluss zum Sehnerven wieder

ansteigen zu lassen und daruber hinaus neuroprotektiv auf die Netzhaut zu wirken. [30]

1.4 Fragestellung

Die drei aufgefuhrten Erkrankungen Diabetes mellitus, Hypertonie und Arteriosklerose
sind primar systemische Erkrankungen des Menschen, die sich aber alle lokal in einer
Schadigung der Endorgane niederschlagen. Am Auge fuhren sie zum Krankheitsbild der
Retinopathie. Obwohl bereits einige Versuche unternommen worden sind, die
Kausalkette einer Retinopathie zu verstehen, ist noch nicht genug Uber die spezifischen
Mechanismen bekannt, die ihr zugrunde liegen und die es ermdglichen, den Verlust des
Sehvermogens zu verhindern. Derzeit ist man erfolgreich in der Lage, einen erhohten
Blutzuckerspiegel, einen zu hohen Blutdruck sowie erhohte Blutfette auf ein
physiologisches Niveau zu senken. Auch ist es moglich den Blutfluss in den durch
Arteriosklerose verlegten Gefallen zu verbessern. Dennoch schreitet der durch
systemische Erkrankungen verursachte Schaden auf lokaler Ebene, bekannt aus
Untersuchungen am Herz, der Niere und am Auge weiter fort [5][19][20]. Daraus lasst
sich schliel3en, dass auch in der Retina spezielle lokale Mechanismen induziert werden
und durch systemische Faktoren unabhangig vom ursprunglichen Stimulus aktiv bleiben
mussen. Um diese Hypothese zu prufen, wurde in der vorliegenden Arbeit folgenden

Fragestellungen nachgegangen:

1. Wie wirken sich Diabetes mellitus, Hypertonie und eine Hypoperfusion auf die
Retinamorphologie im Tiermodell aus?
2. Welches sind mogliche Signalkaskaden, die in der Pathophysiologie der lokalen

Mechanismen in der Retina involviert sind?

21



2. METHODIK

21. Tiermodelle

2.1.1. Rattenmodell fur diabetische Retinopathie bei Typ 2 Diabetes mellitus:
Tetrazyklin induzierte Insulinrezeptor-Knockdown-Ratte (TetO)

Fur die Untersuchungen wurden weibliche transgene Sprague-Dawley-Ratten 4-6
Wochen nach Manifestation eines Diabetes mellitus (Blutglucose = 300 mg/dl)
verwendet. Als Vergleichstiere dienten gleichaltrige Wildtypen (WT). Die transgenen
TetO-Ratten exprimieren Tetrazyklin induziert eine shRNA, die die Expression von
Insulinrezeptoren reduziert. Nachdem diese Tiere uber 4 Tage 2 mg/ml Doxycyclin,
einem zur Klasse der Tetrazykline gehorenden Antibiotikum, mit dem Trinkwasser
erhalten hatten, wurden sie innerhalb weniger Tage hyperinsulinamisch mit einem
Anstieg des Blutzuckers auf > 300 mg/dl. Eine Gruppe von 5 TetO-Ratten erhielt
zusatzlich oral den Angiotensin-lI-Rezeptor-Subtyp1-Antagonisten Losartan (10 mg/kg
pro Tag) ab Auftreten des DM [31][32]. Alle Tiere wurden vom Experimental and Clinical
Research Center am Charité-Campus Berlin-Buch durch die Arbeitsgruppe von Priv.-

Doz. Ralf Dechend zur Verfigung gestellt.

2.1.2. Rattenmodell fur hypertensive Retinopathie: doppelt transgene Ratte
(dTGR)

Als Grundlage der Untersuchungen dienten 7 Wochen alte transgene Sprague-
Dawley-Ratten, die zusatzlich zum ratteneigenen auch das Gen fur das menschliche
Renin und Angiotensinogen exprimieren (dTGR). Verglichen wurden diese Tiere mit
gleichaltrigen WT. So entwickeln dTGR unbehandelt eine schwere Hypertonie mit
signifikanten Endorganschaden u.a. an Herz und Nieren, was innerhalb von 7-8 Wochen
zum Tod fuhrt. [5] Bereitgestellt wurden die Tiere in Kooperation mit dem Experimental
and Clinical Research Center am Charité-Campus Berlin-Buch durch die Arbeitsgruppe
von Priv-Doz. Ralf Dechend.

2.1.3. Mausmodell fur chronisch zerebrale Hypoperfusion

Fur dieses Modell wurden C57/Black- und MacGreen-Mause (B6N.Cg-Tg(Csflr-
EGFP)) (Hume/J mice) verwendet, welche in systemischen und lokalen Makrophagen
GFP exprimieren. Den Tieren wurde im Alter von ungefahr 3 Monaten an der Arteria

carotis interna beidseits ein Micro Coil mit einem Durchmesser von 180 ym implantiert.
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Dies fuhrte zu einer permanenten beidseitigen Reduktion der Blutzufuhr von 10-20 %.
Gleichaltrige Kontrolltiere wurden Sham-operiert, d. h. sie erhielten eine aquivalente
Operation jedoch ohne Implantation eines Mikro Coils. [6] Zur Verfugung gestellt wurden
die Tiere vom Zentrum fur Schlaganfallforschung Berlin durch die Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Ulrich Dirnagl.

Alle Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung mit den Richtlinien und Bestimmungen
uber die Pflege und den Gebrauch von Labortieren der Charité-Universitat Berlin und mit
den Richtlinien der American Physiology Society nach Zulassung durch das Landesamt
fur Gesundheit und Soziales Berlin (LAGeSo).

2.2. Quantitative Analyse
2.21. Optimierung der RGC-Quantifizierung

Die Quantifizierung der retinalen Ganglienzellen (RGC) erforderte eine mehrmalige
Optimierung der Vorgehensweise, bevor valide Ergebnisse erzielt werden konnten.
Als entscheidender Parameter erwies sich dabei die Qualitat des untersuchten mit
Hamatoxylin und Eosin (HE) gefarbten und in Paraffin eingebetteten Gewebeschnittes.
Ein Qualitatskriterium war dabei, dass die Lange der Schnitte vergleichbar sein musste.
So wurden lediglich Sagittalschnitte ausgewahlt, bei denen es moglich war, mindestens
zehn Uberschneidungsfreie Bildausschnitte am Axio Imager M2 bei 10-facher
VergroRerung aufzunehmen. Weiterhin durften die Sagittalschnitte nicht schrag
angeschnitten sein und mussten ein gleichmafliges HE-Farbemuster aufweisen.
Ein weiterer Faktor, der das Ergebnis beeinflusste, war die Wahl der Zahimethode. Als
Option stand eine automatisierte Zahlung mittels ,Image J“ und eine manuelle Zahlung
zur Verfugung. Es zeigte sich schnell, dass die manuelle Zahlweise der automatisierten

aufgrund fehlender geeigneter Algorithmen stark Uberlegen war.

Auf diesen Erkenntnissen aufbauend wurden dann wie unter 2.2.2 dargestellt die RGC

quantifiziert, womit ein aussagekraftiges und valides Resultat erzielt werden konnte.

23



2.2.2. Quantifizierung der RGC-Zahl

Fur die quantitative Analyse wurden 5 ym dicke in Paraffin eingebettete Retina-
sagittalschnitte mit HE gefarbt. Diese wurden durch Karin Oberlander bereitgestellt. Alle
HE-Schnitte wurden mittels Axio Imager M2 fur Fluoreszenzmikroskopie und ZEN lite
2012 Software unter Verwendung eines 10er-Objektivs untersucht und aufgenommen.

Fur die quantitative Analyse des RGC-Verlustes wurden je 10 sehnervennahe Retina-
sagittalschnitte von 5 unterschiedlichen TetO-Ratten und WT sowie von 4 unter-
schiedlichen dTGR bertcksichtigt. Als RGC wurden lediglich solche Zellen klassifiziert,
die in der Ganglienzellschicht (GCL) lokalisiert waren und runde ZellkGrper mit einer
homogenen basophilen Eosin-Farbung aufwiesen. Die Zahl der RGC wurde dann fur
jedes Gesichtsfeld pro 100 um in verblendeter Form durch vier unabhangige Untersucher
quantifiziert. Ebenso erfolgte ein Vergleich zwischen der RGC-Zahl in der GCL zwischen
graviden und nicht graviden Ratten sowie zwischen der Peripherie und des Zentrums

eines Retinasagittalschnittes.

2.2.3. Statistische Analyse

Der Ganglienzellverlust pro 100 ym wurde als arithmetisches Mittel +/- SEM erfasst.
Statistische Abweichungen wurden mittels ANOVA getestet und die Aussagekraft des
Mittelwertes durch den t-Test Uberpruft. Das Ergebnis wurde als statistisch signifikant
angesehen, wenn p<0,05 entsprach.

2.3. Immunhistologie
2.3.1. Optimierung ausgewahlter immunhistologischer Farbungen
2.3.1.1. Anti-GFAP-Vimentin
Die GFAP-Vimentin-Ko-Farbung wurde fur Retinasagittalschnitte fur die Ratten-

Modelle, das Mausmodell und drei unterschiedliche Fixiermethoden getestet.

Far mit in 4 % Paraformaldehyd-(PFA)-fixierte Sagittalschnitte eignet sich zur
Demaskierung der spezifischen Antigene Proteinase K am besten. Die optimale
Verdinnung des Primarantikorpers entspricht 1:250 fur anti-GFAP und 1:100 fur anti-
Vimentin. FUr einen besseren Strukturerhalt der Netzhaut empfiehlt sich eine nur kurze

Fixierzeit.

24



Bei einer Fixierung mit Methacarn sollte eine Demaskierung mit Proteinase K
vermieden werden, da dies das Netzhautgewebe durch die proteolytische Wirkung des
Enzyms zerstort. Stattdessen eignet sich eine Demaskierung mit (feuchter) Hitze. Da
Methacarn die Sagittalschnitte verstarkt austrocknet, gilt es wahrend des gesamten

Farbevorgangs, verstarkt auf eine Feuchthaltung der Praparate zu achten.

Eine Fixierung mit Davidson-Losung erhalt die Strukturen der Retinasagittalschnitte
am besten. Zu berucksichtigen ist, dass das Gewebe sich durch Davidson-Fixativ
zusammenzieht und daher bei der mikroskopischen Betrachtung kleiner ist als
vergleichbare Proben, die mit 4 % PFA oder Methacarn fixiert worden sind. Die Farbung
gegen anti-Vimentin von mit Davidson-Losung fixierten Geweben erreicht nicht die
gleiche Qualitat wie das von mit 4 % PFA fixierten. Deshalb sollte anstelle von anti-
Vimentin ein anderer Primarantikorper wie zum Beispiel anti-Glutaminsynthetase gewahlt

werden.

Insgesamt kann die GFAP-Vimentin-Ko-Farbung sowohl bei Ratten als auch bei

Mausen angewandt werden. Die nachfolgende Tabelle gibt eine zusammenfassende

Tabelle 3. Ubersicht iiber die Firbung mit anti-GFAP-Vimentin fiir verschiedene
Fixative

Verdiinnung
Priméarantikorper

Antigen-
demaskierung/
Inkubationszeit

Blocking buffer/
Konzentration

Sekundarantikorper

Verdiinnung
Sekundarantikorper

4% PFA

1:250 (GFAP)
1:100 (Vimentin)

Proteinase K/10min

BSAin TBS/5%

Alexa Fluor® 488,

donkey anti-rabbit

1:2500

Methacarn-Fixativ

1:250 (GFAP)
1:100 (Vimentin)

Mikrowelle bei 600
Watt in Citratpuffer
(pHB6)/2x5min

BSAin TBS/5%

Alexa Fluor® 488,
donkey anti-rabbit

1:2500

Davidson-Fixativ

1:500 (GFAP)

1:100 (Vimetin)

Proteinase K/10min

BSAin TBS/5%

Alexa Fluor® 488,
donkey anti-rabbit

1:2500



Ubersicht der optimierten Methoden bei der Anwendung von anti-GFAP-Vimentin fir die
jeweilige Fixierlosung (Tab 3).

2.3.1.2. Anti-Caspase-3 und anti-Cleaved Caspase-3
Der Caspase-3-Antikorper wurde fur Retinasagittalschnitte von Ratten- sowie von
Mausgewebe und zwei verschiedene Fixiermethoden getestet.

Eine Fixierung mit 4 % PFA erwies sich als die beste Methode fur die Farbung mit anti-
Caspase-3. Auf das Blocken der unspezifischen Bindungsstellen sollte dabei verzichtet
werden. Der Primar- und der Sekundarantikorper durfen nicht in 5 %igem BSA (bovines
Serumalbumin) verdunnt werden. Stattdessen sollte man zu einer speziellen
Antikorperverdinnungslosung greifen.

Von einer Verwendung von Methacarn-Losung zur Fixierung sollte abgesehen werden,
da dadurch nur wenig Kontrast bei der Fluoreszenzfarbung erreicht wird.

Analog verhielt es sich bei der Farbung mit anti-Cleaved-Caspase-3. Beide Antikorper
eignen sich nicht fir Rattengewebe. Eine Ubersicht Giber die getesteten Methoden bei der

Tabelle 4. Ubersicht iiber die Farbungen mit anti-Caspase 3 und anti-Cleaved-
Caspase 3 fiir verschiedene Fixative

Verdiinnung
Primarantikorper

Antigen-demaskierung/
Inkubationszeit

Blocking buffer/
Konzentration

Sekundarantikorper

Verdiinnung
Sekundarantikorper

4% PFA

1:250 (in Antibody diluent)

Mikrowelle bei 600 Watt in

Citratpuffer (pH6)/2x5min

kein Blocking

Alexa Fluor® 488, donkey anti-

rabbit

1:2500 (in Antibody diluent)
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Methacarn-Fixativ

1:250 (in Antibody diluent)

Proteinase K/10min

kein Blocking

Alexa Fluor® 488, donkey anti-

rabbit

1:2500 (in Antibody diluent)



Anwendung von anti-Caspase-3 und anti-Cleaved-Caspase-3 fur die jeweilige
Fixierlosung gibt Tabelle 4.

2.3.2. Optimiertes Standardprotokoll der immunhistologischen Farbungen

Fir die immunhistologischen Farbungen wurden die Retinasagittalschnitte zunachst
fur eine Stunde bei 60 °C inkubiert und anschlieRend in den nachfolgenden Losungen in
genannter Reihenfolge rehydriert: in Xylol und 2-Propanol in beiden jeweils fur 2x10
Minuten, in 96 %iger, 90 %iger, 70 %iger und in 50 %iger Ethanollésung in allen jeweils
fur 1x5 Minuten und in destilliertem Wasser fur 2x5 Minuten. Zur Demaskierung der
spezifischen Antigene wurde entweder eine hitzeinduzierte oder eine enzymatische
Denaturierung angewandt (siehe dazu Tabelle 5 bis 7). AnschlieRend wurden die
Schnitte fur 2x5 Minuten mit TBS (Tris-buffered saline) gewaschen, die
Gewebemembranen dann mithilfe von Triton-X-100 (0,25 % in TBS) fur 1x10 Minuten
permeabilisiert und schlieBlich erneut fur 2x10 Minuten mit TBS gewaschen. Nach dem
Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit BSA (0,5 % in TBS) fur eine Stunde bei
Raumtemperatur, wurden die Schnitte Uber Nacht mit den Primarantikbrpern (siehe
Tabelle 3 bis 5) in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert. Nachdem die Schnitte im
Anschluss 4x10 Minuten mit TBS gewaschen wurden, wurden sie dann fur 45 Minuten
bei Raumtemperatur mit den entsprechenden Sekundarantikorpern (siehe Tabelle 5 bis
7) inkubiert. Die Gegenfarbung der Kerne erfolgte durch 4’,6-Diamidin-2-Phenylindol
(DAPI) (1:100 in TBS) fur 5 Minuten und anschliellendem zweimaligen Waschen mit TBS
fur 5 Minuten. Zum Schluss erfolgte die Fixierung der Schnitte mit Fluorescent Mounting
Medium auf Objekttragern.

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sind zusammen mit ihrer

bestmdglichen Anwendung in Tabelle 5 bis 7 in alphabetischer Reihenfolge dargestellt.
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Primar-
antikorper

anti-

aktivAtr1

anti-Atr1

anti-Brn3a

anti-C1q

anti-GFAP

anti-
Glutamin-
synthetase

anti-
Properdin

anti-Renin

Ver-
diinnung
Primar-
antikorper

1:250

1:200

1:100

1:100 und
1:200

1:250

1:500

1:250

1:100

Fixierung

Davidson

4% PFA

Methacarn

4% PFA und
Methacarn

4% PFA

Davidson

4% PFA

4% PFA

Methacarn

Davidson

Antigende-
maskierung/
Inkubations-

zeit

Proteinase
K/10min

Proteinase
K/10min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer
(pH6)/2x5min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer
(pH6)/2x5min

Proteinase
K/10min

Proteinase
K/5min

Proteinase
K/10min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer

(pHB6)/
2x5min oder

Proteinase

K/10min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer
(pH6)/2x5min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer

(pH6)/
2x5min oder

Proteinase

K/10min
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Tabelle 5. Primarantikorper fiir TetO-Ratten

Blocking
buffer/
Konzentra-
tion

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin

TBS/5%

BSAin
TBS/5%

Sekundar-
antikorper

Texas Red®,
goat anti-
rabbit

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit

Alexa Fluor®
546, goat anti-
mouse

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit

Texas Red®,
goat anti-
rabbit

CF 594,
donkey anti-
goat

CF 594,
donkey anti-
goat

CF 594,
donkey anti-
goa

Ver-
diinnung
Sekundar-
antikorper

1:1000

1:2500

1:2500

1:2500

1:2500

1:10 000

1:10 000

1:2500

1:2500

1:2500



Primar-
antikorper

anti-
aktivAtr1

anti-Atr1

anti-C1q

anti-GFAP

anti-GFAP-
Vimentin

anti-
Properdin

anti-Renin

VEGF-A

Ver-
diinnung
Primar-
antikoérper

1:250

1:200

1:100 und
1:200

1:250

1:250
(GFAP)
1:100
(Vimentin)

1:250

1:100

1:250

Tabelle 6. Primarantikorper fiir dTGR

Fixierung

Davidson

4% PFA

4% PFA und
Methacarn

4% PFA

4% PFA

4% PFA

4% PFA

Methacarn

Davidson

4% PFA

Antigende-
maskierung/
Inkubations-

zeit

Proteinase
K/10min

Proteinase
K/10min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer
(pHB6)/2x5min

Proteinase
K/10min

Proteinase
K/5min

Proteinase
K/10min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer

(pH6)/
2x5min oder

Proteinase

K/10min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer
(pH6)/2x5min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer

(pH6)/
2x5min oder

Proteinase

K/10min

Mikrowelle
bei 600 Watt
in Citratpuffer
(pH6)/2x5min
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Blocking

buffer/

Konzentra-

tion

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin

TBS/5%

BSAin
TBS/5%

BSAin
TBS/5%

Sekundar-
antikorper

Texas Red®,
goat anti-
rabbit

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit

Alexa Fluor®
488, donkey
anti-rabbit
Alexa Fluor®
546

Texas Red®,
goat anti-
rabbit

CF 594,
donkey anti-
goat

CF 594,
donkey anti-
goat

CF 594,
donkey anti-
goa

Texas Red®,
goat anti-
rabbit

Ver-
diinnung
Sekundar-
antikorper

1:1000

1:2500

1:2500

1:2500

1:2500
1:2500

1:10 000

1:2500

1:2500

1:2500

1:10 000



Tabelle 7. Primarantikorper fiir Mause mit chronisch zerebraler Hypoperfusion

Ver- Antigende- Blocking Ver-
Primar- diinnung Fixierung maskierung/ buffer/ Sekundar- diinnung
antikorper Primar- Inkubations-  Konzentra- antikorper Sekundar-
antikorper zeit tion antikorper
anti- Mikrowelle
Caspase 3 1:250 (in bei 600 Watt Alexa Fluor® 1:2500 (in
Antibody 4% PFA in Citratpuffer | kein Blocking 488, donkey Antibody
diluent) (pHB)/2x5min anti-rabbit diluent)
anti-Cleaved Mikrowelle
Caspase 3 1:250 (in 4% PFA bei 600 Watt = kein Blocking | Alexa Fluor® 1:2500 (in
Antibody in Citratpuffer 488, donkey Antibody
diluent) (pHB6)2x5min anti-rabbit diluent)
anti-GFAP Proteinase BSAin Alexa Fluor®
1:250 4% PFA K/10min TBS/5% 488, donkey 1:2500
anti-rabbit
anti-GFAP- 1:250 Alexa Fluor® 1:2500
Vimentin (GFAP) Proteinase BSAin 488, donkey
1:100 4% PFA K/5min TBS/5% anti-rabbit
(Vimentin) Alexa Fluor® 1:2500
546, goat anti-
mouse
anti-PKCa Mikrowelle Texas Red®,
1:100 4% PFA bei 600 Watt BSAin goat anti- 1:1000
in Citratpuffer TBS/5% rabbit
(pHB)/2x5min
anti- Mikrowelle
VGLUT1 bei 600 Watt BSAin Alexa Fluor®
1:250 4% PFA in Citratpuffer TBS/5% 488, donkey 1:2500
(pHB6)/ anti-rabbit
2x5min

24. Material
Nachfolgend ist das fur alle Experimente verwendete Material in alphabetischer
Reihenfolge in tabellarischer Form mit den zugehdrigen Herstellern aufgelistet.
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Instrument
ApoTome.2

Fluoreszenzlampe

Inkubator

Mikroskop fiir
Histologie und
Immunhistologie

Vortex Genie 2

Waage

Chemikalien
Antikérperverdiinnung

Barrier Pen
Bovine Serum Albumin
DAPI

Eosin G 0,5% aqueous solution

Ethanol

Fluorescent Mounting Medium

Hamalaunlésung nach Mayer
Isopropanol (>99,8%, 2-Proanol)
Proteinase K

Richard-Allan™ Scientific
Cytoseal™ XYL Mounting media

Sodium Citrat Dihydrate
(C6H5Na307 - 2H20)

Triton™ X-100

Tabelle 8. Instrumente und Zubehor

Hersteller
Zeiss, Jena, DE

LEJ, EBQ100 isolated,
Jena, DE

Binder, Tuttlingen, DE

Zeiss, Axio Imager.M2,
Jena, DE

Model No.G560E,
Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, N.Y, USA

Sartorius, Géttingen, DE

Reagenzglaser

Zubehor Hersteller
Deckglaser R. Langenbrinck,
Emmendingen, DE
Pipetten Eppendorf, Hamburg, DE
Pipettenspitzen Sarstedt, NUmbrecht, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

SuperFrost Plus
Objekttrager

R. Langenbrinck,

Emmendingen, DE

Tabelle 9. Chemikalien, Puffer und L6sungen

Hersteller
Zystomed Systems, Berlin, DE

Dako Denmark A/S, Glostrup,
DK

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE

J.T. Baker, Center Valley, USA

Dako North America, Inc.,
Carpinteria, Californien, USA

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Dako, Santa Cruz, USA

Thermo Fisher Scientific,
Massachussetss, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA

Puffer und
Lésungen

Antikorper-
I6sung

BSA-Blocking-
Lésung

Fixierldsung |
(PFA)

Fixierlésung Il

(Methacarn)

Fixierlosung Il
(Davidson)

Permeabilisa-
tionsmittel

TBS, 10x, pH =

Bestandteile Menge bzw.
Konzentration
BSAin TBS 0,8%
BSAin TBS 5%
Paraform- 4%
aldehyd in TBS
Methanol 60%
Chloroform 30%
Eisessig 10%
Far 100ml
Fixierldsung lII:
Destilliertes 33ml
Wasser
Eisessig 12ml
Ethanol 33ml (95%)
Formaldehyd 23ml (37%)
Triton-X-100 0,25%
resp.0,5%
TrisAcid 249
TrisBase 5,69
Sodium chlorid 88g
in
destilliertem 900ml

Wasser



Tabelle 10. Antikorper

Name Typ Hersteller

Anti-aktiv Atr1 P Hergestellt von der Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Ralf Dechend am

Experimental and Clinical Research Center am Charité-Campus Berlin-

Buch

Anti-Atr1, rabbitpolyclonal I1gG, P LSBioSciences, Seattle, USA
LS-B4614 [33]
Anti-Brn3a, mouse monoclonal P Merck Millipore, Darmstadt, DE
1gG, MAB1585
[34]
Anti-C1q, rabbit polyclonal IgG, P Santa Cruz, Dallas, USA
sc-25856 [35]
Anti-Caspase 3, rabbit polyclonal P Cell Signaling Technology, Danvers, USA
1gG, #9662 [36]
Anti-Cleaved Caspase, rabbit P Cell Signalling Technology, Danvers, USA
monoclonal IgG, #9664 [36]
Anti-GFAP, rabbit polyclonal IgG, P Dako, Santa Clara, USA
20334 [37]
Anti-Glutaminsynthetase, rabbit P Abcam, Cambridge, UK
polyclonal IgG, ab49873 [38]
Anti-PKCa, rabbit polyclonal IgG, P Santa Cruz, Dallas, USA
sc-208 [39]
Anti-Properdin, rabbit polyclonal, P Bioss, Woburn, USA
bs-8306R
Anti-Renin, goat polyclonal IgG, P R&D Systems, Minneapolis, USA
AF4277 [40]
Anti-VEGF-A, rabbit polyclonal, P Abcam, Cambridge, UK
ab46154 [41]
Anti-VGLUT1, rabbit polyclonal P Abcam, Cambridge UK
1gG, ab104898 [42]
Anti-Vimentin, rabbit polyclonal P Santa Cruz, Dallas, USA
IgG, sc-32322 [43]
Alexa Fluor® 488, donkey anti- S Life Technologies, Carlsbad, USA
rabbit, A-21206 [44]
Alexa Fluor® 546, goat anti- S Life Technologies, Carlsbad, USA
mouse, A-11003 [45]
Cf594, donkey anti-goat, #20116 S Biotium, Hayward, USA
[46]
Texas Red", goat anti-rabbit, S Life Technologies, Carlsbad, USA

#2767 [47]
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ERGEBNISSE
3.1. Rattenmodell fur diabetische Retinopathie bei Typ 2 Diabetes mellitus:
Tetrazyklin induzierte Insulinrezeptor-Knockdown-Ratte
3.1.1. RGC-Verlust in der Retina von TetO-Ratten
Es wurden HE gefarbte Retinasagittalschnitte von TetO-Ratten 4 bis 6 Wochen nach
Auftreten eines DM histologisch untersucht. Sie wiesen keine strukturellen
Veranderungen der &aufleren Retinaschichten auf. Dabei waren die Fotorezeptor-
aullensegmente (OS) unverandert, ebenso wie die aul’ere nukleare Schicht (ONL), und
die aullere plexiforme Schicht (OPL). Auch die inneren Retinaschichten wie die innere
nukleare Schicht (INL) und die innere plexiforme Schicht (IPL) erschienen unauffallig.
Jedoch =zeigte sich in der GCL ein signifikanter Verlust von RGC in TetO-
Retinasagittalschnitten (3,52+0,13 Zellen/100 ym; n = 7; 10-20 Bildausschnitte aus-
gehend vom N.opticus; p=0,001) im Vergleich zu Retinasagittalschnitten von WT
(4,75£0,06 Zellen/100 pm, n = 6; 10-20 Bildausschnitte ausgehend vom N.opticus (NO);
p=0,001) (Abb.1). Zwischen graviden und nicht graviden TetO-Ratten sowie zwischen
peripheren und zentralen Netzhautabschnitten lagen keine Unterschiede vor, sodass in
allen nachfolgenden Experimenten keine gesonderte Betrachtung erfolgte.

Um dieses Ergebnis zu bekraftigen und die RGC in der GCL deutlicher darstellen zu

konnen, wurde eine immunhistologische Farbung mit anti-Brn3a durchgefuhrt. Brn3a ist
ein Transkriptionsfaktor, der u.a. in retinalen Ganglienzellen vorkommt und als
verlasslicher und effizienter ex vivo Marker zur ldentifizierung und Quantifizierung
retinaler Ganglienzellen genutzt werden kann [48].
Mit anti-Brn3a liel® sich jedoch aus methodischen Grunden lediglich eine einmalige, nicht
reproduzierbare Farbung erzielen. Zudem fehlt eine valide WT-Kontrolle. Nur bei einem
Retinasagittalschnitt einer TetO-Ratte farbte der Primarantikdrper zellkernartige
Strukturen in der GCL an, die in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der HE-
Farbungen als retinale Ganglienzellen identifiziert wurden (Abb.2).
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Ganglienzellzahl/100pum

WT

TetO

50 pm

Abbildung 1. Degeneration von RGC in
der Retina von TetO-Ratten.

Retinasagittalschnitte von WT (A) und TetO-
Ratten (B) mit HE-Farbung; untersucht mittels
Zeiss Axio Imager M.2 fur Lichtmikroskopie. Die
RGC-Zahl wurde pro 100 um analysiert (*** =
p<0,001, WT n=6, TetO n=7, 10-20
Bildausschnitte ausgehend vom NO). In den
Sagittalschnitten von TetO-Ratten war die Anzahl
der RGC (Kreise) signifikant reduziert (3,52+0,13
Zellen/100um) verglichen mit Sagittalschnitten
von Wildtypen (4,75+0,06 Zellen/100 pm) (C).

GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme
Schicht, INL = innere nukledre Schicht, OPL = au3ere
plexiforme Schicht, ONL = dufere nukledre Schicht,
OS = AuRensegmente der Fotorezeptoren. 20-fache
VergroRerung. MaRstabsbalken =50 um.

Abbildung 2. RGC mit anti-Brn3a-Farbung.

Retinasagittalschnitt einer TetO-Ratte mit
Methacarnfixierung; Gegenfarbung der Zellkerne mit
DAPI (blau); untersucht mittels Zeiss ApoTome fur
Fluoreszenzmikroskopie.

Anti-Brn3a (rot) farbt selektiv zellkernartige Strukturen
in der GCL an, die in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der HE-Farbungen als RGC identifiziert
wurden.

GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, INL
= innere nukledre Schicht, OPL = dullere plexiforme Schicht,
ONL = &auBere nukledre Schicht. 20-fache VergréRerung.
MaRstabsbalken =50um.
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3.1.2. Veranderung der Gliazellreaktivitat in der Retina von TetO-Ratten

Bei der immunhistologischen Farbung der Retinasagittalschnitte gegen Glial Fibrillary
Acidic Protein (GFAP), einem Gliazellmarker aktivierter Astrozyten und Mullerzellen, sah
man ein schwaches GFAP-Signal entlang der Ganglienzellschicht (GCL) der WT-
Sagittalschnitte (Abb. 3A). In TetO-Sagittalschnitten war dagegen eine Zunahme des
anti-GFAP-Signals erkennbar (Abb. 3B). GFAP erschien dabei vereinzelt in der GCL mit
Fortsatzen in Richtung der aul3eren Retinaschichten. Sagittalschnitte von TetO-Ratten,
die eine Behandlung mit Losartan erhalten hatten (Abb. 3C), zeigten den WT-Sagittal-
schnitten ahnliche anti-GFAP-Signale.
Die Farbung gegen Glutaminsynthetase (Abb. 3D bis F), einem Enzym, das am Recycling
des Neurotransmitters Glutamat beteiligt ist und spezifisch die Mullerzellen anfarbt,
erscheint in Retinasagittalschnitten von WT-Ratten diffus und unspezifisch in allen
Retinaschichten (Abb. 3 D). Dagegen zeigt die gleiche Farbung bei Sagittalschnitten von
TetO- und TetO+LO-Ratten (Abb. 3E und F) zellkorperartige Strukturen in der INL,

welche die Retina nach innen bis zur GCL und nach auf3en bis zur ONL durchspannen.

3.1.3. Veranderungen des RAS und des Komplementsystems in der Retina von
TetO-Ratten

Weiterhin wurde das TetO-Modell auf Veranderungen im Renin-Angiotensin-System
untersucht. Dafur wurden Farbungen mit anti-Renin, anti-Atr1(Angiotensin || Rezeptortyp
1) und anti-aktivAtr1 (aktivierter Angiotensin Il Rezeptortyp 1) durchgefuhrt, die alle
negativ ausfielen.
Auch Veranderungen im Komplementsystem konnten nicht nachgewiesen werden, da
Farbungen gegen C1q, das die aktivierende Komponente des klassischen Reaktions-
weges des Komplementsystems darstellt, und gegen Properdin, einem Plasmaprotein,
das den alternativen Weg des Komplementsystems aktiviert, negativ waren.

3.1.4. Zusammenfassung TetO-Modell
Die Retinasagittalschnitte von TetO-Ratten wiesen im Vergleich zum WT eine
reduzierte RGC-Zahl sowie eine Aktivierung von Mdullerzellen auf. Eine Beteiligung des

RAS und des Komplementsystems bestand nicht.
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Abbildung 3. Veranderung der Gliazellreaktivitat in der Retina von TetO-Ratten.

Retinasagittalschnitte von WT (A, D und G), von TetO-Ratten (B, E und H) und von mit Losartan behandelten TetO-
Ratten (TetO+LO) (C, F und I) mitanti-GFAP (griin) (A bis C), anti-Glutaminsynthetase (rot) (D bis F), und DAPI (blau)
zur Kernfarbung; Negativkontrollen G bis I; untersucht mittels Zeiss ApoTome fiir Fluoreszenzmikroskopie.

Die Farbung mit anti-GFAP lie? eine Aktivierung von Astrozyten in Retinasagittalschnitten von TetO-Ratten

(B) erkennen. Das anti-GFAP Signal in Sagittalschnitten von mit Losartan behandelten TetORatten

(C) entspricht dem des WT (A). Die Farbung gegen Glutaminsynthetase in Retinasagittalschnitten von TetO- und
TetO+LO-Ratten (E und F) zeigte zellkdrperartige Strukturen in der INL, die die anderen Retinaschichten von der
GCLbis zur ONL durchspannen. In WT-Sagittalschnitten (D) erscheint Glutaminsynthetase hingegen diffus

und unspezifisch in allen Retinaschichten.

GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, INL = innere nukleare Schicht, OPL = dul3ere
plexiforme Schicht, ONL = duRere nukledre Schicht, OS =AulRensegmente der Fotorezeptoren. 20-fache
VergroRerung. MaRstabsbalken =50 ym.
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3.2. Rattenmodell fiir hypertensive Retinopathie: doppelt transgene Ratte
(dTGR)

3.21. Ganglienzellverlust in der Retina von dTGR

Fir die Untersuchung des dTGR-Modells wurden HE gefarbte Retinasagittalschnitte
sieben Wochen alter dTGR und WT-Ratten als Kontrolle verwendet. Der mittlere
Blutdruck der dTGR betrug 206+3 mmHg systolisch und 89+4 mmHg diastolisch. Die
Morphologie der dufleren Retinazellschichten der dTGR entprach derer der WT-Ratten.
Die AuRensegmente waren intakt. Die innere und aulere Kdrnerzellschicht war erhalten.
Es lagen keine Veranderungen an der OPL oder IPL vor. Ein Unterschied bestand jedoch
in einer verminderten Anzahl an Ganglienzellen in der GCL der dTGR-Sagittalschnitte
(3,14%1,89 Zellen/100 pm, n = 4; 10-20 Bildausschnitte durch den NO; p<0,001) im
Vergleich zu der RGC-Zahl von WT-Sagittalschnitten (4,82+0,06 Zellen /100 ym, n = 3;
10-20 Bildausschnitte durch den NO p<0,001) (Abb. 4).

50 pm 50 pm

C Abbildung 4. Degeneration von RGC in
6 der Retinavon dTGR.

Retinasagittalschnitte von WT (A) und dTGR (B)
51 mit HE-Farbung; untersucht mittels Zeiss Axio
Imager M.2 fir Lichtmikroskopie. Die RGC-Zahl
wurde pro 100 pm analysiert (***= p<0,001, WT
n=3, dTGR n=4, 10-20 Bildausschnitte
ausgehend vom NO). In den Sagittalschnitten
' von dTGR war die Anzahl der RGC (Kreise)
signifikant reduziert (3,14£1,89 Zellen/100um)
verglichen mit Sagittalschnitten von Wildtypen
(4,82+0,06 Zellen/100 pm) (C).

Ganglienzellzahl/100pm

GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme
Schicht, INL = innere nukledre Schicht, OPL = duRere
plexiforme Schicht, ONL = &uRere nukledre Schicht,
OS = AulRensegmente der Fotorezeptoren. 20-fache
VergréRerung. MaRstabsbalken =50 pm.

dTGR
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3.2.2. Veranderung der Gliazellreaktivitat in der Retina von dTGR

Bei der immunhistologischen Farbung von dTGR-Sagittalschnitten gegen GFAP war

das Protein in allen Retinaschichten von der GCL bis in die duf3eren Retinaschichten

deutlich erkennbar (Abb. 5B). In Retinasagittalschnitten von WT-Ratten begrenzte sich
GFAP hingegen auf die in der GCL befindlichen Astrozyten (Abb 5A).

Bei der Farbung von dTGR-Sagittalschnitten mit anti-GFAP und anti-Vimentin — einem

Marker fur Mullerzellen — zeigte sich eine Ko-Farbung (Abb. 5F). Das lasst erkennen,

dass es einige aktivierte Muller-zellen gibt.

IPL

INL
OPL
ONL

7 AR Y i 8 ,
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Abbildung 5.
Veranderung der
Gliazellreaktivitat in
der Retina von dTGR.

Retinasagittalschnitte des
Wildtyps (A, C, E und G)
und von dTGR (B, D, F
und H) mit anti-GFAP
(grun)(A bis D), anti-
GFAP-Vimentin (GFAP =
grun, Vimentin = rot) (E bis
H) und DAPI (blau) zur
Kernfarbung; Negativ-
kontrollen fur Aund B in C
und D, fir Eund F in G
und H; untersucht mittels
Zeiss ApoTome fir Fluo-
reszenzmikroskopie.

Die Farbung mit anti-GFAP
von Sagittalschnitten der
WT begrenzte sich auf die
in der GCL befindlichen
Astrozyten. Bei dTGR-
Sagittalschnitten war
GFAP von der GCL bis in
die duleren Retina-
schichten erkennbar (P ).
Anti-GFAP-Vimentin zeigte
sich bei Sagittalschnitten
von dTGR (») im
Unterschied zu denen vom
WT, was zeigt, dass es
einige aktivierte
Mullerzellen gibt.

GCL = Ganglienzellschicht,
IPL = innere plexiforme
Schicht, INL = innere nukleére
Schicht, OPL = dulRere
plexiforme Schicht, ONL =
aullere nukleare Schicht, OS
= Aullensegmente der
Fotorezeptoren. 20-fache
VergréRerung.
Mafstabsbalken = 50 um.



3.2.3. Erhohte VEGF-A Expression in der Retina von dTGR

Daruber hinaus wurden die Sagittalschnitte von dTGR mit anti-VEGF-A, einem
Signalmolekul, das an der Angiogenese beteiligt ist und im vaskularen Gewebe auftritt,
immunhistologisch gefarbt.

Bei dTGR-Sagittalschnitten war ein diffuses VEGF-A-Signalmuster uber der gesamten
Retina erkennbar. Anti-VEGF-A zeigte sich vor allem in der GCL, der IPL und der INL.
Bei WT-Sagittalschnitten trat lediglich ein schwaches anti-VEGF-A-Signal im retinalen
Pigmentepithel (RPE) auf (Abb.6).

Abbildung 6. Farbung mit anti-VEGF-A.

Retinasagittalschnitte von WT (A) und dTGR (B) mit anti-VEGF-A (rot); DAPI zur Gegenfarbung der
Zellkerne (blau); Negativkontrollen in C und D; untersucht mittels Zeis ApoTome fur
Fluoreszenzmikroskopie.

Die WT-Sagittalschnitte (A) zeigen lediglich ein schwaches anti-VEGF-A-Signal im RPE (hier nicht
dargestellt). Bei dTGR-Sagittalschnitten (B) war VEGF-A diffus Uber der gesamten Retina erkennbar.

GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, INL = innere nukleére Schicht, OPL = dulRere
plexiforme Schicht, ONL = &ufRere nukledre Schicht, OS = AuRensegmente der Fotorezeptoren. 20-fache
VergroRerung. Malistabsbalken = 50 um.
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3.24. Veranderung des RAS und des Komplementsystems in der Retina von
dTGR
Auch das dTGR-Modell wurde auf Veranderungen des RAS und des Komplement-
systems gepruft. Die Farbungen mit anti-Renin, anti-Atr1 und anti-aktivAtr1 sowie gegen
anti-C1q und anti-Properdin waren in dieser Arbeit methodisch bedingt negativ. Eine
positive Farbung fur den aktivierten Atr1 konnte jedoch im Rahmen einer anderen Arbeit
erzielt werden [49].

3.2.5. Zusammenfassung dTGR-Modell
Die Retinasagittalschnitte von dTGR waren durch eine verminderte RGC-Zahl, eine
Astrozytose und eine vermehrte Mullerzellaktivitat gekennzeichnet. Zudem waren sie

immunhistologisch positiv fur VEGF-A.

3.3. Mausmodell fur chronisch zerebrale Hypoperfusion

Als Grundlage der Untersuchungen dienten Retinasagittalschnitte von Mausen mit
okklusionsbedingter chronischer, zerebraler Hypoperfusion. Die Untersuchungen
erfolgten an Tag 42 postoperativ.
Da das Mausmodell fur zerebrale Hypoperfusion sehr heterogen ist, wurden die Mause
fur die histologischen und immunhistologischen Untersuchungen eingeteilt in solche mit
leichter und solche mit schwerer Funktionseinschrankung der Netzhaut. Fur die
Einteilung wurden Daten aus Ganzfeld-Elektroretinografie(ERG)-Messungen verwendet,
die von Sergej Skosyrski, Mitglied unserer Arbeitsgruppe, durchgefuhrt worden sind.

3.3.1. Veranderungen der Retinamorphologie bei Mausen mit zerebraler
Hypoperfusion
Bei der strukturellen Analyse HE gefarbter Retinasagittalschnitte (Abb. 7) von Mausen
mit zerebraler Hypoperfusion (Abb. 7B, C, E und F) wird ein heterogenes Bild deutlich.
Im Vergleich zu Sham-operierten Mausen (Abb. 7A und D) wiesen sie vor allem einen
partiellen Verlust der OPL auf. An einigen Stellen fehlt die OPL ganzlich, an anderen

wiederum ist sie erhalten. Dabei ist an diesen Stellen jedoch die Dicke der OPL verringert.
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Abbildung 7. Degeneration von Ganglienzellen in der Retina von Mausen mit chronisch zerebraler
Hypoperfusion.

Retinasagittalschnitte von Sham-operierten Mdusen (A und D) und Mausen mit chronisch zerebraler Hypoperfusion
mit leichter (B und E) und starker Funktionseinschrénkung (C und F) der Netzhaut; HE-Farbung; untersucht mittels
Zeiss Axio Imager M.2 fur Lichtmikroskopie.

Die einzelnen Netzhautschichten sind bei Mausen mit zerebraler Hypoperfusion (B, C, E und F) im Vergleich zu
Sham-operierten Mausen (A und D) zwischen der INL und ONL schlechter voneinander abgrenzbar. Bei starkerer
VergrofRerung (D bis F) wird der Verlust der OPL in den Sagittalschnitten von Mausen mit leichter (E) und starker (F)
Funktionseinschrankung der Netzhaut deutlich (» ).

CB =Ziliarkérper, CH = Chorioidea, L = Linse, R = Retina, GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, INL = innere
nukleare Schicht, OPL = aufere plexiforme Schicht, ONL = duRere nukleare Schicht, OS = AuRensegmente der Fotorezeptoren.
10-fache VergréRRerung, MaRstabsbalken = 500 ym in den Abbildungen A bis C; 20-fache VergréRerung, MaRstabsbalken 50pm in
den Abbildungen D bis F.

3.3.2. Synapsenverlust in der Retina von Mausen mit chronisch zerebraler
Hypoperfusion

Der Verlust der OPL, in der anatomisch die Synapsen zwischen Fotorezeptoren,
Horizontal- und Bipolarzellen lokalisiert sind, legt die Vermutung nahe, dass diese im
Verlauf einer chronischen, zerebralen Hypoperfusion in der Retina degenerieren. Zur
Uberpriifung dieser Hypothese erfolgte eine Farbung mit anti-VGLUT1 (vesicular
glutamate transporter 1) (Abb. 8A und B), der flr das Beladen synaptischer Vesikel mit
Glutamat fur die vesikulare exzitatorische glutamaterge Transmission verantwortlich ist
[51] und als Prasynapsenmarker diente, und anti-PKCa (Protein Kinase C alpha), die als
Bipolarzellmarker genutzt wurde und spezifisch in den ON-Bipolarzellen der Stadbchen
vorkommt (Abb 8 E und F).
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Wahrend VGLUT1 in Sagittalschnitten von Sham-operierten Mausen als kontinuierlich
dichtes Signal entlang der OPL auf der Seite der Fotorezeptoren erschien, war in

Sagittalschnitten von Mausen mit zerebraler Hypoperfusion ein breites Band an

Abbildung 8.
Synapsenverlust in der
Retina von Mausen mit
chronisch zerebraler
Hypoperfusion.

Retinasagittalschnitte von
Sham-operierten Mausen und
Mausen mit zerebraler
Hypoperfusion und Farbung mit
anti-VGLUT1 (rot) (A und B),
anti-PKCa (rot) (E und F) und
DAPI (blau) zur Gegenfarbung
der Zellkerne; Negativkontrollen
fur Aund B in C und D sowie fur
E und F in G und H; untersucht
mittels Zeiss ApoTome fur
Fluoreszenzmikroskopie.

In Retinasagittalschnitten von
Sham-operierten Mausen trat
VGLUT1 als kontinuierlich
dichtes Signal in der OPL auf
(»). In Sagittalschnitten von
Mausen mit zerebraler
Hypoperfusion hingegen war
das anti-VGLUT1-Signal diffus
im Bereich der urspriinglichen
OPL erkennbar (» ), was fur
eine Delokalisation und einen
Verlust préasynaptischer
Proteine spricht.

PKCa war in Sagittalschnitten
von Sham-operierten Mausen in
der IPL und der OPL erkennbar.
In Sagittalschnitten von
Mausen mit zerebraler
Hypoperfusion ist PKCa
lediglich in der IPL erkennbar
und unregelmaRiger.

GCL = Ganglienzellschicht, IPL =
innere plexiforme Schicht, INL =
innere nukleare Schicht, OPL =
aulere plexiforme Schicht, ONL =
aulere nukleédre Schicht, OS =
Aullensegmente der
Fotorezeptoren. 20
facheVergréRerung.
MaRstabsbalken = 50pm.
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Zellkernen mit vereinzelt, diffus auftretendem VGLUT1 erkennbar, was fur einen Verlust
und eine Delokalisation prasynaptischer Proteine spricht.

In Retinasagittalschnitten von Sham-operierten Mausen war PKCa entlang der IPL und
der OPL am deutlichsten. In Sagittalschnitten von Mausen mit zerebraler Hypoperfusion
ist die Farbung lediglich in der IPL erkennbar und weniger kontinuierlich, was auf eine
morphologische Veranderung der Bipolarzellen schlie3en lasst.

Um festzustellen, ob es eventuell durch Apoptose zum Zelluntergang kommt, wurden

die Retinasagittalschnitte im nachsten Schritt mit anti-Caspase-3 einem Proenzym, das
eine zentrale Rolle in der Caspase-abhangigen Apoptose einnimmt (Abb. 9A-C) sowie
mit anti-Cleaved Caspase-3 (Abb. 9D-F) einem Marker der aktiven Caspase-3-Form
immunhistologisch gefarbt.
Caspase-3 war in der GCL und der OPL in Retinasagittalschnitten von Sham-operierten
Mausen erkennbar (Abb. 9A). In Retinasagittalschnitten von Mausen mit leichter retinaler
Funktionseinschrankung war das anti-Caspase-3-Signal mit dem von Sham-operierten
Mausen vergleichbar (Abb. 9B). In Sagittalschnitten von Mausen mit schwerer Funktions-
einschrankung der Netzhaut war Caspase-3 immunhistologisch hingegen nicht
nachweisbar (Abb. 9C).

Eine positive Farbung gegen Cleaved-Caspase-3 liel} sich fur keines der Tiere zeigen.

3.3.3. Veranderungen der Gliazellreaktivitat in der Retina von Mausen mit
zerebraler Hypoperfusion

Um den Einfluss chronischer, zerebraler Hypoperfusion auf Astrozyten und
Mullerzellen zu untersuchen, wurden immunhistologische Farbungen mit anti-GFAP und
mit anti-Vimentin durchgefuhrt (Abb. 10).
GFAP war in Retinasagittalschnitten von Sham-operierten Mausen vereinzelt in der IPL,
INL und OPL erkennbar (Abb.10A). Deutlicher war GFAP hingegen in Sagittalschnitten
von Mausen mit leichter und starker Funktionseinschrankung der Netzhaut (Abb.10B und
C). GFAP war dabei vorwiegend entlang der GCL mit Fortsatzen bis in die OPL
lokalisierbar.
Bei der Farbung mit anti-GFAP und anti-Vimentin (Abb.10G-I) far Sagittalschnitte des
Mausmodells mit zerebraler Hypoperfusion zeigte sich eine Ko-Farbung von GFAP und
Vimentin, jedoch lediglich bei Tieren mit starker Funktionseinschrankung (Abb. 101), was

eine Aktivierung von Mullerzellen anzeigt.
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Abbildung 9. Kein Synapsenverlust durch apoptosebedingten Zelltod.

Retinasagittalschnitte von Sham-operierten Mausen (A, D und G) und Mausen mit leichter (B, E und H)
und schwerer Funktionseinschréankung der Retina (C, F und I) durch zerebrale Hypoperfusion mit anti-
Caspase-3- (grun) (A bis C) und anti-Cleaved-Caspase-3-Farbung (griin) (D bis F);DAPI zur
Gegenfarbung der Zellkerne; Negativkontrollen in G bis I; untersucht mittels Zeiss ApoTome flr
Fluoreszenzmikroskopie. Der linke Bildabschnitt in A bis F zeigt die jeweilige Farbung mit, der rechte
Bildabschnitt zeigt sie ohne DAPI-Gegenfarbung.

In Sagittalschnitten von Sham-operierten Mausen war Caspase-3 hauptsachlich entlang der GCL und
der OPL (P») erkennbar. Ein ahnliches Bild in abgeschwéachter Intensitdt zeigte sich auch in
Sagittalschnitten von Mausen mit zerebaler Hypoperfusion mit leichter Funktionseinschréankung der
Netzhaut (»). In Sagittalschnitten von Mausen mit schwerer Funktionseinschrankung hingegen war
Caspase-3 nicht sichtbar. Cleaved-Caspase-3 war in keiner der Farbungen erkennbar.

GCL = Ganglienzellschicht, INL = innere nukledre Schicht, OPL = duf3ere plexiforme Schicht, ONL = duRere
nukledre Schicht, OS = AulRensegmente der Fotorezeptoren. 20-fache Vergréf3erung. MaRstabsbalken =
50um.
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Abbildung 10. Veranderung der Gliazellreaktivitit in der Retina von Mausen mit chronisch
zerebraler Hypoperfusion.

Retinasagittalschnitte von Sham-operierten Mausen (A, D, G und J) und Mausen mit leichter (B,E, H und K) und
starker Funktionseinschrankung der Netzhaut (C,F, | und L) durch chronisch zerebrale Hypoperfusion mit anti-GFAP
(gruin) (A bis C), anti-GFAP-Vimentin (GFAP = griin, Vimentin = rot) (C bis E) und DAPI (blau) zur Gegenfarbung der
Zellkerne (in A bis C sowie G bis I); Negativkontrollen fiir A bis C in D bis F sowie fiir G bis in J bis L; untersucht mittels
Zeiss ApoTome fiir Fluoreszenzmikroskopie.

GFAP ist in Sagittalschnitten von Sham-operierten Mausen vereinzelt in der IPL, INL und OPL erkennbar. Deutlicher
dagegen ist GFAP in Sagittalschnitten von Mausen mit zerebraler Hypoperfusion. Es ist in der GCL lokalisierbar und
setzt sich bis in die OPL fort (» ). GFAP-Vimentin war am deutlichsten in Sagittalschnitten von Mausen mit starker
Funktionseinschrankung der Netzhaut erkennbar (P ).

GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme Schicht, INL = innere nukleadre Schicht, OPL = duRere plexiforme Schicht,
ONL = &ufRere nukleare Schicht, OS = AuRensegmente der Fotorezeptoren. 20-fache VergréRerung. MafRstabsbalken =50 pm.
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3.3.4. Zusammenfassung Mausmodell der chronisch zerebralen Hypoperfusion

Im Mausmodell fur zerebraler Hypoperfusion war morphologisch ein Verlust der OPL
erkennbar, der von einem isolierten Synapsenverlust begleitet war. Immunhistologisch
war dafur kein Apoptose bedingter Zelltod ursachlich nachweisbar. Dartber hinaus war
auch eine Astrozytose bei Tieren mit leichter und starker Funktionseinschrankung der
Retina infolge einer zerebralen Hypoperfusion erkennbar. Gleichzeitig weisen die Tiere

mit starker Einschrankung der Netzhautfunktion auch eine Aktivierung von Mullerzellen
auf.
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4. DISKUSSION
41. Methodik
41.1. Quantifizierung der RGC-Zahl in Retinasagittalschnitten
Zur Quantifizierung wurden die RGC auf HE gefarbten Retinasagittalschnitten des

jeweiligen Tiermodells manuell ausgezahlt.

Eine manuelle Zahlung erscheint auf den ersten Blick mit einem erheblich groReren

Zeitaufwand verbunden zu sein als eine automatisierte. Untersuchungen dazu zeigen
aber auch, dass die Differenz der aufgebrachten Zeit fur die Quantifizierung der von wie
in unserem Modell betrachteten vergleichbaren Strukturen zwischen manueller und
automatisierter Zahlung aulerst gering ist, sofern das Untersuchungsmaterial die
notwendige Qualitat aufweist [52].
Werden Zellstrukturen manuell ausgezahlt, birgt das die Gefahr fur vermehrte Zahlfehler,
wodurch sich die Ergebnisse nicht reproduzieren lassen. Auch in den untersuchten
Modellen erschwerten zahlreiche pyknotische Zellen, die nicht mit in die Analyse
eingehen sollten, die korrekte Durchfuhrung. Weitere Einflussfaktoren waren schrage
Anschnitte des Netzhautgewebes und eine nur schwer mogliche Abgrenzung der als
Ganglienzelle identifizierten Strukturen vom Parenchym. Auf3erdem war auch keine
Vergleichbarkeit der ausgewerteten Sagittalschnitte gegeben, da zwar Sagittalschnitte
mit einem groRen Radius ausgewahlt wurden, aber dennoch eine grol3e
Schwankungsbreite in der Lokalisation der verglichenen Schnitte auftrat. Aufgrund dieser
Tatsachen gingen nur ausgewahlte Gewebeschnitte mit hoher Qualitdt und einer
definierten RetinagroRe in die Analyse ein. Die Zahlungen wurden mehrmalig in
verblendeter Form durch voneinander unabhangige Untersucher durchgefuhrt, sodass
davon auszugehen ist, dass damit ein valides Zahlergebnis erzielt werden konnte.

Des Weiteren wurde versucht, das Ergebnis der manuellen RGC-Zahlung mit einer
immunhistologischen Farbung mit anti-Brn3a zu untermauern. Brn3a, der als
Transkriptionsfaktor in den retinalen Ganglienzellen vorkommt, wurde hierbei als Marker
zur ldentifizierung und Quantifizierung der RGC genutzt. Das Ergebnis der Brn3a-
Farbung sollte zeigen, ob es eine Korrelation mit dem Ergebnis aus der HE-Farbung gibt.
Das Ziel war zum einen die Ergebnisse aus den HE-Farbungen mit einer weiteren
Methode zu bestatigen und zum anderen eine eventuell bessere Methode zur Darstellung
der Ganglienzellen zu finden. Allerdings gelang die Farbung lediglich ein Mal und liel3
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sich nicht reproduzieren. Erklaren liel3e sich dieses Ergebnis durch die Verwendung von
monoklonalen Antikorpern, die sehr anfallig fur Epitopmodifikationen zum Beispiel durch
ein nicht kompatibles Fixiermedium sind [53]. In der Folge werden die Epitope nicht mehr
von den monoklonalen Antikbpern erkannt, wodurch die Farbung falsch negativ ausfallt
[53]. Denkbar ware hier der Austausch der monoklonalen Antikorper gegen polyklonale,
die in der Regel weniger anfallig gegenuber Epitopveranderungen sind [48]. Allerdings
muss auch in Betracht gezogen werden, dass durch die Brn3a-Farbung nicht alle
Ganglienzellen erfasst werden, wodurch 30 % der Zellen fur die Analyse verloren gehen.
Zudem regulieren Ganglienzellen im Verlauf pathologischer Veranderungen die Brn3a-
Expression herunter, wodurch dieser Effekt noch weiter verstarkt wird und die RGC somit

eventuell gar nicht mehr nachweisbar sind. [34]

41.2. Immunhistologische Analyse von Retinasagittalschnitten

Fur die Analyse von Veranderungen des neuronalen Gewebes in der Netzhaut und
dabei insbesondere der Gliazellen wurde mit den Antikdrpern anti-GFAP, anti-
Glutaminsynthetase sowie anti-Vimentin gearbeitet.

Zur immunhistologischen Farbung wurden validierte polyklonale Antikorper verwendet.

Die Validierung der Antikorper hinsichtlich Qualitadt und Verwendung erfolgte durch den
Abgleich des jeweiligen Antikorpers in Publikationen [37][38][43], durch die Hersteller-
validierung sowie im eigenen Labor.
Polyklonale Antikorper neigen, aufgrund ihrer Variabilitat Epitope zu erkennen, zum einen
dazu Kreuzreaktionen hervorzurufen. Zum anderen sind polyklonale Antikorper anfallig
fur falsch positive Farbungen. Ein weiteres haufiges Problem von immunhistologischen
Farbungen sind unspezifische Hintergrundfarbungen, die durch den Sekundarantikorper
verursacht werden. Dies zeigte sich bei der Farbung gegen GFAP und Vimentin in einer
starken unspezifischen Farbung der retinalen AuRensegmente. Testweise wurde aus
diesem Grund anti-Vimentin im TetO-Rattenmodell durch anti-Glutaminsynthetase
ersetzt und mit Davidson-Losung fixiert, wodurch die unspezifische Hintergrundfarbung
und die unspezifische Farbung der retinalen Aullensegmente deutlich verringert war.
Daher sollte in einem nachsten Schritt diese Erkenntnis sowohl auf das dTGR-Modell
Ubertragen als auch fur das Mausmodell der chronisch bilateralen zerebralen
Hypoperfusion getestet werden.
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4.2. Rattenmodell fur diabetische Retinopathie bei Typ 2 Diabetes mellitus:
Tetrazyklin induzierte Insulinrezeptor-Knockdown-Ratte
4.21. Morphologische Veranderungen in der Retina von TetO-Ratten
Mit Ausnahme einer reduzierten RGC-Zahl waren bei der histologischen Untersuchung
keine Veranderungen der Netzhautarchitektur im TetO-Rattenmodell erkennbar.

Auch Lai et al [54] beschreiben fur das db/db-Mausmodel, das einen spontanen Typ Il
Diabetes entwickelt, einen RGC-Verlust bei der DR. In diesem Modell entwickeln die
Mause infolge einer Genmutation im Leptin-Rezeptor eine Fettleibigkeit mit der Folge
eines Typ 2 Diabetes mellitus [54]. Zudem konnten Kern et al [55] auch beim Menschen
in immunhistologischen Untersuchungen von Retinasagittalschnitten von Diabetes-
patienten ein vermehrtes Auftreten von Bax, Caspase-3 und Caspase-9 in den RGC
finden. Sie schlussfolgerten, dass bei Diabetespatienten die RGC-Zahl durch Apoptose
reduziert wird. Ebenfalls korrelieren die RGC-Verluste mit Ergebnissen aus OCT-
Untersuchungen bei Typ 2 Diabetikern. So untersuchten Ng et al [56] in einer Fall-
Kontrollstudie mittels OCT die durchschnittliche RGC-Zahl in der Netzhaut von Typ 2
Diabetikern. Sie fanden heraus, dass ein RGC-Verlust auftritt. Dieser zeigt sich bei
Diabetikern bereits ohne eine klinisch manifeste DR und ist bei moderater und schwerer
DR progredient [56].

4.2.2. Veranderungen der Gliazellreaktivitat in der Retina von TetO-Ratten
Am TetO-Modell zeigte sich ein starkes GFAP- ebenso wie ein starkes Glutamin-

synthetase-Signal, was auf eine vermehrte Aktivitat der Mullerzellen zurickzufuhren ist.

Anhnliche Beobachtungen machten auch Agardh et al [57]. Sie untersuchten die Retina
von Streptozotocin(STZ)-Ratten im Paraffinschnitt mit anti-GFAP. Dabei zeigte sich, dass
das GFAP-Signal einen Monat nach STZ-Injektion nur gering erkennbar war, hingegen 6
Monate nach STZ-Injektion bei 5 von 5 diabetischen Ratten deutlich sichtbar wird.
Rungger-Brandle et al [58] fanden in STZ-Ratten 4 Wochen nach STZ-Injektion in
Immunfluoreszenzuntersuchungen von Flatmountpraparaten und im Immunoblot keine
vermehrte Expression von GFAP in den Mullerzellen und ebenfalls keine Astrozytose.
Jedoch treten diese Veranderungen bei den Tieren ab 12 Wochen nach STZ-Injektion

auf [58]. Weiterhin konnte diese Arbeitsgruppe in den Flatmountpraparaten zeigen, dass
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die Astrozytendichte in der peripapillaren und der au3eren Netzhautperipherie 4 Wochen
nach STZ-Injektion signifikant abnimmt [58].

Dariber hinaus wurde gezeigt, dass die Applikation des selektiven AT1-
Rezeptorantagonisten Losartan den Verlust der Ganglienzellen signifikant reduziert und
aullerdem zu einer Verringerung der retinalen Gliose im TetO-Modell fuhrt [32]. Zudem
kam es durch die Gabe von Losartan im ERG zu einer Zunahme der skotopischen a- und
b-Wellen, zu einer geringeren b/a-Wellen-Ratio sowie einer Zunahme der fotopischen b-
Welle und der oszillatorischen Potenziale [32]. Das bedeutet, dass sich durch die
Losartangabe sowohl die Funktion der Zapfen als auch der Stabchen verbesserte [32].
Auch in einer von Sjglie et al. durchgefihrten randomisierten, multizentrischen
Doppelblindstudie konnte gezeigt werden, dass der selektive AT1-Rezeptorantagonist
Candesarten bei DM Typ-2 Patienten mit leichter und mittelschwerer DR zu einer
Abschwachung der Retinopathie fuhrt [19]. Diese Studie wurde an weltweit 309 Zentren
durchgefuhrt. Dazu wurden 1905 Teilnehmer mit Normalbuminamie, Normotension oder
behandelter Hypertension und mit Typ 2 DM sowie begleitender leicht- und mittelgradiger
DR untersucht [19]. Im ersten Monat erhielten alle Probanden 1 Mal taglich 16 mg
Candesartan oder ein Placebo [19]. Nach einem Monat wurde die Dosis auf 1 Mal taglich
32 mg Candesartan erhoht[19]. Die Behandlung mit dem aktiven Wirkstoff fuhrte dabei
im Vergleich zur Placebogruppe zu einer Regression der DR um 34 % [19]. Die
Regression wurde dabei als eine Reduktion von mindestens drei oder mehr Stufen in der
ETDRS-Skala (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study Scale) (siehe dazu Tabelle 1
in der Arbeit von Sjglie AK [19]) vom Beginn der Studie bis zu einer beliebigen
Nachfolgeuntersuchung oder als gleichbleibende Reduktion von zwei oder mehr Stufen
in der ETDRS-Skala in zwei aufeinanderfolgenden Nachkontrollen definiert. [19]

4.2.3. Das RAS in der Retina von TetO-Ratten

Immunhistologisch konnten im TetO-Modell kein Renin, aktivAtr1 und Atr1
nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis erscheint insbesondere fur die Farbung mit anti-Atr1, sehr
unwahrscheinlich. So belegt zum einen die Arbeit von Wheeler-Schilling et al [59] eine
physiologische Expression von AT1 in den Ganglienzellen. Zum anderen zeigen auch die
Daten am TetO-Modell, dass die Blockade des AT1-Rezeptors mit dem selektiven AT1-
Rezeptorantagonisten Losartan einem Ganglienzellverlust entgegenwirkt [32]. Ferner ist
fur kommerziell erhaltliche ATR1-Antikorper bekannt, dass sie nur sehr unspezifisch
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binden und damit wenig zuverlassig in ihrer Aussagekraft sind. [60] Daruber hinaus
zeigen auch die gPCR-Untersuchungen am TetO-Modell eine vermehrte Genexpression
von Atr1 [32]. Dies bedeutet, dass zwar vermehrt Atr1-mRNA synthetisiert wird, die dann
jedoch nicht weiter zur Proteinbiosynthese gelangt. Weiterhin ist eine vermehrte mRNA-
Synthese von Atr1 nicht gleichzusetzen mit vermehrt aktiviertem Atr1, sodass der
Rezeptor womoglich trotz erhohter Atr1-mRNA fur die immunhistologische Testung nicht
detektierbar ist.

Fur das Angll ist beschrieben, dass es via Apoptose der Endothelzellen und
vaskularem Remodelling sowie durch Inflammation fur die mikroangiopathischen
Veranderungen der Retina bei DM mitverursachend ist [61][62]. So I6sen hohe Angll-
Spiegel uber den AT1-Rezeptor getriggert eine Apoptose der Endothelzellen aus [62].
Zuerst gehen dabei die Perizyten in eine Apoptose Uber [62]. Perizyten bilden zusammen
mit einer Endothelzellschicht die Retinakapillaren [62]. Beide Zelltypen beeinflussen sich
wechselseitig [62]. Perizyten haben unter anderem die Fahigkeit den Gefallddurchmesser
zu regulieren und sie sind an der Regulation der Angiogenese beteiligt, indem sie anti-
angiogene Faktoren freisetzen, aber sie verleihen den Kapillaren auch ihre strukturelle
Integritat [62]. Daher fuhrt der Zelltod der Perizyten im Verlauf zu einer pathologisch
erhohten Gefalldurchlassigkeit mit dem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke, zur
Apoptose der Endothelzellen sowie Uber eine Hypoxie zur Angiogenese in der Retina
[62]. Ghattas et al [61] beschreiben aullerdem, dass diabetesinduziert uber den AT1-
Rezeptor eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB in den retinalen
Endothelzellen erfolgt. Dies wiederum setzt Zytokine frei und fuhrt zu einer Inflammation
[61].

4.2.4. Das Komplementsystem in der Retina von TetO-Ratten
Die Untersuchungen am TetO-Modell lassen mit der verwendeten Methode nicht auf
eine Aktivierung des Komplementsystems schlielen, da weder C1q noch Properdin

immunhistologisch nachweisbar waren.

Jedoch wurden, um die allgemeine Inflammation der Retina im TetO-Modell zu
untersuchen, im Rahmen einer anderen Arbeit [32] mittels gPCR erneut mehrere Marker
getestet. Hierbei zeigte sich, dass TetO-Ratten im Vergleich zu WT-Ratten signifikant
hohere mRNA-Level fur Tnf, Itgb2, Ccl2 und Icam1 hatten. Die Vcam1- und Tgfb1-

Expression hingegen waren nicht signifikant verandert. Neben den bereits oben
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genannten Ergebnissen von Ghattas et al [61] stutzt auch eine von Gustavsson et al [63]
durchgefuhrte klinische Studie die Hypothese, dass eine intraokulare Inflammation an der
Entstehung einer DR beteiligt ist. Fur die Studie wurden der Interleukin-6-Spiegel im
Glaskorper mittels ELISA und der TNF-alpha-Spiegel im Serum von 26 DM-Patienten mit
aktiver PDR und von 27 Nicht-Diabetikern gemessen. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass IL-6 im Glaskorper von Diabetikern im Vergleich zu Nicht-Diabetikern hoher war
(157,5 pg/ml versus 44,0 pg/ml). Zudem konnten hohere TNF-alpha-Spiegel im Serum
von Diabetikern nachgewiesen werden (9,0 pg/ml versus 6,7 pg/ml). [63]

4.2.5. Pathomechanismus der diabetischen Retinopathie im TetO-Modell

Am TetO-Modell wurden bisher zum einen diabetisch bedingte neuronale und zum
anderen vaskulare Veranderungen der Netzhaut sowie inflammatorische Prozesse
untersucht.
Auf Grundlage der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen und im
Kontext bestehender Erkenntnisse zur DR im Nagetiermodell Iasst sich schlielen, dass
im TetO-Modell bereits sehr fruh, 4-5 Wochen nach der Downregulation der
Insulinrezeptoren [32], zunachst das neuronale System pathologische Veranderungen
durchlauft. In Erscheinung treten diese Veranderungen zum einen in Form eines RGC-
Verlustes, was zu einer herabgesetzten Sehleistung fuhrt. Des Weiteren verursacht der
TetO-induzierte Insulinrezeptorknockdown nach 6 Wochen als Reaktion auf eine
Schadigung des Nervengewebes eine Gliose. Dartber hinaus verandert der Kaliumkanal
in den Mdullerzellen, der Kir4.1, seine ursprungliche Lokalisation in den basolateralen und
apikalen EndfuRen sowie in den die Gefalle umfassenden Strukturen der Mullerzellen
und tritt stattdessen ubiquitar in der Retina auf [32]. Die Aufgabe des Kir 4.1 ist die
Elimination von Wasser aus der Retina und die Elektrolythomoostase [64]. Unter
physiologischen Bedingungen akkumuliert Wasser in der Neuroretina und im
subretinalen Raum [63]. Das angesammelte Wasser resultiert aus einem Influx aus dem
Blut der inneren Retinagefalle und aus der oxidativen Synthese von Adenosin 5'-
Triphosphat (ATP), bei der Kohlenstoffdioxid und Wasser entstehen [63]. Das
Uberschussige Wasser wird durch einen transzellularen Wassertransport durch die
Mdallerzellen und das RPE wieder in das Blut zurtckbefordert [63]. Der Transport wird
dabei durch Aquaporine (AQP) erleichtert [63]. In den Mullerzellen erfolgt dies uber AQP4

[63]. Dabei ist der transzellulare Wassertransport osmotisch an den Transport von
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Elektrolyten, insbesondere von Kalium und Chlorid, gekoppelt [63]. In den Mullerzellen
wird der Kaliumtransport durch die Kaliumionenkanale Kir2.1 und Kir4.1 ermdglicht [63].
Kir 2.1-Kanale vermitteln lediglich den Kaliumioneneinstrom in die Maullerzellen,
wohingegen Kir 4.1-Kanadle den bidirektionalen Kaliumionenstrom zwischen dem
extraretinalen Gewebe und dem inneren der Mullerzellen erlauben [63]. Wenn nun infolge
der pathophysiologischen Veranderungen bei der DR der Kir 4.1 dysfunktional wird, so
konnen die Mullerzellen via Kir4.1 zwar Kaliumionen in die Mullerzellen aufnehmen, aber
das Uberschussige Kalium in den Mullerzellen kann dann nicht mehr in den extraretinalen
Raum abgegeben werden [63]. Der intrazellulare Kaliumuberschuss wiurde zu einem
erhohten osmotischen Druck im Inneren der Mullerzellen fihren [63]. Das bewirkt ein
Odem der Miillerzellen, was klinisch der Ausbildung eines Makulaédems entspricht [63].
Daher ist zu vermuten, dass die pathophysiologischen Veranderungen am Kir4.1 auch
im TetO-Modell fir die Ausbildung des retinalen Odems verantwortlich sind.

Weiterhin treten im TetO-Modell neben den Veranderungen im neuronalen System
auch vaskulare Veranderungen an der Netzhaut in Erscheinung. Erkennbar werden bei
den TetO-Ratten hier eine zunehmende Stenosierung der retinalen Kapillaren sowie das
Auftreten von Venen mit abnormem Gefaldkaliber im tiefen mikrovaskularen Gefaliplexus
[32]. Zu vermuten ist, dass dadurch die Hamodynamik der retinalen Gefal3e beeinflusst
wird und moglicherweise in einer Reduktion der Blutzufuhr in die Neuropile resultiert, was
wiederum eine Konsequenz fur die ausreichende Versorgung mit Sauer- und Nahrstoffen
der Retina hatte, die physiologisch einen hohen metabolischen Bedarf aufweist. [12] Was
allerdings zuerst geschieht, ob nun der GefalRdegeneration im TetO-Modell eine
Degeneration der Neurone vorausgeht oder umgekehrt und wie genau die
neurovaskulare Unit im TetO-Modell zusammenspielt bleibt ungeklart. Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch die Tatsache, dass pathologische Prozesse auf neuronaler
Ebene durch die Gabe des AT1-Antagonisten Losartan blockiert wird [32]. Dies zeigt sich
darin, dass die Degeneration der Ganglienzellen nach Gabe von Losartan gehemmt wird,
wohingegen die Gefalldegenerationen im TetO-Modell durch die Gabe von Losartan
unbeeinflusst bleiben. [32]

Anhand der Untersuchungen wird deutlich, dass das RAS eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der diabetischen Veranderungen im TetO-Modell einnimmt. In den RGC,

den endothelialen Zellen und sehr wahrscheinlich auch in den Mdullerzellen, und somit
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vorwiegend in der inneren Retina findet man vermehrt aktivierten Atr1. Zu Uberprufen gilt
an dieser Stelle Uber welche genaue Kausalkette die weiteren Pathomechanismen
ablaufen. Ansatzpunkte waren beispielsweise apoptotische und inflammatorische
Prozesse sowie durch oxidativen Stress verursachte Mechanismen [12][32], zumal durch
die weiterfUhrenden Untersuchungen am TetO-Modell bereits beschrieben ist, dass Tnf,
ltgb2, Ccl2 und Icam1 in Folge des Insulinrezeptor-Knockdowns hochreguliert werden
[32].

4.3. Rattenmodell fur hypertensive Retinopathie: doppelt transgene Ratte
(dTGR)

4.3.1. Morphologische Veranderungen in der Retina von dTGR

Bei den Untersuchungen am dTGR-Modell stellte sich ein RGC-Verlust in der GCL
dar. Die ubrige Netzhautmorphologie blieb hingegen unverandert.
Der RGC-Verlust korreliert dabei mit herabgesetzten Parametern im Pattern-ERG [49],
was fur eine reduzierte Aktivitat der RGC spricht. Dieses Ergebnis ist im Hinblick auf die
bisher existierenden Tiermodelle fur die HR einmalig, da der RGC-Verlust wie z. B. bei
spontan-hypertensiven Ratten (SHR-Modell) bislang auf einen erhéhten IOP und damit
auf eine okulare Hypertonie zurtuckgefuhrt wurde [49]. Im Unterschied dazu bleibt der IOP
im dTGR-Modell jedoch durchschnittlich bei 12 mmHg und steigt bei dTGR im Vergleich
zu WT-Ratten lediglich um 0,9 mmHg an [49], was nicht genugt, um einen RGC-Verlust
zu bewirken und zudem bei Ratten als nicht-pathologischer IOP-Anstieg anzusehen ist
[65]. Das deutet darauf hin, dass im dTGR-Modell andere Mechanismen an der RGC-
Degeneration beteiligt sein miussen als eine Erhohung des IOP [49]. In diesem
Zusammenhang zeigten immunhistologische Farbungen gegen GFAP an Sagittal-
schnitten des NO eine Astrozytose [49], was die Vermutung nahelegt, dass aktivierte
Astrozyten einen relevanten Faktor in der Kausalkette des RGC-Degenerations-

prozesses darstellen.

4.3.2. Veranderungen der Gliazellreaktivitat in der Retina von dTGR
Immunhistologisch konnten im dTGR-Modell eine Astrozytose und eine Ko-Aktivierung

von Mullerzellen gezeigt werden.

Ein vergleichbares Ergebnis wurde fur die bestehenden Modelle zur HR bisher noch nie

beschrieben. So fanden beispielsweise Batenburg et al [66] keine erhdhte Anzahl

aktivierter Astrozyten in nicht diabetischen (MRENZ2)27-Ratten. Auch Sabbatini et al [66]
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konnten bei 12-15 Monate alten SHR lediglich eine Aktivierung von Astrozyten
nachweisen.

Neben der Astrozytose der Retina und der Aktivierung der Mullergliazellen konnten
Reichhart et al [49] am dTGR-Modell auRerdem eine Gliose des NO nachweisen, was als
klinisch-histologisches Korrelat der HR gilt.

4.3.3. Das RAS in der Retina von dTGR

Die immunhistologischen Farbungen mit anti-Renin, anti-Atr1 und anti-aktivAtr1 fielen
negativ aus.
Auch an dieser Stelle ist wieder anzumerken, dass vermutlich die fehlende Spezifitat des
anti-Atr1 wie auch beim TetO-Modell zu diesem negativen Resultat gefiihrt hat. Uberdies
zeigen erneute Farbungen mit anti-aktivAtr1 wie sie in der Arbeit von Reichhart et al [49]
dargestellt sind, ein positives Staining in der GCL von dTGR. Anzunehmen ist, dass die
Abweichung methodisch begrindet ist.
Weiterhin sind die Ergebnisse auch im Zusammenhang mit Messungen von
Angiotensinmetaboliten in der Retina von dTGR zu betrachten. Hierbei steigt das lokale
Angiotensin Il (Angll) bei dTGR um das 4-fache an, wohingegen andere Angiotensin-
metabolite unter der Nachweisgrenze des Quantifizierungsassays bleiben [49]. Da die
lokale Reninproduktion in der Retina bei diesen Messungen nicht detektierbar ist, ist
davon auszugehen, dass die hohen Angll-Spiegel mdglicherweise aus einer Atr1-
rezeptorabhangigen Aufnahme aus dem Plasma resultieren wie es bereits fur
verschiedene andere Organe wie z.B. fur das Herz und die Nieren beschrieben wurde
[49][67-69]. Die Nieren von dTGR zeigen dementgegen nur einen geringen Anstieg der
Angll-Spiegel im Vergleich zu deren Kontrollen [49]. Somit unterscheiden sich die Niere
und die Retina in ihrer lokalen RAS-Aktivitat, was die besondere Bedeutung von Angll fur
die Retina widerspiegelt [62][70].

43.4. Das Komplementsystem in der Retina von dTGR

Die immunhistologischen Farbungen mit anti-Properdin und mit anti-C1q waren
negativ.
Im Gegensatz dazu ist bekannt, dass eine Hypertonie zu Endorganschaden fuhrt, die
unter anderem durch inflammatorische Prozesse ausgelost werden [71][72]. AuRerdem
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wurde am Modell fur arterielles Remodelling bei Hypertonie eine Verbindung zwischen
Komplementfaktor C1g und dem Umbau von Arterien gezeigt [73].

4.3.5. Vermehrte VEGF-A Expression in der Retina von dTGR
Im dTGR-Modell konnte immunhistologisch VEGF-A nachgewiesen werden.

Weiterhin wurde in den von Reichhart et al [49] durchgefuhrten g-PCR-Analysen keine
verstarkte Genexpression von pro-angiogenen Genen wie FIk-1, Flt-1 und sFIt-1
gefunden. Die Rezeptoren fur VEGF werden also nicht verstarkt exprimiert, aber auch
nicht herunterreguliert, wobei gleichzeitig mehr VEGF-A gebildet wird. Erganzend dazu
finden sich im dTGR-Modell vaskulare Veranderungen [49]. Es zeigen sich atrophierte
Gefalle in der Retinaperipherie [49]. In der zentralen Retina weisen die Gefalde eine
verstarkte Tortuositat der Arterien auf [49]. AulRerdem lassen sich in der FAG nicht
perfundierte Areale und eine Leckage der Blutgefal’e erkennen. [49]

4.3.6. Pathomechanismus der hypertensiven Retinopathie im dTGR-Modell

Im dTGR-Modell tritt die hypertensive Retinopathie zum einen in Form neuronaler
Veranderungen an der Netzhaut in Erscheinung. Die RGC in der inneren Retina
degenerieren, was eine herabgesetzte Sehleistung nach sich zieht. Begleitet wird der
RGC-Untergang von einer Astrozytose des NO sowie einer Ko-Aktivierung der
Mullerzellen. Die Frage, die sich dabei stellt ist, ob nun die Aktivierung der Gliazellen zur
Degeneration der RGC fuhrt oder, ob sie eine Reaktion ist, um den Untergang der RGC
zu bekampfen. Zum anderen verursacht ein hypertensives Milieu auch vaskulare
Anomalien im dTGR-Modell [49]. In der zentralen Retina ist die Papille in ihrem
Durchmesser verringert [49]. In der Netzhautperipherie bilden sich Exsudate und
irregulare oder atrophe Blutgefale aus [49]. Befunde die dem Erscheinungsbild bei

Patienten mit einer HR entsprechen. [74-76]

Auf molekularer Ebene ist das Komplementsystem im dTGR-Modell auf Grundlage der
durchgefuhrten Untersuchungen als atiologischer Faktor auszuschliefen. Eine
bedeutende Rolle bei der Entstehung der HR scheint hingegen dem RAS zuzukommen.
Man weil} bereits, dass ein erhohter Blutdruck wesentlich zur Schadigung der retinalen
Gefalde bei einer HR beitragt [77]. Intakte retinale Gefale sind jedoch die Voraussetzung

fur die Versorgung des Nervengewebes der Netzhaut mit Metaboliten und Sauerstoff.
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Wenn diese Gefalle nun im Zuge der HR ihre Integritat verlieren, so musste das im
Umkehrschluss zum neuronalen Tod fuhren. Des Weiteren entspricht die Aktivierung des
Atr1 in der GCL einer vermehrten Stimulation der RGC durch Angll [77]. Dies kdnnte eine
Erklarung fur den RGC-Verlust sein, zumal bereits von der DR bekannt ist, dass hohe
Angll-Spiegel das Nervengewebe in Form einer Desintegration von Synapsen
pathologisch verandern [77].

4.4, Mausmodell fur chronisch zerebrale Hypoperfusion
441. Morphologische Veranderungen in der Retina von Mausen mit chronisch
zerebraler Hypoperfusion
Das untersuchte Modell der bilateralen zerebralen Hypoperfusion war phanotypisch
durch einen Verlust der OPL gekennzeichnet. Andere strukturell lichtmikroskopisch
sichtbare Veranderungen konnten nicht festgestellt werden.

Der Verlust der OPL wurde gleichfalls von anderen Arbeitsgruppen in ahnlichen
Modellen fur Ratten und Mause beschrieben [74][75][78]. So sahen Barnett et al [74],
dass die Dicke der OPL 7 Tage nach Reduktion der retinalen Blutzufuhr durch eine
bilaterale Obstruktion der A. carotis communis bei Wistar-Ratten geringfugig zunimmt.
Diese Veranderung wurde dabei nicht durch eine Bildung von pyknotischen Zellen oder
einer Zellschwellung begleitet. Farkas et al [75] beschreiben insbesondere eine
Veranderung der Synapsenbereiche, wobei neben der INL, in der im untersuchten Modell
keine Veranderungen zu sehen waren, vor allem auch die OPL betroffen ist.
Manocheherian et al [78], die die Auswirkungen von chronisch zerebraler Hypoperfusion
durch bilaterale Obstruktion der Arteria carotis communis auf die Retina von Mausen
untersuchten, sahen einen nahezu kompletten Untergang der OPL und eine Ausdinnung
der INL. Die retinalen Zellschichten waren dunner und hochgradig ungeordnet mit
pyknotischen Zellen zwischen den einzelnen Zellschichten [78]. Abweichend von diesen
Befunden sind lediglich die Ergebnisse von Lavinsky et al [76]. Ratten mit 1-monatiger
bilateraler zerebraler Hypoperfusion und mit durch den Eingriff erloschenem
Pupillenreflex zeigten keine Veranderung der OPL wider den vorherrschend

beschriebenen Veranderungen im Hypoperfusionsmodell [74][75][78].

Morphologisch werden in allen Nagetiermodellen dieser Art immer wieder
Veranderungen in der GCL diskutiert. Farkas et al [75] beschreiben einen Verlust der
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RGC bei Ratten mit chronischer Hypoperfusion, der bei diesen Tieren gleichzeitig mit
einem Verlust des Pupillenreflexes gekoppelt war. Beobachtet wurde diese Veranderung
ab einer Woche nach Hypoperfusion, die 90 Tage nach Hypoperfusion am
offensichtlichsten wurde. Yamamoto et al [79] betrachteten die Veranderungen in der
Zellzahl in der RGCL zu verschiedenen Zeitpunkten und kamen zu der Erkenntnis, dass
es 3, 6 und 25 Stunden nach Drosselung der zerebralen Blutzufuhr keine Veranderung
in der Zellzahl gibt. Jedoch ist die Zahl der RGC eine Woche nach verringerter zerebraler
Blutzufuhr reduziert [79]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Veranderung der RGC nicht
betrachtet, da der Fokus auf der Betrachtung von Veranderungen synaptischer
Verbindungen lag. Vorangehende Untersuchungen an diesem Modell zeigen jedoch
ausbleibende Veranderungen in der Zahl der RGC [80]. Da allerdings die RGC die am
meisten vulnerablen Strukturen fur ischamische Zustande sind [81] und Veranderungen
im Stratum ganglionare nachweislich in ahnlichen Nagetiermodellen auftreten
[75][76][79], sollte auch das hier untersuchte Modell genauer auf diese Veranderungen,
gegebenenfalls mit optimierter Methodik, gepruft werden.

Relevant fur die morphologischen Veranderungen in Tiermodellen mit bilateraler
zerebraler Hypoperfusion scheinen vor allem der Untersuchungszeitpunkt und die
Kontinuitat der Minderdurchblutung zu sein. In den Untersuchungen von Yamamoto et al
[79] werden strukturelle Veranderungen erst nach einer Woche Hypoperfusion evident.
Die Exposition einer Minderdurchblutung mit der Dauer von einem Tag genugt in diesem
Modell nicht, um mikroskopisch sichtbare Veranderungen erkennen zu konnen. Des
Weiteren betrachteten Barnett et al [74] in ihrem Rattenmodell zur bilateralen zerebralen
Hypoperfusion zum einen die Veranderungen an der Netzhaut nach 7-tagiger
Hypoperfusion und zum anderen Tiere mit transienter Obstruktion der Carotiden fur 45
Minuten. Dabei zeigten sich lediglich Veranderungen bei den Tieren, die einer
permanenten Hypoperfusion exponiert waren [74].

4.4.2. Synapsenverlust in der Retina von Mausen mit zerebraler Hypoperfusion

Da auf den ersten Blick auffallig war, dass die untersuchten Mause v.a. solche, die
durch die zerebrale Hypoperfusion eine starke visuelle Funktionseinschrankung
aufwiesen, einen Verlust der OPL zeigten, lag der Fokus dieser Arbeit insbesondere auf
der genaueren Betrachtung der Veranderung der Areale mit hoher Synapsendichte. Im
Rahmen dessen konnten eine Delokalisation prasynaptischer Proteine sowie eine

Bipolarzelldegeneration nachgewiesen werden.
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Diese Beobachtungen spiegeln sich auch in der Arbeit von Manocherhrian et al [78]
wider. Die zerebrale Hypoperfusion in ihnrem Mausmodell fihrte zu einer Verkurzung der
Bipolarzellen mit ungeordneten Zellkorpern, -endungen und -fortsatzen, was sie als
Hinweis auf eine Fotorezeptordegeneration deuteten. Zwar zeigen die Untersuchungen
von Barnett et al [74] keine Veranderung der anti-PKCa-Immunantwort in Ratten mit
zerebraler Hypoperfusion, allerdings fuhren die Autoren selbst auf, dass der Schaden,
der durch die Hypoperfusion erzeugt wurde, geringer auszufallen scheint als in anderen

Modellen.

Weiterhin konnte im Mausmodell mit chronisch bilateraler zerebraler Hypoperfusion
immunhistologisch keine Cleaved Caspase-3, jedoch Caspase-3 nachgewiesen werden.
Allerdings nicht in der Mausretina von funktionell stark eingeschrankten Tieren, sondern
lediglich bei Mausen, die eine geringe funktionelle Einschrankung aufwiesen. Bei ihnen
liel sich Caspase-3 in der GCL und OPL erkennen. Bei Yamamoto et al [79] zeigte sich
keine Immunoreaktivitat von Cleaved Caspase-3 bei Sham-operierten Ratten. Ratten mit
bilateraler zerebraler Hypoperfusion hingegen wiesen ein anti-Caspase-3 positives
Signal in den RGC in den aulleren retinalen Zellschichten, einschliel3lich der
Fotorezeptoren, an Tag 1 nach Verringerung der zerebralen Blutzufuhr auf [79]. In Tieren,
die eine Woche und zwei Monate nach Coil-Implantation untersucht wurden, konnten
weniger anti-Caspase-3 positive Zellen in der GCL, INL oder ONL nachgewiesen werden
[79]. Die meisten anti-Cleaved-3 positiven Zellen wurden 24 Stunden nach der Coil-
Implantation verzeichnet [79]. Diese Beobachtungen zusammen mit den Befunden am
untersuchten Mausmodell und auch die Ubersichtsarbeit von Farkas et al [75] zeigen
erhebliche Unterschiede in den Daten zu Antikdrperfarbungen mit Apoptosemarkern.
AuRerdem lasst sich davon ableiten, dass auch der Untersuchungszeitpunkt ein
bedeutender Einflussfaktor fur das Endergebnis ist.

Trotz der hohen Variabilitdt in den Ergebnissen ist anzunehmen, dass die Zellen durch
Apoptose untergehen. Es scheint jedoch eine bestimmte Episode zu geben, die fur jedes
Tier individuell unterschiedlich ist, in der Apoptose stattfindet.

443. Veranderungen der Gliazellreaktivitat in der Retina von Mausen mit
zerebraler Hypoperfusion

Im untersuchten Mausmodell zeichnete sich eine deutliche Astrozytose sowie eine

Aktivierung von Mullerzellen bei Mausen ab, die eine verringerte bilaterale zerebrale
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Blutzufuhr hatten. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit den bisherigen
Erkenntnissen im Nagetiermodell zur bilateralen zerebralen Hypoperfusion [75][76][78]
[79]. Ein interessanter Aspekt in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass die gliale
Expression von GFAP im Hippocampus direkt proportional zur Entwicklung einer
neuronalen Nekrose in der CA1-Region ist [74], was einen Hinweis darauf sein konnte,
dass die beobachteten zellularen Veranderungen im untersuchten Modell durch eine
Nekrose gleichfalls den Prozessen im Hippocampus verursacht sein konnen.
Andererseits sind eine aktivierte Glia kein zwingender Hinweis fur eine Nekrose.
Wahrscheinlicher ist es, dass auch im untersuchten Modell die Glia durch apoptotische
Prozesse aktiviert werden wie es bereits fur die Mausmodelle in den Arbeiten von

Manochterian et al [78] und Yamamoto et al [79] beschrieben wurde.

44.4. Pathomechanismus im Modell von Mausen mit zerebraler Hypoperfusion
Im untersuchten Mausmodell lag der Untersuchungsfokus auf den neuronalen
Veranderungen. In der Netzhaut zeigt sich ein Verlust der OPL, der sich bei genauerer
Betrachtung als isolierter Verlust von Synapsen darstellt. Man erkennt eine Caspase-3
Aktivierung, die scheinbar auf bestimmte Episoden und Zellen beschrankt ist. Aul3erdem
sind eine Astrozytose und eine Aktivierung von Mullerzellen nachweisbar.
Analog dazu ist bekannt, dass pathologische Ereignisse, die einen ischamischen Zustand
im ZNS erzeugen, die Freisetzung von exzitotoxischem Glutamat aus den Neuronen und
Gliazellen verursachen [81]. Im Auge konnten erhohte Glutamatspiegel wahrend
ischamischer Zustande im Glaskdrper nachgewiesen werden [82]. Uberschissiges
Glutamat wird physiologisch von Mullerzellen durch Glutaminsynthetase beseitigt [83]. In
der post-ischamischen Retina ist die homdostatische Funktion der Mullerzellen wie die
Glutamataufnahme, die Pufferung von lonen und die WasserhomoOostase jedoch
eingeschrankt, was zu einem neuronalen Schaden fuhrt [81][84]. Die anhaltende
Aktivierung von Gliazellen nach einer Ischamie und der Verlust einer physiologischen
metabolischen Aktivitat werden sekundar fir den neuronalen Zelltod verantwortlich
gemacht [78][81].

Es gibt Hinweise darauf, dass es eine Beteiligung des klassischen Aktivierungsweges
des Komplementsystems im untersuchten Mausmodell gibt. So war bei der
immunhistologischen Farbung gegen C1q die OPL starker angefarbt als die der
Kontrolltiere. [80] In einem ahnlichen Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass das
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Fehlen von Gal-3 bei durch eine hypoperfusionsinduzierte Retinadegeneration signifikant
die Gliazellreaktivitat reduziert und ebenfalls die Fotorezeptoren, Gliazellen und die
retinale Zellschichtenmorphologie vor einem Schaden schiitzt [78]. Uber Gal-3 ist bisher
bekannt, dass es als proinflammatorischer Mediator fungiert und an zahlreichen
inflammatorischen Erkrankungen beteiligt ist [78]. Die Hochregulation von Gal-3 wurde
bereits fur mehrere retinale Pathologien beschrieben [85][86] und man nimmt an, dass
es die Voraussetzung fur eine Mikrogliaaktivierung infolge einer Hirnischamie ist [78]. Es
bleibt jedoch weiterhin fraglich, ob und inwieweit inflammatorische Prozesse an der
Entstehung der im untersuchten Modell vorgefundenen neuronalen Schaden beteiligt
sind.

Ungeklart bleibt auch, welche Rolle das RAS in der Kausalkette der Veranderungen
bei bilateraler zerebraler Hypoperfusion spielt. Voruntersuchungen beruhend auf in vivo
Fluoreszenzmessungen sowie in situ Flatmountuntersuchungen am in dieser Arbeit
betrachteten Mausmodell zeigen eine Venendilatation und stark verkleinerte Arterien [80]
und lassen darauf schlieBen, dass sich im Zuge einer Minderperfusion auch
Veranderungen im vaskularen System herausbilden, die dem Phanotyp, der fur das
okulare ischamische Syndrom beim Menschen beschrieben ist, entsprechen [76] und
deuten darauf hin, dass das untersuchte Modell zumindest einige pathophysiologische
Korrelate mit dem menschlichen Auge teilt.

4.5. Fazit

Diabetes mellitus fuhrt im TetO-Modell im Vergleich zu den bisher existierenden
Modellen zur DR zu frGhen neuronalen Veranderungen. Diese zeigen sich in Form eines
retinalen RGC-Verlustes, einer Astrozytose sowie einer Aktivierung von Mullerzellen.
Diese Mechanismen unterliegen sehr wahrscheinlich Veranderungen des RAS sowie
inflammatorischen Prozessen. Die ARB-Behandlung fuhrte zu einer Verbesserung der
Neurodegeneration, weshalb eine Anwendung des TetO-Modells zur Durchfuhrung von

Interventionsstudien denkbar ware.

Hypertonie bewirkt gleich dem TetO-Modell neurodegenerative Veranderungen im
dTGR-Modell. Diese umfassen ebenfalls einen RGC-Verlust, eine Astrozytose sowie eine
Mullerzellaktivierung. Es gibt wiederum Hinweise auf eine Beteiligung des RAS an diesen
pathologischen Veranderungen. Als Teilkomponente in der Atiologie der im dTGR-Modell
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beobachteten Veranderungen wird das Komplementsystem auf Grundlage der
erhobenen Daten ausgeschlossen.

Auch eine Minderperfusion der Retina im Modell der chronisch zerebralen Hypoperfusion
ist mit Veranderungen des retinalen Nervengewebes assoziiert. Im Modell kommt es zu
einem Verlust der OPL, der Prasynapsen und Bipolarzellen, was sehr wahrscheinlich auf
einen Apoptose bedingten Zelltod zuruckzufuhren ist. Ferner treten auch in diesem
Modell eine Astrozytose sowie eine Aktivierung von Mullergliazellen auf. Das Modell der
chronisch Dbilateralen zerebralen Hypoperfusion ist in seinen phanotypischen
Veranderungen mit konkurrierenden Nagetiermodellen vergleichbar. Es stellt eine
mogliche Grundlage zur Erforschung hypoxiebedingter retinaler Schaden z. B. als Folge

einer retinalen Arterienstenose dar.
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