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Zusammenfassung

Degenerative und ischdmische Retinaerkrankungen, wie zum Beispiel die diabetische
Retinopathie, die altersabhdngige Makuladegeneration und das Glaukom, zédhlen in
Westeuropa und Nordamerika zu den Hauptursachen einer Erblindung. Ihnen gemeinsam ist
eine  progressive  Schédigung der retinalen Ganglienzellschicht (GCL) durch
Glutamatexzitotoxizitat. Bislang existiert keine kausale neuroprotektive Therapie. Mithilfe
eines organotypischen Kulturmodells der adulten Rattenretina, in dem die neurovaskulare
Zytoarchitektur erhalten bleibt, wurden Erythropoietin (EPO) und Simvastatin auf ihre
Wirkung gegen einen Glutamat-induzierten Schaden in der GCL untersucht. EPO (1-25 U/ml,
taglich appliziert) erwies sich dosisabhangig als neuroprotektiv. Simvastatin (0,1 uM) war
sowohl im Rahmen einer Langzeitbehandlung ab dem zweiten Kultivierungstag, als auch als
einmalige Ko-Applikation am sechsten Kultivierungstag mit Glutamat protektiv. Weiterhin
wurde EPOs Effekt auf die Morphologie und die Vitalitat von vaskuldren Strukturen in den
Retinakulturen untersucht. Es zeigten sich weniger apoptotische Geféal3strukturen in der
TUNEL-Farbung. Uberdies wurden vermehrt GefaR-assoziierte Proliferationen, visualisiert
durch den Einbau der Thymidinanaloga 5-Ethynyl-2’-Deoxyuridin (EdU) und 5-Bromo-2’-
Deoxyuridin (BrdU), beobachtet.

Unsere Experimente zeigen eine neuroprotektive Wirkung von Erythropoietin und
Simvastatin gegen Glutamatexzitotoxizitdt im organotypischen Retinamodell, sowie
angioprotektive und — proliferative Effekte von Erythropoietin auf vaskuldre Strukturen. Die
beiden zytoprotektiven Substanzen stellen eine Option in der Behandlung von

Retinaerkrankungen, die mit Glutamatexzitotoxizitat einhergehen, dar.

Schlagworter: Neuroprotektion, Glutamatexzitotoxizitat, Erythropoietin, Simvastatin,

organotypisches Kulturmodell, Angioproliferation.
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Abstract

Degenerative and ischemic diseases of the eye, such as diabetic retinopathy, age-related
macular degeneration and glaucoma, are major causes for visual impairment and blindness in
the western world. They are characterized by progressive damage to the retinal ganglion cell
layer (GCL) due to glutamate excitotoxicity. So far, neuroprotective therapies are not
available. Using an organotypic retinal culture model, we tested the effect of two potential
neuroprotective drugs, Simvastatin and Erythropoietin (EPO), against glutamate
excitotoxicity in the GCL. EPO (1-25 U/ml, applied daily) proved to be neuroprotective in a
dose dependent manner. Simvastatin (0.1 uM) was neuroprotective in retinas pretreated for 5
days but also when co-applied with glutamate on the sixth day of culture. We further
characterized the effect of EPOs on vascular morphology and survival in retinal cultures by
analyzing the number of TUNEL" vascular cells as well as the degree of vessels associated
with DNA synthesis. EPO preserved vascular structures and increased the integration of the
thymidine analogs 5-ethynyl-2"-deoxyuridine (EdU) and 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) in
the DNA of vessels, indicating angioproliferation. We conclude that Erythropoietin and
Simvastatin should be further investigated as potential therapeutics in retinal diseases

involving excitotoxicity.

Key words: neuroprotection, glutamate excitotoxicity, Erythropoietin, Simvastatin,

organotypic retinal cultures, angioproliferation.
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1. EINLEITUNG

Diese Arbeit untersucht die Wirkung zweier neuroprotektiver Substanzen, Erythropoietin und
Simvastatin, gegen Glutamatexzitotoxizitdt in einem organotypischen Kulturmodell der
adulten Retina. AuRerdem wird die Gefalentwicklung in den Retinakdrperchen charakterisiert

und der Effekt von Erythropoietin auf diese beobachtet.

Das Kapitel beginnt mit einem kurzen Uberblick tber die Epidemiologie ischamischer und
degenerativer Netzhauterkrankungen und der Erlduterung eines Erklarungsmodells der
Glutamatexzitotoxizitat. Die Notwendigkeit kausaler Therapiemdglichkeiten, die vor dem
Untergang neuronaler Zellen schitzen, wird hergeleitet. Hiernach wird das in den
Experimenten verwendete organotypische Retinakulturmodell der adulten Ratten vorgestellt
und sein Stellenwert bei der Erforschung der neuronalen und vaskuldren Zellinteraktionen

begriindet.

1.1 Uberblick uber die Epidemiologie ischamischer und degenerativer

Retinaerkrankungen

Weltweit ist mit 47,8 % die Katarakt die Hauptursache einer Erblindung (siehe Abbildung 1).
Eine Katarakt ist in den meisten Féllen durch eine Operation heilbar. In Westeuropa und
Nordamerika dagegen sind Sehbehinderung und Erblindung zu 85 % durch ischdmische und
degenerative Erkrankungen, wie das Glaukom, die altersabhangige Makuladegeneration
(AMD) und die diabetische Retinopathie, bedingt (Resnikoff, et al., 2004). Fir diese

Erkrankungen existiert bislang keine kausale Therapie.

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind 65 % der Sehbehinderten
50 Jahre und alter. 2002 waren 20 % der Weltbevélkerung betroffen. In Anbetracht der immer
alter werdenden Gesellschaft ist mit einer stetigen Zunahme der Sehschadigungen zu rechnen
(Resnikoff et al., 2004). Bislang ist nur eine symptomatische Therapie moglich, wie z.B. eine
intraokuldare Drucksenkung beim Glaukom, oder die Inhibition von Neovaskularisationen
durch monoklonale Antikdrper gegen den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF)
bei der proliferativen diabetischen Retinopathie. Eine neuroprotektive oder - regenerative
Behandlung ohne relevante Nebenwirkungen fehlt jedoch und ist aufgrund der Zunahme

dieser Erkrankungen und der epidemiologischen Entwicklung dringend erforderlich.



Neuroprotektion und GefaBmodulation in einem organotypischen Kulturmodell der Retina

B cataract B Chilhood blindness
£ Glaucoma Trachoma

Fd amp? W Onchocerciasis
B Corneal opacities [ others

B Diabetic retinopathy

SAMD = Age-related macular degeneration. WHO 04.738

Abbildung 1: Erblindungsursachen weltweit und ihr prozentualer Anteil im Jahre 2002. Resnikoff et al., WHO
Bulletin 2004.

1.2 Exzitotoxische Schadigung der Ganglienzellschicht durch Glutamat

Viele Retinaerkrankungen, wie z.B. die altersabhdngige Makuladegeneration und das
Glaukom, haben eine fortschreitende Schadigung der Axone der retinalen Ganglienzellschicht
(GCL) gemeinsam. Als pathogenetische Mechanismen werden eine exzessive
Glutamatfreisetzung und weitere Signalkaskaden, die die Ganglienzellschicht exzitotoxisch
schadigen und zum Zelltod sowie pathologischen GefaRneubildungen fiihren, diskutiert
(Harada et al., 2007; Ray und Mookherjee, 2009; Seki und Lipton, 2008).
Neovaskularisationen konnen ihrerseits durch intraokulére Blutungen und Netzhautddem eine
zusétzliche Sehverschlechterung bedingen. Auch fur das friihe Stadium einer diabetischen
Retinopathie gibt es Hinweise auf eine Korrelation von neuronalem Zelltod und
Glutamatexzitotoxizitat (Ambati et al., 1997; Gowda et al., 2011).

Mithilfe eines organotypischen Retinakulturmodells, in dem die Ganglienzellschicht durch
Glutamatexposition geschadigt wird, sollen in der vorliegenden Arbeit Neuroprotektion und

Angiogenese studiert werden.
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1.3 Ein organotypisches Kulturmodell der Retina

Organotypische Kulturen zeichnen sich durch den Erhalt der den Geweben eigenen
dreidimensionalen komplexen Zytoarchitektur und zellularen Interaktionen aus. Sie kommen
damit den Bedingungen in vivo erheblich ndher als dissoziierte Zell- bzw. Ko-Kulturen von
Astrozyten und Endothelzellen. Mit ihrer Hilfe wird die Erforschung vieler grundlegender
Fragestellungen, z.B. zu neurovaskuldren und neuroglialen Wechselwirkungen oder zur
axonalen Regeneration nach einer Axotomie, ermdglicht. Mit der organotypischen
Kultivierungsmethode koénnen auch pharmakologische und toxikologische Studien
durchgefihrt werden, z.B. zur Modulation mit Wachstumsfaktoren und Neuroprotektiva. Von
Vorteil sind dabei die Moglichkeit einer breit angelegten Dosistestung, geringere Kosten flr
Pilotstudien, eine leichtere  Applizierbarkeit von Substanzen, ein  geringerer
Substanzmetabolismus und fehlende pharmakokinetische bzw. - dynamische Effekte. In
unserem Labor wurde eine organotypische Langzeitkultur der Retina adulter Ratten etabliert,
bei der die vom Sehnerv axotomisierten Ganglienzellen Uberleben und bis zu 90 Tage in
Kultur erhalten bleiben (Rzeczinski et al., 2006). Erst nach einigen Wochen zeigt sich eine
Degeneration und Auflockerung der retinalen Schichten. Die Experimente zur
Neuroprotektion und Angiogenese der vorliegenden Doktorarbeit wurden mehrheitlich
innerhalb einer Kultivierungswoche durchgefiihrt. Wéhrend dieser Zeit entwickelt sich das
nach der Praparation noch flache Retinafragment in der rotierenden Kultivierung auf einem
Walzroller zu einer kugelférmigen Struktur, im Folgenden als Retinakérperchen bezeichnet.
Die retinale Architektur bleibt erhalten. Im Inneren des Retinakdrperchens findet sich die
Ganglienzellschicht, auflen die Fotorezeptorschicht. Eine zu Beginn vorhandene innere
Kavitat fullt sich nach und nach nahezu vollstandig. Abbildung 2 zeigt den Schichtaufbau

organotypischer Retinas zu verschiedenen Kulturzeitpunkten innerhalb der ersten Woche.

Kontrovers diskutiert wird, ob der Neurodegeneration eine Stérung der vaskuldren Funktion
vorausgeht, oder ob letzteres eine Folge von neuronalem Zelltod und Dysfunktion ist
(Whitmire et al., 2011). Zum Verstandnis der Pathophysiologie von Neurodegeneration und
GeféalRkomplikationen ist eine integrierte Sicht auf das neuronale und vaskuldre Kompartiment

notig, die ein organotypisches Kultursystem ermdéglicht (Morin-Brureau et al., 2013).

Obwohl die organotypischen Retinakulturen zum einen durch die Durchtrennung des Nervus
opticus wahrend der Praparation und zum anderen durch die anschlieBende Teilung in 1 mm?

groRe Fragmente zu Beginn der Versuche geschédigt werden, zeigen sie per se nur einen
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geringen Anteil an apoptotischen Zellen in der GCL nach einer Kultivierungswoche. Fur
Neuroprotektionsexperimente wurde daher von Rzeczinski und Kollegen eine Schadigung der
Ganglienzellschicht durch eine 24-stiindige Glutamatexposition mit 5 mM etabliert (Ruscher
et al., 2007; Rzeczinski et al., 2006).

Das organotypische Retinakulturmodell kann somit helfen, die Wechselwirkungen zwischen
Neuronen und Gefalen zu studieren und den Einfluss von neuro- und angioprotektiven
Substanzen auf sie zu erforschen. Die Erkenntnisse konnten die Ubertragung in in vivo

Modelle erleichtern.

Abbildung 2: Aufbau der Netzhautschichten der Retinakdrperchen. (A) Flaches Retinafragment nach der
Préaparation. (B) Retinakdrperchen nach 2 Kultivierungstagen (days in vitro, DIV), die zentrale Kavitat *
beginnt sich zu fillen. (C) 7 DIV Retinakdrperchen. ONL = &uflere Kdrnerschicht; INL = innere Kdérnerschicht,
OPL = auRere plexiforme Schicht, IPL = innere plexiforme Schicht, GCL= retinale Ganglienzellschicht. Der
Skalierungsbalken in (A) entspricht 50 um und in (B-C) 100 um. H&matoxylin-Eosin-Nissl-Farbung. Fotos:
Stefan Rzeczinski ,,Etablierung und Charakterisierung eines neuen organotypischen Retina-Kulturmodells der
adulten Ratte*, Dissertation 2007.

1.4 Neuroprotektive Therapieoptionen

Bislang sind keine protektiven Therapien, die der neuronalen Schadigung bei degenerativen
und ischdmischen Retinaerkrankungen entgegenwirken, verfligbar. Zu vielversprechenden
Kandidaten z&hlen Erythropoietin und Simvastatin, auf die nachfolgend eingegangen wird.

1.4.1 Erythropoietin (EPO)

Das hamatopoietische Zytokin EPO findet seit Uber 20 Jahren Anwendung in der Behandlung
von Anamien. EPO verfligt darliber hinaus Uber zahlreiche nicht-erythropoietische

Eigenschaften, z.B. neuroprotektive, antiinflammatorische und regenerative Funktionen
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(Sakanaka et al., 1998; Katz et al. 2007; Grimm et al., 2006).

Das Erythropoietin / EPO-Rezeptor-System kdnnte daher Uber endogene Signalwege die
Netzhaut schiitzen und ebenso die axonale Regeneration von ZNS-Ldasionen fordern (Grimm
et al.,, 2006). Erstmals berichteten Sakanaka und seine Kollegen 1998 (ber EPOs
neuroprotektive Effekte in einem Mausmodel zerebraler Ischamie (Sakanaka et al., 1998). In
zahlreichen in vitro and in vivo Studien hat sich EPO seitdem als neuroprotektiv erwiesen. In
diversen praklinischen Studien zur Therapie retinaler Erkrankungen hat EPO ebenfalls einen
Nutzen gezeigt (Colella et al., 2011; Grimm et al., 2004; Junk et al., 2002; Kilic et al., 2005;
King et al., 2007; Maiese et al., 2008; Rex et al., 2004; Rong et al., 2011; Tsai et al., 2005;
Wang et al., 2011; Weishaupt et al., 2004; Zhong et al., 2007). Allerdings stehen klinische

Studien zur Behandlung retinaler Erkrankungen durch EPO weitgehend aus.

Verschiedene Vorstudien zur Neuroprotektion bei Schlaganfallen durch EPO fielen sehr
vielversprechend aus (Siren et al., 2009; Tseng et al., 2009; Wustenberg et al., 2011). Jedoch
musste eine multizentrische Phase-11-Studie (Ehrenreich et al., 2002; Ehrenreich et al., 2009)
aufgrund einer erhéhten Mortalitat der Patienten, die zusétzlich zur Thrombolysetherapie mit
gewebsspezifischem Plasminogenaktivator eine EPO-Behandlung erhielten, vorzeitig

abgebrochen werden (Zechariah et al., 2010).

Als angiogenetisches Zytokin kommt EPO eine wesentliche Bedeutung bei der Proliferation,
Reifung und dem Uberleben von Vorlaufern der roten Blutzellen im Knochenmark zu
(Gregory et al., 1978). Eine (dauerhaft) hohere endogene oder exogene EPO-Konzentration
im Blut kann einen Anstieg des Hamatokrits bewirken und die Gefahr einer Thrombose und
anderer kardiovaskuldrer Ereignisse erhohen (Besarab et al., 1988; Jelkmann 2004,
Lombadero et al. 2011).

Zu den geflrchteten Nebenwirkungen einer EPO-Behandlung bei Retinopathien zéhlen
besonders seine proliferationsfordernden Effekte auf Endothelzellen (Anagnostou et al., 1990;
McVicar et al., 2010). Dies kénnte zu pathologischen Neovaskularisationen mit vulnerablen
GeféaRen, Blutungen und GefaReinsprossung in die Makula fihren (Jo und Kim, 2010).
Watanabe und Kollegen konnten bei Patienten mit proliferativer diabetischer Retinopathie
(PDR) einen deutlich erhdéhten EPO-Spiegel in der Glaskorperflissigkeit messen und durch
eine therapeutische Inhibition von EPO in vitro und in vivo retinale Neovaskularisationen und
Endothelzellproliferation hemmen (Watanabe et al. 2005 und 2007). Dagegen erwiesen sich

in  tierexperimentellen ~ Versuchen  zur  diabetischen Retinopathie  geringe

10
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»Suberythropoietische” Dosen langfristig applizierten EPOs als neuroprotektiv (Wang et al.,
2011) und sicher in Bezug auf Toxizitat und Angioproliferation (Zhang et al., 2008). Auch in
der Behandlung von Diabetikern mit schwerer Andmie konnte eine sechsmonatige EPO-
Therapie ein Makulaédem und harte Exsudate reduzieren (Berman und Friedman, 1994).
Neben der geeigneten Erythropoietindosis kommt dem Erkrankungsstadium und dem

Applikationszeitpunkt grofie Bedeutung zu.

Aufgrund des proangiogenetischen Effektes von EPO wird seit einigen Jahren an der
Entwicklung eines ,,Neuro-EPOs* ohne hdmatopoietische Wirkung gearbeitet (McVicar et al.,
2010). Vielversprechender Kandidat ist ein carbamyliertes EPO (Leist et al., 2004).

EPOs Potenzial wird auch fiir die Therapie anderer neurodegenerativer Erkrankungen, wie
Alzheimer und Morbus Parkinson, untersucht (Ehrenreich et al., 2004). Daher konnten die
Erkenntnisse, die bei der Behandlung von Retinaerkrankungen mit EPO gewonnen werden,

auch bei weiteren degenerativen und ischdmischen Erkrankungen Anwendung finden.

1.4.2 Simvastatin

In der Therapie von Myokardinfarkten und Schlaganféllen sind HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren (Statine) seit Jahren fest etabliert, da durch die Cholesterinsenkung eine
Reduktion des kardio- und zerebrovaskularen Risikos belegt werden konnte (Scandinavian
Simvastatin Survival Study Group 1994). Zum Wirkungsspektrum der Statine zé&hlen auch
cholesterinunabhdngige, sogenannte pleiotrope Eigenschaften, wie antiinflammatorische,
plaquestabilisierende und neuroprotektive Effekte (Dimmeler et al., 2001, Endres et al., 2004,
Zhou und Liao, 2010). Hierdurch werden Statine zu einer wichtigen therapeutischen Option
neurodegenerativer und ischamischer Retinaerkrankungen, wie z.B. der proliferativen

diabetischen Retinopathie, der altersabhangigen Makuladegeneration und dem Glaukom.

Das Offenwinkelglaukom ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, die infolge des
Verlustes der retinalen Ganglienzellen zu einem Gesichtsfeldausfall fihrt. Es ist haufig mit
einem erhohten intraokuldren Augendruck assoziiert, allerdings kann eine drucksenkende
Therapie allein den weiteren Fortschritt meist nicht aufhalten. Eine prospektive
populationsbasierte Studie untersuchte die Inzidenz von Offenwinkelglaukomen unter einer
Therapie mit Statinen und anderen Cholesterol-Hemmern. Sie zeigte, dass eine
Langzeitbehandlung mit Statinen unabhangig vom Augeninnendruck zu einer Risikoreduktion

von Offenwinkelglaukomen fiihrte (Marcus et al., 2012). Die Autoren folgerten, dass die

11
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Risikoreduktion auf die neuroprotektiven Eigenschaften von Statinen zuriickzufiihren sei. In
einem murinen Ischdmie / Reperfusions-Modell zur Untersuchung des Offenwinkelglaukoms
forderte post-ischamisch appliziertes Simvastatin das Uberleben der retinalen Ganglienzellen
und belegte so die Wirksamkeit einer Statinbehandlung nach Schadenseintritt (Krempler et
al., 2011). Verschiedene weitere tierexperimentelle Studien zeigen an, dass Statine vor einer
Ganglienzelldegeneration infolge transienter Erhéhung des Augeninnendrucks nach einer

Opticusaxotomie schutzen (Kawaji et al., 2007; Kretz et al., 2005; Schmeer, et al., 2008).

Bei der diabetischen Retinopathie konnte die Control Cardiovascular Risk in Diabetes
(ACCORD)- Eye Beobachtungsstudie unter einer dualen Lipid-Therapie mit Fenofibraten und
Simvastatin eine Pravention des weiteren Krankheitsprogresses belegen (Chew et al., 2010).
Diese intensivierte Therapie konnte allerdings im Gegensatz zu einer Statin-Monotherapie
nicht die kardiovaskuléren Ereignisse und Komplikationen reduzieren (Ginsberg et al., 2010).
Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Simvastatins protektive Wirkung gegen ein

weiteres Fortschreiten der PDR cholesterolunabhangig ist.

Neben protektiven kdnnten antiinflammatorische Effekte der Statine bei der AMD wirksam
sein (Gehlbach et al., 2009; Penfold et al., 2001).

In unseren Experimenten wurde Simvastatin auf seine neuroprotektive Wirkung zu

unterschiedlichen Applikationszeitpunkten (vor und mit Glutamatexposition) untersucht.

12
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1.5 Zielstellungen der Doktorarbeit

Im Rahmen meiner Doktorarbeit habe ich Erythropoietin und Simvastatin hinsichtlich ihrer
neuroprotektiven Wirkung auf Glutamat-geschadigte retinale Ganglienzellen in einem
organotypischen Kulturmodell untersucht. Ein weiteres Ziel war die Charakterisierung der
Dynamik vaskuldrer Strukturen im organotypischen Retinamodell und der Einfluss von EPO

auf GefaRe. Folgende Fragestellungen wurden formuliert:

Ist EPO neuroprotektiv gegen Glutamat-induzierten Schaden in der GCL?
Innerhalb welches Konzentrationsbereichs ist Simvastatin protektiv bzw. toxisch?
Zu welchem Zeitpunkt um die Schadenssetzung schitzt Simvastatin vor Glutamat?

Wie ist die Dynamik vaskularer Strukturen im organotypischen Kulturmodell?

o W DN

Kann EPO die Geféalkentwicklung im organotypischen Kulturmodell beeinflussen?

13
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tierschutzrichtlinien fir die Organentnahme

Alle Tiere wurden nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes und LAGESO (Bundesinstitut
fur gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin, Berlin und Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales) behandelt. Adulte, mannliche Wistar-Ratten (Charles River) mit
einem Gewicht von 220 - 240 g erhielten eine Isoflurannarkose. Nach der Dekapitation

erfolgte die Entnahme beider Augen.

2.2 Praparation und Kultivierung der Retina

Die empfindliche Netzhaut wurde vorsichtig von ihren benachbarten Schichten, der Sklera
und dem retinalen Pigmentepithel, abgeldst und in einer sterilen Kulturschale entfaltet. Mit
einem Skalpell konnte die Retina in ca. 1 mm? groRe Fragmente geschnitten werden (ca. 20
Fragmente/ Netzhaut). Die quadratischen Fragmente einer Retina wurden in jeweils eine
Kulturflasche mit 3 ml N&hrmedium transferiert. Das Retina-N&hrmedium besteht aus
Minimum Essential Medium mit 10 % fotalem Kalberserum, 2 % B 27-Supplement, 25 mM
HEPES, 0,8 % D-Glukose, 2 MM L-Glutamin, 100 IE/ 100 pg/ml Penicillin / Streptomycin
(Rzeczinski et al., 2006).

Fur die Kultivierung verwendeten wir einen Inkubator mit einem integrierten Walzroller
(Medizinisch-technische Labore der Charité - Universitatsmedizin Berlin, modifiziert nach
Victorov et al., 2001, siehe Abbildung 3). Wéhrend der Kultivierung drehten sich die im
Medium flottierenden Retinafragmente in den Flaschen kontinuierlich auf dem Walzroller
(60 Umdrehungen pro Minute, Temperatur 36,5 °C). Innerhalb einer Woche nahmen die

urspriinglich flachen Netzhautfragmente eine Ballform an und werden daher im Folgenden

Retinakorperchen (RB) genannt.

Abbildung 3: Walzroller mit Kulturflaschen (Foto
aus: ,,Etablierung und Charakterisierung eines
neuen organotypischen Retina-Kulturmodells der
adulten Ratte*, Dissertation von Stefan Rzeczinski
2007).
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2.3 Pharmakologische Interventionen

2.3.1 Erythropoietin

Humanrekombinantes EPO (2,5 ug/ml; 250 U, Roche, Mannheim) wurde in den
entsprechenden Einheiten (1 - 25 U/ml) zum Nahrmedium zugesetzt und bis zum Gebrauch in
Form von 1 ml Teilportionen bei - 20 °C tiefgefroren. Nach der Praparation erfolgte der
Transfer aller Fragmente einer Netzhaut (ca. 25 Fragmente/ Retina) in eine Kulturflasche mit
3 ml EPO-haltigem Nahrmedium. Ab dem 2. bis zum 6. Kultivierungstag wurde taglich 1 ml

des Mediums in gleicher Menge mit frischem EPO-Medium ausgewechselt.

2.3.2 Simvastatin

Simvastatin wurde chemisch aktiviert durch eine alkalische Hydrolyse. Hierzu wurden 4 mg
Simvastatin in 100 pl Ethanol (99%) geldst, 150 ul von 0,1 N Natriumhydroxid hinzugefugt
und bei einer Temperatur von 50 °C fir zwei Stunden inkubiert. Die Lésung wurde mit
Salzsdure zu einem pH-Wert von 7,4 neutralisiert und bis zu einem Volumen von 1 ml mit
destilliertem Wasser aufgefiillt, sodass sich eine Konzentration von 4 mg/ml ergibt (Sadeghi
et al., 2000). Eine 10 mM Stammlésung wurde in PBS ohne Ca®*/Mg®* verdiinnt und in
Teilportionen bei - 20 °C aufbewahrt. Simvastatin wurde am 2. (Langzeitbehandlung) oder

am 6. Kultivierungstag (Kurzzeitbehandlung) den Retinakulturen zugefiigt.

2.3.3 Glutamat-induzierte Schadigung der Ganglienzellschicht

Am 6. Kultivierungstag wurden die Retinakoérperchen aller Kulturflaschen in jeweils zwei
gleich groRe Gruppen aufgeteilt, sodass sich die Zahl der Flaschen verdoppelte. Einer Halfte
der beiden gleich vorbehandelten Gruppen wurde fir 24 Stunden Glutamat in einer
Endkonzentration von 5 mM zugesetzt, danach erfolgte die Fixierung (Ruscher et al., 2007).
Abbildung 4 veranschaulicht die Aufteilung der Behandlungsgruppen zum Zeitpunkt der

Schédigung durch Glutamat am 6. Kultivierungstag.
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Abbildung 4: Versuchsaufbau: 8 Netzhaute wurden 4 adulten Ratten entnommen. Die Retinas wurden in 1 mm?
grofle Fragmente geschnitten und mit EPO (1 - 25 U/ml) behandelt. Am 6. Kultivierungstag (days in vitro, DIV)
erhielt die Halfte 5 mM Glutamat. RBs wurden an DIV 7 fixiert und zur Auswertung histochemisch gefarbt. Die
Experimente wurden bis zu dreimal durchgefiihrt. Ko = Kontrolle. Abbildung nach S. Rzeczinski, Dissertation
2007.

2.4 Fixieren, Einbetten und Schneiden des Retinagewebes

Die Retinakorperchen wurden am 7. Kultivierungstag aus den Flaschen entnommen und in
PBS gewaschen. Es folgte eine 10-mindtige Formalinfixierung in Davidson Fixativ. Davidson
Fixativ setzt sich aus 70 % Ethanol (96%ig), 20 % Formaldehyd (39%ig) und 10 % Eisessig
zusammen.  AnschlieBend wurden die Retinakdrperchen in  phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (PBS) gewaschen und in Propanol entwéssert (2-Propanol 90 % fur 30 min,
danach dreimalige Dehydratation in 2-Propanol 99,9 % fiir jeweils 30 min). Um die 1 mm?
kleinen und weiBlich-transparenten Retinakdrperchen besser erkennen zu kénnen, erfolgte
eine kurze Anfarbung mit 1 % Eosin Y. Der Fixierung schloss sich die Einbettung in Paraffin
an, das nach einer Stunde einmal gewechselt wurde. Die Retinakdrperchen wurden danach
eine Nacht im Paraffinbad bei 60 °C belassen. Nach dem Aushérten konnten die
Paraffinblocke an einem Mikrotom mit einer Schichtdicke von 8 um geschnitten und die

Schnitte auf Objekttréager gebracht werden (Rzeczinski et al., 2006).

2.5 Histologie und Immunhistochemie

Nachfolgend werden die angewandten Farbungen beschrieben, dabei sind einige Verfahren
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zur besseren Ubersicht aufgelistet. Alle Paraffinschnitte wurden aus dem Zentrum des runden
Retinakorperchens gewahlt und initial fir 5 Minuten in Rotihistol deparaffiniert. Die
Rehydratation erfolgte in der absteigenden 2-Propanol-Reihe (100 %, 96 %, 80 %, 70 %) fur
je 30 Sekunden.

2.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Nissl-Farbung (Abbildung 5A)

Waschen in destilliertem Wasser

Farben mit Gill N1 Hamatoxylin flr 5 Minuten

Waschen in destilliertem Wasser

Bldauen in 1 % Natriumhydrogencarbonat fir 3 Minuten

Waschen in destilliertem Wasser

Farben mit Kresylviolett (0,2 % Kresylviolett in 0,1 M Acetatpuffer; pH-Wert 3,5) fur
30 Sekunden

7. Waschen in destilliertem Wasser

8. Farben mit Eosin fiir 15 Sekunden

o o~ w D E

9. Waschen in destilliertem Wasser

10. Dehydratation in aufsteigender Ethanolreihe (70 %, 80 %, 96 %, 100 %)
11. Fixierung in Rotihistol fir 3 Minuten

12. Eindeckeln der Schnitte mit dem Einschlussmittel Vitro-Clud.

2.5.2 Immunhistochemie mit von Willebrand Faktor (VWF)

Der vVWF st ein auf Endothelzellen exprimiertes Glykoprotein. Die entparaffinierten
Retinaschnitte wurden nach dem Protokoll des Herstellers (LSAB 2 System-HRP, Dako
Hamburg) weiterbehandelt. Als primérer Antikorper gegen VWF wurde ein gebrauchsfertiger
polyklonaler, anti-humaner Antikdrper aus dem Kaninchen (Dako) und als
Substratchromogen 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) verwendet. Die Schnitte wurden in

Glycerin eingeschlossen und Gber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet (Abbildung 5B).
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Abbildung 5: Einwochige Retinakdrperchen (Paraffinschnitte). (A) Hamatoxylin-Eosin-Nissl- und (B) von
Willebrand Faktor (vVWF)-Farbung. ONL = &uRere Kdrnerschicht, INL = innere Kdrnerschicht, GCL = retinale
Ganglienzellschicht.

2.5.3 Fluoreszenz-Farbungen

Die Retinaschnitte wurden wie beschrieben deparaffiniert, in der absteigenden Ethanolreihe
(100 %, 96 %, 80 %, 70 %) rehydriert, zweifach in Tris-Puffer gewaschen und die
Bindungsstellen eine Stunde in einer Losung aus PBS mit 3 % Eselserum und 0,1 %Triton-X
geblockt. Die Inkubation des primaren, beziehungsweise sekundaren Antikorpers erfolgte in
der Blockierungslosung bei 4 °C. Mehrfache Waschschritte mit Tris-gepufferter Salzlésung
(TBS) wurden dazwischen durchgefihrt.

Um vaskuldre Strukturen darzustellen wurden der primare anti-vWF-Antikorper
(gebrauchsfertig, Dako) und der sekundare Antikdrper Alexa 488 in einer Verdinnung von
1:500 verwendet.

EdU  (5-Ethynyl-2’-Deoxyuridin)  und  BrdU  (5-Bromo-2’-Deoxyuridin)  sind
Thymidinanaloga, die im Rahmen der DNA- Synthese in Zellkerne eingebaut werden. EdU
wurde wéhrend des gesamten Kultivierungszeitraums taglich und BrdU am 5. und 6.
Kultivierungstag mit dem Mediumwechsel ersetzt, beide in einer Konzentration von 10 uM.
Mit EdU markierte Zellen wurden nach den Angaben des Herstellers visualisiert (Click-iT™
EdU Imaging Kit), Rinderserumalbumin wurde durch 3% Eselserum ersetzt. Fur die BrdU-
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Farbung musste das Retinagewebe zunéchst bei 37 °C in 2 N Salzséure fur 20 Minuten
denaturiert werden. Anschliefend wurden die Schnitte in 0,1 M Boratpuffer gespult und in
TBS gewaschen. Der primére Anti-BrdU-Antikdérper (1:500) und sekundare Antikorper
(RhodRedX, 1:250) wurden in einer Blockierungslésung bestehend aus TBS mit 0,1 % Triton

X-100 und 3 % Eselserum verdinnt.

Um geschadigte Kerne darzustellen, wendeten wir die TUNEL-Farbung (Terminale-
Desoxynukleotidyl-Transferase-vermitteltes dUTP-Biotin ,,nick end labeling”) nach den

Angaben des Herstellers an (In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein, Roche).

Den immunhistochemischen Féarbungen schloss sich stets eine Gegenfarbung mit DAPI (4',6-
Diamidino-2-Phenylindol) an, um die Kerne der GCL darzustellen. DAPI ist ein blauer
Fluoreszenzfarbstoff, der an Adenosin/ Thymidin-Regionen von Desoxyribonukleinséure
(DNS) bindet. Die Fluoreszenzschnitte wurden in Immu-Mount (Thermo Scientific) oder

ProLong® Gold mit DAPI (Invitrogen) eingedeckelt.

Es folgt ein Protokoll fur eine Mehrfachfarbung aus vWF, den Thymidinanaloga BrdU und
EdU, sowie DAPI-Kerndarstellung. Die Blockierungsldsung fir die Antikdrperinkubation

setzt sich aus TBS mit 3 % Ziegenserum und 0,3 % Triton X 100 zusammen.

VWEF- BrdU- EdU- DAPI- Farbung:

1. Entfernung des Paraffins in Rotihistol fir 10 Minuten

2. Hydrierung in der absteigenden Ethanolreihe (100 %, 96 %, 80 %, 70 %), jeweils 2-
3 Minuten

zweimaliges Waschen in TBS, jeweils 5 Minuten

EdU-Farbung nach Angaben des Herstellers

dreimaliges Waschen in TBS, jeweils 5 Minuten

BrdU-Farbung

dreimaliges Waschen in TBS, jeweils 5 Minuten

VWEF-Farbung nach Angaben des Hersteller fiir 15 Minuten

© © N o 0o~ w

dreimaliges Waschen in TBS, jeweils 5 Minuten

10. sekundéarer Antikorper Alexa 488 (Ziege - anti Kaninchen, 1: 500) fur 45 Minuten in
Blockierungslésung

11. dreimaliges Waschen in TBS, jeweils 5 Minuten

12. Eindeckeln.
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2.6 Schadensquantifizierung

Um die GCL optimal darzustellen, wurde ein Schnitt aus dem Zentrum des Retinakdrperchens
gewadhlt. Die gefarbten Schnitte wurden digital photographiert (100- 400fache VergroRerung)

und die Gruppen verblindet.

Die Auswertung VWF'- GefaBstrukturen im gesamten Retinakérperchen erfolgte anhand
folgender Parameter: (a) GeféaRRlangsschnitte, (b) Querschnitte, (c) Verzweigungen, sowie (d)
Vorhandensein eines Gefalllumens (siehe Abbildung 7A, 8B). Die Daten wurden in Bezug zur
Gesamtflache des jeweiligen Retinaschnittes gesetzt. Die Flachenbestimmung erfolgte

mithilfe des Programms SigmaScan Pro 5.0 (Statcon, Witzenhausen, Germany).

TUNEL-, EdU-, oder BrdU- markierte Kerne wurden in der GCL gezahlt und in Bezug zu
allen Kernen dieser Schicht gesetzt (visualisiert durch eine DAPI-DNS-Gegenfarbung).
VWEF'- GefaRstrukturen wurden ausgewertet, in dem der ihnen zugehérige DAPI*-Zellkern
gezéhlt wurde (siehe Abbildung 7B, 8A).

Fur die H&matoxylin-Eosin-Nissl-Farbung  wurden  kernmorphologische  Kriterien
angewendet: (a) vitale, (b) pyknotische, (c) geschwollene und (d) fragmentierte Zellkerne
(Rzeczinski et al., 2006; Ruscher et al., 2007; siehe Abbildung 12C).

Es wurden ungefahr 100 - 130 Zellen innerhalb der GCL pro Schnitt und circa 10 Schnitte pro
Behandlungsgruppe bewertet. Neuroprotektionsexperimente mit EPO wurden dreifach
durchgefihrt, d.h. ungefdhr 31200 Zellen in der GCL ausgewertet. Experimente zur
GefalBmorphologie, Angioproliferation und Apoptose der GefaRstrukturen wurden zweifach
wiederholt. Simvastatinstudien wurden zweifach durchgefuhrt. Alle Experimente erfolgten
jeweils mit vier Ratten, das entspricht zwei Retinas pro Kulturgruppe (siehe Abbildung 4).

Die Daten der Experimente wurden zur statistischen Analyse zusammengefasst.

2.7 Angewandte statistische Verfahren

Alle Daten werden als Streudiagramm mit Mittelwerten = 95% Konfidenzintervall (rote
Linien in den Graphiken) dargestellt. Jedes Dreieck reprasentiert einen Paraffinschnitt eines

Retinakorperchens.

Um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen herauszufinden, wurde paarweise
mehrfach getestet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant gewertet. Eine zweifaktorielle

Varianzanalyse und nachfolgend ein Post-hoc-Test (Tukey-Test, Duncan-Test) wurden
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angewandt, um  signifikante

Interaktionen

zwischen  EPO-Behandlung  und

Glutamatexposition zu ermitteln, oder um signifikante Interaktionen einer Kurz- bzw.

Langzeitbehandlung mit Simvastatin zu finden.

Verschiedene p-Werte fur die Unterschiede zwischen den Gruppen werden in den

Abbildungen angezeigt.

2.8 Materialien

Antikorper und Seren

anti-BrdU-Antikdrper, aus der Ratte
anti-humaner von-Willebrand-Faktor Antikorper,
aus dem Kaninchen

anti-Kaninchen Alexa 488, hergestellt im Esel
anti-Kaninchen Alexa 594, hergestellt im Esel
anti-Kaninchen RhodRedX, hergestellt im Esel

biotinylierter anti-Kaninchen-1gG, hergestellt im
Esel

biotinylierter anti-Meerschweinchen-1gG, aus dem
Esel

BrdU (5-Bromo-2’-Deoxyuridin)

Eselserum (Normal Donkey Serum)

Sytox Green

Ziegenserum (Normal Goat Serum)

Kits
Click-iT™ EdU Imaging Kit
LSAB2-System HRP

TUNEL In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein

Zellkulturmedien

B27-Supplement

D-Glukose

DMEM

HEPES

Kalberserum, fotales

L-Glutamin

Minimum Essential Medium Earle (MEM Earle)
Penicillin/ Streptomycin

Phosphate buffered saline ohne Ca?*/Mg?*

Chemikalien und Reagenzien
2-Propanol
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Harlan Sera Lab, Indianapolis, IN
Dako, Hamburg

Molecular Probes, Invitrogen
Molecular Probes, Invitrogen

Jackson ImmunoResearch, West Grove,
PA
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Dianova, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe
Dianova, Hamburg

Invitrogen, Carlsbad, CA
Dako, Hamburg
Roche Applied Science, Mannheim

Life Technologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Ammoniak
Aquatex (Einschlussmittel)

DAPI (4,6-Diaminidino-2-Phenylindol)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
EosinY 1 %

Erythropoietin, humanrekombinant

Essigsédure

Ethanol

Formaldehyd

Gill N1 Hamatoxylin
Glutamat

ImmuMount

Isofluran
Kresylviolett-Acetat
Natriumhydrogencarbonat
ProLong® Gold mit DAPI
Rotihistol

Simvastatin

Tris-Puffer

Triton X-100

Vitro-Clud (Einschlussmittel)
Wasserstoffperoxid

Gerate

Digitalkamera
Fluoreszenzmikroskop
Inkubator

Lichtmikroskop (Histologie)
Lichtmikroskop (Préparation)
Mikrotom

Sterilwerkbank
Walzvorrichtung

Zentrifuge

Sonstige Materialien
AL Deckglaser 21 x 26 mm
Laborflaschen, 25 ml

Menzel-Deckgléser 24 x 2,6 mm

Paraffin

Paraffin-Einbettform
Pinzetten

Super Frost Plus Objekttrager

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck Millipore, Darmstadt
Molecular Probes, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
ICN, Eschwege

Hoechst AG, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Carlsbad, CA
Roth, Karlsruhe

Godecke AG, Freiburg

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
R. Langenbrick GmbH, Emmendingen
Roche Applied Science, Mannheim

Eclipse E2000, Nikon, Japan

Leica, Heerbrueg, Schweiz
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Nikon, Japan

Leica Zoom 2000, Leitz, Wetzlar
Leica, Bensheim

Nuaire, Plymouth, MM, USA
Med.-technische Labore der Charité
Berlin

Biofuge pico, Heraeus, Hanau

AL
VWR International GmbH, Darmstadt

Paraplast Plus, Sigma, Deisenhofen
Electron Microscopical Science, Miinchen
Electron Microscopical Science, Miinchen
R. Langenbrinck Emmendingen
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3. ERGEBNISSE

Erythropoietin und Simvastatin wurden in Dosis-Wirkungsstudien hinsichtlich ihrer
neuroprotektiven Effekte gegen Glutamatexzitotoxizitdt in der Ganglienzellschicht
organotypischer Retinakulturen untersucht. Die Testung von Simvastatin erfolgte vor und mit
Glutamatschadigung. Die vaskuldren Strukturen der Retinakérperchen wurden charakterisiert
und die Wirkung von EPO auf diese beobachtet.

3.1 Erythropoietin ist neuroprotektiv im organotypischen Retinakulturmodell

Die organotypischen Retinakulturen wurden eine Woche kontinuierlich mit EPO (1 - 25
U/ml), entsprechend der Beschreibung im Methodenteil, vorbehandelt. Am 6.
Kultivierungstag erfolgte eine Schadigung mit 5 mM Glutamat. Apoptotische Kerne wurden
durch eine TUNEL- Farbung visualisiert und ins Verhaltnis zu allen DAPI*- Kernen der
Ganglienzellschicht gesetzt. Die Anzahl der TUNEL"- Zellen reduzierte sich signifikant und
dosisabhéngig durch eine Vorbehandlung mit EPO im Vergleich zur reinen Glutamatgruppe
(Glutamatgruppe versus EPO 1, 10, 25 U/ml in Mittelwert + Standardabweichung = 32,4 +
14,7 % vs. *20,8 + 9,7%; *9,8 + 3,7 %; *6,1 + 3,2% TUNEL'- Zellen, Anzahl (n) der
Retinakorperchen = 23-29, *p < 0,001 gegentber Glutamat).

Der basale Schaden ohne Glutamatexposition war in Kontrollen und EPO-Gruppen
vergleichbar gering (5-6 %). Der neuroprotektive Effekt von Erythropoietin kam erst nach
einer Schadenssetzung durch das Exzitotoxin Glutamat zum Ausdruck und erreichte sein
Maximum bei 25 U/ml EPO (Abbildung 6).
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Abbildung 6: EPO ist neuroprotektiv gegen Glutamatschaden. (A) Kontinuierliche EPO-Behandlung schiitzt
die GCL in organotypischen Retinakulturen dosisabhangig gegen Glutamatexzitotoxizitat. Angabe in Mittelwert
+ 95% Konfidenzintervall (rote Linien). Jedes Dreieck stellt ein Retinakdrperchen dar. Eckige Klammern geben
einen signifikanten Unterschied zwischen zwei Gruppen an, ein * einen zur korrespondierenden Kultur ohne
Glutamatbehandlung (*p < 0,01); n =23-29. N.s.=nicht signifikant. (B) Zytoarchitektur der
Retinakdrperchen in der HE- Nissl- Farbung, 200fache VergroRerung. Glut = Glutamat. (C) Apoptotische
Zellen in der TUNEL- und DAPI-Kern-Farbung, 100fache VergroRerung. ONL = &uBere Kornerschicht,
INL = innere Kdrnerschicht, GCL= Ganglienzellschicht. Behandlungsgruppen in der Abbildung angegeben.
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3.2 Vaskulare Strukturen im organotypischen Kulturmodell

Vaskulére Strukturen der Retinakérperchen wurden mit von Willebrand Faktor (VWF), einem
auf Endothelzellen exprimierten Glykoprotein, immunhistochemisch angeféarbt. In
einwdchigen Kulturen waren Gefalstrukturen vor allem im Zentrum des Retinakdrperchens,
d.h. tiberwiegend in der GCL anzufinden. Die Quantitdt VWF'-Strukturen nahm von der
ersten bis zur zweiten Woche stark ab. Nach 14 Kultivierungstagen waren nur noch wenig
vaskulare Strukturen vorhanden, die vor allem in der Ganglienzellschicht lokalisiert waren.
Eine kontinuierliche EPO-Behandlung fiihrte zu einer Zunahme der GefaRstrukturen (siehe
Kapitel 3.3). Um die vaskuldre Dynamik weiter zu charakterisieren, wurden den Kulturen
zwei Thymidinanaloga zugesetzt (Kapitel 3.4). Die Vitalitdt einwdchiger vaskuldrer
Strukturen wurde mithilfe der TUNEL-vWF-Farbung untersucht (siehe Kapitel 3.5).

3.3 Erythropoietin erhéalt Gefalde in der organotypischen Retinakultur

Eine Woche mit EPO kultivierte Retinakorperchen zeigten mehr VWF*- GefaBstrukturen als
ihre unbehandelten Kontrollen. Evaluiert wurden zum einen der Anteil VWF"- Strukturen in
der Ganglienzellschicht bezogen auf alle in dieser Schicht vorhandenen DAPI*- Kerne
(Abbildung 7B, 8A) und zum anderen gefédmorphologische Parameter innerhalb eines

gesamten Retinakdrperchens bezogen auf seine Flache (Abbildung 7A, 8B).

In Abbildung 8A ist der signifikante 1,8-fache Anstieg der VWF'- Strukturen nach
Vorbehandlung mit 25 U/ml EPO dargestellt (F(1139)=7,6; p <0,001, 25 U/ml EPO vs.
Kontrolle). Glutamat hatte keinen Einfluss auf die Gesamtzahl der vWF'- Strukturen
(F139) = 0,233; p = 0,63).

Abbildung 8B zeigt die Auswertung von gefaBmorphologischen Parametern, wie Quer- und
Langsschnitte, Geféllverzweigungen und sichtbarem Gefallumen. Die Quantitat der
GeféaBparameter nahm signifikant und dosisabhéngig in mit 10 und 25 U/ml EPO behandelten
Gruppen im Vergleich zu 1 U/ml EPO zu (*p < 0,05, einfaktorielle Varianzanalyse, Tukey
Post-hoc-Test).
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Abbildung 7: Vaskulare Strukturen nach 7 Kultivierungstagen. (A) VWF-Substratchromogen-Farbung mit
Darstellung der GefaBmorphologie. ONL = &uBere Koérnerschicht, INL = innere Kdrnerschicht, IPL = innere
plexiforme Schicht, OPL = &uRere plexiforme Schicht, GCL = retinale Ganglienzellschicht, gs = Querschnitte,
Is = Langsschnitte, zw = Zweige, lu = sichtbares Lumen, *innere Kavitat. 100fache VergrofRerung. (B)
Fluoreszenzfarbung mit Veranschaulichung Gefél-assoziierter Strukturen. Die Endothelzellen wurden mit VWF
visualisiert und ihrem DAPI*-Kern zugeordnet (vWF™ DAP1"-Zellen). Die rechte Spalte stellt eine VergréRerung
des Ausschnittes (weiler Rahmen) dar, in der Mitte wird eine Ubereinanderlagerung der vWF- und DAPI-

Farbung gezeigt.
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Abbildung 8: Gefalevaluation nach 7 Kultivierungstagen. (A) Auswertung nach zellularen Parametern in der
Ganglienzellschicht. Eine kontinuierliche EPO-Behandlung erhéhte den Anteil vWF*-Strukturen an allen
DAPI*-Zellen dieser Schicht. Eine Dosis von 25 U/ml EPO filhrte zu einem signifikanten Unterschied im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. (B) Auswertung nach morphologischen Kriterien bezogen auf die
Gesamtflache der Retinakdrperchen. EPO zeigte einen dosisabhangigen Effekt auf die Gefalgestalt, wobei eine
Konzentration von 10-25 U/ml insbesondere mehr L&ngsschnitte, Verzweigungen und sichtbares Lumen
bewirkte. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) werden gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (*) und der
1 U/ml EPO (#) dargestellt. N.s. = nicht signifikant. N = 8 - 11 RB aus 2 Experimenten.
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3.4 Erythropoietin fordert GefaR-assoziierte Zellproliferationen

Eine Behandlung mit EPO fuhrte zu einer Zunahme der GefalRquantitat in der GCL. Weitere
Experimente sollten helfen herauszufinden, ob dies auf Erythropoietins proangiogenetische

oder zytoprotektive Wirkung auf Endothelzellen zuriickzufiihren ist.

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Thymidinanaloga zu den Kulturen gegeben, die im
Rahmen der DNS-Synthese in Zellkerne eingebaut werden. Die Applikation von EdU erfolgte
kontinuierlich von Beginn an und die von BrdU am 5. und 6. Kultivierungstag (Abbildung 9).
Proliferierte vaskulare Strukturen innerhalb der gesamten Kultivierungszeit (VWF* EdU™) und
in einem reifen Retinakdrperchen (VWF BrdU™) wurden in Relation zur Gesamtheit der

Gefélstrukturen, sowie aller Zellkerne in der GCL gesetzt.

Es zeigte sich zunédchst eine allgemeine Stimulation der DNS-Synthese in der
Ganglienzellschicht durch EPO, dargestellt durch EdU*- Zellen (Kontrollgruppe versus EPO
1, 10, 25 U/ml in Mittelwert = Standardabweichung = 12,7+£45% vs. *17,4+ 47,
*17,9+4,4; *20,9+8,8% EdU’- Zellen, n=27-32, *p<0,05 gegeniiber Vehikel). Eine
Glutamatexposition hatte keinen signifikanten Einfluss auf die gesamte Proliferation
(Fa2220=0,4; p=0,42).

Nach einwdchiger EPO - Behandlung reichte der proliferierte Anteil der Gefél3e in der GCL
von 37 bis 53 % (Kontrolle versus 10 U/ml EPO), d.h. EPO fiihrte zu keiner signifikanten
Erhéhung (EdU* VWF"/ VWF*- Zellen, zweifaktorielle Varianzanalyse F g = 2,4; p < 0,08;
Teststarke (, = 0,05) = 0,34; Abbildungen 9 und 10).

Gemessen an allen Zellen der retinalen Ganglienzellschicht (DAPIY) zeigte sich nach
einwdchiger Kultivierung mit 10 U/ml EPO eine Verdopplung der GeféaR-assoziierten
Proliferationen (EdU* vVWF"- Zellen) von 5 auf 10% im Vergleich zur Kontrollgruppe (F (182
=3,6; p=0,017). Glutamat hatte wiederum keinen Einfluss auf die Angioproliferation
(Fas2) = 1; p =0,31; Teststarke (=005 = 0,05; Abbildungen 9 links unten und 10 zweite und
letzte Spalte).

Genaueren Einblick in die Proliferationsdynamik der Gefalle in der GCL zum Ende der
Kultivierung ermdglichte die Auswertung der BrdU-Inkorporation (ab dem 5.
Kultivierungstag): Der proliferierte Anteil der GefiBe (BrdU* vWF") betrug ungefahr die
Halfte der Proliferation der gesamten einwdchigen Kulturzeit (EdU* vWF'; Abbildung 9 erste

Reihe). Zum Ende der Kultivierungszeit nahm also die Proliferationsdynamik der GefaR-
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assoziierten Zellen zu. Eine Dosis von 10 U/ml EPO hatte wiederum die grofte Wirkung
(Fas2) = 3,8; p = 0,014; Abbildung 9 erste Reihe). Auch auf die DNS-Synthese der vaskuléren
Strukturen im reifen Retinakdrperchen hatte Glutamat keinen wesentlichen Effekt
(Fas2) = 2,7, p=0,1; Teststarke (= 0,05) = 0,24; Abbildungen 9 zweite Reihe rechts und 10).

Der Anteil proliferierter GefalRe der GCL im reifen Retinakorperchen (BrdU*™ vWF' / DAPIY)
erreichte nach Vorbehandlung mit 10 U/ml EPO einen signifikanten Anstieg von 2,5 auf
6,4 % (F182 = 4,5; p = 0,006; Abbildungen 9 zweite Reihe rechts und 10 dritte Spalte).
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Abbildung 9: EPO fordert die Proliferation von vaskularen Strukturen in der GCL. Erste Reihe links: Anteil
proliferierter GefaBstrukturen (EdU*vWF™- Zellen) an allen GefaBen (VWF'- Zellen) in der GCL. Die
10 U/ml EPO- Gruppe zeigte den grofiten Effekt, der allerdings nicht signifikant im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen ausfiel. Erste Reihe rechts: Die Proliferationsdynamik der vaskuléren Strukturen
nahm ab dem 5. Kultivierungstag zu (BrdU™ vWF™). In der 10 U/ml EPO- Gruppe wiesen GefaBstrukturen
signifikant mehr assoziierte Proliferationen auf als die 1 U/ml EPO- Kultur bzw. Kontrollen. Zweite Reihe links:
Proliferierte GefaBe der Ganglienzellschicht wéhrend der gesamten einwdchigen Kultivierungszeit. In den
Kontrollen lag der Anteil GefaB-assoziierter Proliferationen an allen (DAPI*-) Zellen der GCL bei ca. 5 %. Eine
Behandlung mit 10 U/ml EPO verdoppelte sie auf ca. 10 %. Zweite Reihe rechts: Wahrend der letzten
Kultivierungstage kam es nach einer EPO- Behandlung mit 10 U/ml zu einem signifikanten Anstieg GefaR-

assoziierter Proliferationen in der GCL im Vergleich zur Kontrolle. N.s. = nicht signifikant.
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Glutamat +
10 U Epo
Glutamat +
25 U Epo

Abbildung 10: EPO fordert die Gefal-assoziierte Zellproliferation in der GCL. Immunhistochemie der

Retinakdérperchen, die mit EPO * Glutamat, sowie den Thymidinanaloga BrdU (am 5. und 6. Kultivierungstag)
und EdU (gesamter Kultivierungszeitraum) behandelt wurden. Behandlungsgruppen in der Abbildung

angegeben. 100fache VergroRerung reprasentativer Retinakdrperchen.
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3.5 EPO ist vasoprotektiv gegen Glutamatexzitotoxizitat

Apoptotische Geféalstrukturen in der GCL wurden mit einer Dreifachfarbung, bestehend aus
VWF, TUNEL und DAPI, dargestellt und die Anzahl geschadigter Gefélie ins Verhaltnis zu
allen in der GCL befindlichen VWF'- Strukturen gesetzt. GefaRstrukturen unbehandelter,
einwdchiger Retinakérperchen wiesen eine 28 %-ige TUNEL-Positivitat auf (Abbildung 11A-
B), die sich durch eine Behandlung mit EPO (10 und 25 U/ml) signifikant reduzierte
(Fa.139) = 35,4; p <0,001). Nach einer Glutamatexposition stieg die Anzahl VWF" TUNEL"-
Zellen allerdings auf das Zweifache der unbehandelten Gruppe an (F,139) = 456; p = 0,001).
Durch eine EPO-Vorbehandlung wurde der Anstieg apoptotischer Gefalistrukturen nach
Glutamat-induzierter Schadigung dosisabhangig (25 > 10 >1 U/ml) wieder aufgehoben. Dies
l&sst auf einen angioprotektiven Effekt durch EPO schlielen (F1,139) = 6,8; p < 0,001), der in
der Dosis von 25 U/ml am starksten ausfiel. Die Anzahl apoptotischer GefélRe war in dieser
Dosis mit der unbehandelten Kontrolle vergleichbar (Abbildung 11).

31



Glutamat

Glutamat +
25 U/ml EPO

Neuroprotektion und Gefdmodulation in einem organotypischen Kulturmodell der Retina

n.s.
3k p < 0,001
L |
§ 0.751 p < 0,001 g %k p=0,001
3 [ —— A f—_:[:'—i
N A
i
< 0.501 A A
> A i .
+ ﬁ g A §
4 2 4 4
> 0.251 _§_ ol
g T4+
i A
= § . a
= g i
Glutamat - e . -+ o+ o+ o+
EPO [UmI] - 1 10 25 - 1 10 25

Kontro"e..
o EPO..

Abbildung 11: EPO erhélt Gefalstrukturen in Kultur und wirkt angioprotektiv gegen Glutamatschadigung.
(A) Kontinuierlich mit 10 und 25 U/ml EPO kultivierte RBs wiesen weniger apoptotische GefafRstrukturen auf als
unbehandelte Kontrollen. Endothelzellen, die am 6. Kultivierungstag mit Glutamat geschadigt wurden, waren
durch eine EPO-Vorbehandlung (1 - 25 U/ml) dosisabhangig vor Apoptose geschiitzt. Ein * zeigt einen

signifikanten Unterschied zur korrespondierenden Kultur ohne Glutamatbehandlung an (*p < 0,01). (B)

Geschadigte Geféalle wurden mit einer VWF-TUNEL-DAPI- Farbung dargestellt (100fache VergréRerung).

32



Neuroprotektion und Gefalmodulation in einem organotypischen Kulturmodell der Retina

3.6 Simvastatin schitzt dosisabhangig vor Glutamat

Rzeczinski und Kollegen konnten nach Etablierung des organotypischen Retinakulturmodells
der adulten Ratte bereits zeigen, dass eine Vorbehandlung mit Simvastatin nach dem 2. bzw.
3. Kultivierungstag in einer Dosis von 0,1 uM die Glutamat-induzierte Schéadigung in der
GCL reduziert (Stefan Rzeczinski ,Etablierung und Charakterisierung eines neuen
organotypischen Retina-Kulturmodells der adulten Ratte”, Dissertation 2007). In den
nachfolgenden Experimenten wurde Simvastatin auf seine protektiven Effekte im Rahmen

einer Langzeit- und einer Kurzzeitbehandlung gepruft.

Fur die Langzeitbehandlung erhielten die Retinakorperchen zundchst ab dem 2.
Kultivierungstag eine viertdgige Vorbehandlung mit Simvastatin (0,1 - 100 uM). Eine
Behandlung mit 100 uM Simvastatin erwies sich als toxisch (7,8 £ 2,3% vs. 2,8 £+ 2,1 %
TUNEL'- Zellen in der unbehandelten Kontrolle, Werte + Standardabweichung, p < 0,001; T-
test). Die Zahl TUNEL"- Zellen in den anderen Simvastatingruppen war vergleichbar gering
wie in den unbehandelten Kontrollen (Daten nicht gezeigt). Nach Glutamatschadigung am 6.
Kultivierungstag zeigte sich durch eine Simvastatinvorbehandlung in einer Dosis von 0,1 bis
10 uM eine signifikante und dosisabhangige Reduktion apoptotischer Zellen in der
Ganglienzellschicht, wobei eine Konzentration von 0,1 uM wiederum am wirksamsten war
(10,2 + 49% vs. 28,1 + 6,3% TUNEL'- Zellen in der Glutamatkontrolle, p < 0,001;
Abbildung 12A,C).

Diese Dosis testeten wir auf ihre neuroprotektive Wirkung im Rahmen einer Ko-Applikation
mit Glutamat (Kurzzeitbehandlung). Interessanterweise erwies sich diese akute Behandlung
als vergleichbar protektiv gegen Glutamatschaden wie die chronische (11,5 + 6,4 % vs. 10,2 +
4,9 % TUNEL"- Zellen in der GCL, Akutbehandlung versus Langzeitbehandlung, Abbildung
12B).

Kulturen, die mit einer in unseren Experimenten per se toxischen Dosis von 100 uM
Simvastatin behandelt worden waren, erlitten durch eine Glutamatexposition noch eine
zusétzliche Schéadigung: Abbildung 12C (rechts unten: Glutamat und 100 uM Simvastatin)
zeigt eine starke Beeintrachtigung der GCL und auch der &uferen Zellschichten der
Retinakorperchen, die in diesem AusmafR in 100 uM Simvastatin-Kulturen ohne Glutamat

nicht beobachtet wurde (letztere Gruppe ist nicht abgebildet).
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Abbildung 12: Neuroprotektion durch Simvastatin. (A) Eine 24-stiindige Glutamatbehandlung (5 mM) flhrte
zu einer deutlichen Schadigung in der Ganglienzellschicht. Simvastatin verringerte dosisabhéngig den
Glutamat-induzierten Schaden. Die Graphik fasst die Ergebnisse aus zwei unabhé&ngigen Experimenten mit
jeweils 4-6 Ratten zusammen. Angabe in Prozent. (B) Vergleich der neuroprotektiven Wirkung von 0,1 uM
Simvastatin nach einer Vorbehandlung ab dem 2. Kultivierungstag (days in vitro, DIV) und nach einer Ko-

Applikation mit Glutamat an DIV 6. Angabe in Prozent. (C) Représentative Schnitte einwdchiger Kulturen in der

34



Neuroprotektion und Gefalmodulation in einem organotypischen Kulturmodell der Retina

Hamatoxylin-Eosin-Nissl-Farbung veranschaulichen die Zytoarchitektur und Kernmorphologie der
organotypischen Retinakulturen. Alle Behandlungsgruppen wurden mit Simvastatin ab DIV 2 vorbehandelt,
Dosis wie in der Abbildung angegeben. Apoptotische Kerne stellen sich in der H&matoxylin-Eosin-Nissl-
Farbung fragmentiert (weiBer Pfeil) oder pyknotisch (weiBe Pfeilspitze) infolge einer irreversiblen
Chromatinkondensation, sowie geschwollen (rote Pfeilspitze) als Zeichen eines Ungleichgewichtes in der
lonenhomdostase, dar. Vitale Kerne (schwarzer Pfeil) sind dagegen gut abzugrenzen. Der protektive Effekt von
0,1 uM Simvastatin gegeniiber einer Glutamatschadigung wurde sowohl an der Zahl vitaler Kerne in der GCL,
als auch an der erhaltenen Integritdt der Zellschichten der Retina (&ufere, innere Kdorner- und
Ganglienzellschicht) deutlich. Die mikroskopische Abbildung Iasst auch einen Schutz der ONL und INL mit den
ganz aullen befindlichen Photorezeptoren in der 0,1 uM Simvastatin-Gruppe erkennen. Glut. = Glutamat, Simva
=Simvastatin, chron. = chronisch, n.s. =nicht signifikant, ONL = &uBere Kornerschicht, INL = innere

Kdrnerschicht, GCL = Ganglienzellschicht.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden zwei potenzielle Neuroprotektiva, Erythropoietin
und Simvastatin, auf ihre Wirkung gegen Glutamatexzitotoxizitat in einem organotypischen
Kulturmodell der Retina untersucht. AuBerdem wurden Erythropoietins Effekte auf vaskulére
Strukturen geprift. Die Ergebnisse der in der Einleitung formulierten Fragestellungen werden

zu Beginn dieses Kapitels im Kern kurz zusammengefasst.

1. Erythropoietin (1 - 25 U/ml) ist dosisabhangig neuroprotektiv gegen Glutamat-induzierte

Exzitotoxizitat in der retinalen GCL.

2. Vaskulare Strukturen werden durch EPO geschitzt: EPO hat antiapoptotische und
angioproliferative Effekte auf Gefastrukturen und schitzt sie (indirekt) durch eine

Vorbehandlung vor Glutamatschaden.

3. Simvastatin (0,1 - 10 uM) ist dosisabhdngig neuroprotektiv gegen eine Glutamat-
induzierte Schadigung der retinalen GCL, sowohl im Rahmen einer Pré-/ als auch Ko-

Applikation mit Glutamat.

Nachfolgend werden die Ergebnisse diskutiert.

4.1 Glutamatexzitotoxizitat und retinale Ganglienzellen

Glutamatexzitotoxizitat ist eine pathologische Uberaktivierung wvon exzitatorischen
Glutamatrezeptoren und wird durch ionotropische Glutamatrezeptoren, inklusive N-Methyl-
D-Aspartat (NMDA) - und nicht- NMDA-Rezeptoren vermittelt (Dirnagl et al., 1999; Nehls,
et al., 1989). Es wird weithin angenommen, das Glutamatexzitotoxizitdt ein
Schadensmechanismus neurodegenerativer und ischdmischer Erkrankungen der Retina ist,
zum Untergang der retinalen Ganglienzellen fuhrt (Dreyer et al., 1996; Lipton, 2001; Naskar
and Dreyer, 2001; Osborne et al., 1999; Osborne et al., 2004) und auBerdem eine Rolle bei
neurodegenerativen Erkrankungen, wie Schlaganfall (Dirnagl et al., 1999), Morbus Parkinson

(Sonsalla et al., 1998) oder Huntington Erkrankung (Sieradzan et al., 2001) spielt.

Zahlreiche Experimente mit primaren Ganglienzell- oder Retinakulturen zeigten eine
Glutamat-induzierte Schadigung der retinalen GCL (Ritch, 2000; Wax und Tezel, 2002). Es

gibt aber auch kontrdare Ansichten. Hama und Kollegen stellten in Frage, ob und in welchem
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Ausmald retinale Ganglienzellen vulnerabel gegeniiber Glutamat und NMDA sind (Hama et
al.,, 2008). Ullian und Mitarbeiter zeigten, das isolierte retinale Ganglienzellen oder
Mischkulturen auch durch hohe Glutamat-, oder NMDA-Konzentrationen (0,5 mM versus
0,5 - 10 mM) nicht geschéadigt werden konnten (Ullian et al., 2004).

Dagegen wendeten Duncan und Kollegen fur Neuroprotektionsstudien mit einwdchigen
organotypischen Retinakulturen der adulten Maus Glutamatkonzentrationen im millimolar-
Bereich (0,1 mM) Uber 24h an. Unsere Arbeitsgruppe verwendete ebenfalls eine
Glutamatdosis im millimolar-Bereich, um eine ausreichende Schéadigung in der

Ganglienzellschicht zu verursachen.

Rzeczinski et al. stellten 2006 das organotypische Kulturmodell der Retina vor, in dem
neuroprotektive Studien an Glutamatexzitotoxizitat durchgefuhrt werden kénnen. Einwdchige
Retinakorperchen weisen per se kaum geschéadigte Zellen auf, obwohl die Retina bei der
Praparation vom Nervus opticus getrennt und in 1 mm? groRe Fragmente geteilt wurde. Durch
eine 24-stiindige Behandlung mit 0,5 mM Glutamat zeigte sich bereits ein signifikanter
Schaden in der GCL (17,0 + 6,7 % TUNEL" - Zellen), der allerdings nicht hoch genug ausfiel,
um den Effekt neuroprotektiver Substanzen testen zu kdénnen. Erst eine Dosis von 5 mM
Glutamat fuhrte zu einer robusten Schadigung von tber einem Drittel der Zellen in der GCL
(Rzeczinski et al., 2006, Ruscher et al. 2007).

Unserer Meinung nach gibt es hierzu folgende Erklarungsansétze: Die im Zentrum der
Retinakorperchen liegende GCL erreicht mutmaRlich eine geringere Glutamatkonzentration
als die auBen liegende Kdérnerschicht durch den Konzentrationsgradienten von aufen nach
innen. ONL und INL werden daher durch die hohe Glutamatkonzentration stérker geschadigt
(neuroprotektive Effekte auf die INL wurden nicht quantifiziert, konnten jedoch in der
histologischen Betrachtung beobachtet werden). AuRerdem wird ein Grof3teil des Glutamats
Uber Glutamattransporter der Astrozyten und Miullerglia aus dem extrazellularen Raum
metabolisiert. Bei der Metabolisation und Entfernung von Neurotransmittern in der Retina
haben Gliazellen eine wichtige Aufgabe, indem sie Glutamat Uber Glutamat-Aspartat-
Transporter aufnehmen und zum Antioxidanz Glutathion umwandeln. Gliazellen wirken so
u.a. Glutamatexzitotoxizitdt durch Aufnahme von Glutamat und oxidativem Stress durch
Synthese von Glutathion entgegen (Derouiche et al., 1995; Matsui et al., 1999; Harada et al.,
2007 und 1998; Bringmann, et al., 2009 und 2001).
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Fur die Schadensauswertung wurde auf die retinale Ganglienzellschicht fokussiert, da diese
fir das Verstdndnis der Pathophysiologie degenerativer Retinaerkrankungen, wie z.B. dem
Glaukom oder der altersabhangigen Makuladegeneration, mal3geblich ist. In der GCL finden
sich aber auch Gliazellen (Astroglia, Miillerzellen) und in geringerer Anzahl displazierte
amakrine Zellen (Perry, 1981). Die Schadensquantifizierung mittels TUNEL- und
Hé&matoxylin-Eosin-Nissl-Farbung ermoglicht keine eindeutige Differenzierung dieser
Zelltypen (Rzeczinski et al., 2006, Ruscher et al. 2007). Nach Linden und Esberard besteht
indes die Mehrzahl der Kerne in der GCL aus Ganglienzellen (Linden und Esberard, 1987).

4.2 Neuroprotektion durch Erythropoietin

Wir testeten EPO-Konzentrationen von 0,1 - 25 U/ml im organotypischen Kulturmodell. Ein
dosisabhéngiger neuroprotektiver Effekt zeigte sich nach einer Vorbehandlung ab 1 U/ml
aufwarts. Auch in anderen Studien wurde lokal appliziertes EPO in diesem
Konzentrationsbereich eingesetzt (King et al., 2007; Kretz et al., 2005; Zhong et al., 2007). In
einem in vivo Modell mit Transsektion des Nervus opticus verdoppelte eine VVorbehandlung
mit EPO mit 2 U/Auge die Anzahl tberlebender retinaler Ganglienzellen. Die Wirkungskurve
fir EPO in den Dosen 0 - 8 U/Auge stellte sich glockenférmig dar. Toxische Effekte wurden
nicht festgestellt (Weishaupt et al., 2004). Auf unsere organotypischen Retinakulturen wirkte
EPO in der hochsten applizierten Konzentration ebenfalls nicht toxisch, sondern fuhrte im
Gegenteil weiterhin zu Zellproliferationen. Wéhrend Kretz et al. zum Zeitpunkt der Nervus
opticus- Transsektion, sowie dreimalig danach 7 U/ Auge EPO applizierten, beobachteten
King et al. bereits nach einmaliger intravitrealer EPO-Gabe (5-50 U/ml) sowohl

Neuroprotektion als auch Neuroregeneration (Kretz et al., 2005; King et al., 2007).

EPO wirkte auch nach systemischer Applikation (256 U/ kg Kdorpergewicht) protektiv bei
Ratten mit diabetischer Retinopathie (Brines et al., 2000; Wang et al., 2011). Bei
Erkrankungen, die nicht mit einer erhdhten Permeabilitdt der Bluthirn- / Blutretinaschranke
einhergehen, konnte eine hoéhere Dosis bzw. andere Applikationsform erforderlich sein
(Boado et al., 2010; Zhou et al., 2011).
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4.3 Gefalimodulation durch Erythropoietin im organotypischen Retinamodell
4.3.1 Evaluationsmethoden

Es konnte gezeigt werden, dass EPO einerseits per se gefalRprotektive Eigenschaften in Kultur
hat und andererseits GefaRstrukturen vor Glutamatschédigung schitzt. Der Effekt von EPO

auf GefaRe wurde anhand von morphologischen sowie zelluldren Kriterien untersucht.

Eine Auswertung nach morphologischen Parametern wird zum Beispiel auch in der
GeféRevaluation beim Dottersack von Hihnerembryonen angewendet (le Noble et al., 2004).
In eine Woche mit EPO behandelten Retinakorperchen fanden sich insbesondere mehr
Verzweigungen und Geféalle mit einem Lumen (Abbildung 7B,C), was wir als Zeichen einer

vitalen Gefastruktur interpretieren.

Die gefaRprotektiven Eigenschaften von EPO spiegelten sich auch in einer zellulédren
Auswertung in der GCL wieder (Abbildung 7A). Die Endothelzellen wurden mit
von Willebrand Faktor visualisiert und ihrem DAPI*- Kern zugeordnet (vWF* DAPI®). Die
Mehrzahl der Experimenten wurde mit dieser Methode ausgewertet, da dies die Quantitat der
Gefélstrukturen und somit die Auswertung dreidimensionaler GefalRe mit den Mdglichkeiten
zweidimensionaler  Gewebsschnitte genauer abbildet. Beispielsweise zahlt nach
morphologischen Kriterien ein langer GefélRanschnitt in einem Retinakérperchen genauso viel
wie ein kurzer. Eine Differenzierung von Endothelzellen und sie z.B. dicht umgebenden
Perizyten und Astrozyten (Kim et al. 1999; Bringmann et al., 2001; Pereira et al., 2012)
wurde anhand von Zellkontur und Kernform vorgenommen (Joussen et al., 2009). Es kann
dennoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden, dass aufgrund der engen Nachbarschaft auch
andere Zellkerne in die Zahlung mit einflieBen. Es wurde deshalb der Begriff ,,Gefal3-
assoziierte Strukturen bzw. Proliferationen analog zu ,,(VWF)-assoziierte BrdUrd"-Zellen*
(Gertz et al., 2006) eingefuhrt (Abbildung 7A). Die Etablierung eines nukleéren
GeféBmarkers, wie CD 31 oder ki-67, gelang bei den organotypischen Retinakérperchen

leider nicht.

4.3.2 Erythropoietin fordert das Uberleben von (geschadigten) GefaRstrukturen

EPO hat angioprotektive Eigenschaften (Grimm et al. 2006; Santhanam et al., 2006; Ghezzi et
al., 2004). Zur Klarung, ob EPO den Anteil apoptotischer GefaRe in den organotypischen

Kulturen reduzieren kann, wendeten wir eine VWF-TUNEL-DAPI-Farbung an. Vaskulére
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Strukturen in einwdchigen Retinakulturen wiesen eine 28 % TUNEL-Positivitét auf, die durch
Vorbehandlung mit 10 und 25 ml/U EPO dosisabhéngig reduziert werden konnte. Nach
Glutamatexposition stieg die Anzahl apoptotischer Geféal3strukturen in der GCL noch auf das
Zweifache an. Hier konnte eine EPO-Vorbehandlung die Schadigung dosisabhéngig
reduzieren (25>10>1U/ml) und in der wirksamsten Dosis auf das Niveau der
unbehandelten Kontrollen bringen (Abbildung 9A), was auf einen angioprotektiven Effekt

schlieRen lasst.

Die neuro- und angioprotektive Wirkung auf die organotypischen Retinakérperchen durch
eine EPO-Vorbehandlung mit 1 - 10 U/ml war annéhernd linear und dosisabhangig. Dies kann
daftir sprechen, dass neuro- und angioprotektive Effekte miteinander korrelieren. Die
Netzhaut ist ein hoch differenziertes Gewebe mit komplexen neurovaskuléren
Zellinteraktionen (Sa-Pereira et al., 2012). Kapillaren im ZNS sind eng umgeben von
Gliazell-, Perizyten- und Neuronenfortsétzen und reagieren empfindlich auf lokale neuronale
Aktivierung (ladecola et al., 1993). Das Konzept einer ,neurovaskularen Einheit“ mit
komplizierten biochemischen und molekularen Mechanismen, die alle Zelltypen mit
einbeziehen, findet in den letzten Jahren zunehmend Bestatigung in der Schlaganfallforschung
(Dirnagl 2012; Keogh et al., 2007; Kim et al., 2006; Sa-Pereira 2012). Neuere Erkenntnisse
weisen darauf hin, dass Proteine wie das Tie/Ang System, die in der Angiogenese eine
wichtige Rolle spielen, auch in der Neurogenese involviert sind (Ohab et al., 2006; Zhang et
al., 2007; Keogh et al., 2007). In einem Schlaganfallmodell mit neonatalen Ratten zeigten
Keogh und Kollegen, dass EPO sowohl Endothelzellen schiitzt, als auch zu einer Proliferation
von Endothelzellen und Neuronen fiihrt und so die Reparatur neurovaskuldrer Einheiten
fordert (Keogh et al., 2007). Altere Arbeiten zeigten bereits, dass Astrozyten, die mit
Endothelzellen zusammen kultiviert werden, weniger empfindlich gegen Hypoxie sind
(Fischer et al., 2000). Wie oben erlautert, wiesen Glutamat-exponierte Kulturen unseres
organotypischen Retinamodells neben einer Schadigung der Ganglienzellen auch eine der
Geféalstrukturen auf. Unsere Daten legen die Vermutung nahe, dass dieser Effekt indirekt
durch die Beeintrachtigung der GCL und anderer Zellen im Verband hervorgerufen sein

kodnnte.

4.3.3 GefalR-assoziierte Proliferationen

Neben angioprotektiven verfligt EPO (ber angioproliferative Eigenschaften. Anagnostou und
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Kollegen stellten fest, dass rekombinantes EPO dosisabhéngig zu einem Anstieg der
Endothelzellproliferation flhrt, wobei der groRte Effekt bei 5U/ml beobachtet wurde
(Anagnostou et al.,, 1990). McVicar und Kollegen untersuchten drei Erythropoese-
stimulierende Substanzen, Epoetin beta und delta, sowie Darbepoetin alfa. Sie fanden, dass
beide Epoetins in hohen Konzentrationen (= 20 U/ml), jedoch Darbepoetin alfa in niedrigen
Dosen (1-20 U/ml), Angiogenese in menschlichen mikrovaskuldaren Endothelzellen
induzierten (McVicar et al., 2010). Ein Erklarungsansatz fiir die konzentrationsabhéngigen
Effekte ist eine unterschiedlich hohe Affinitat von Rezeptoren, die flr die Differenzierung
von hdmatopoietischen Zellen bzw. proliferative Funktionen zustandig sind (Sawyer et al.,
1989).

Ab dem 5. Kultivierungstag ereignete sich fast die Halfte der gesamten Gefal3proliferationen
in der Ganglienzellschicht. Dies steht in Einklang mit der Beobachtung, dass sich innerhalb
der letzten Kaultivierungstage die innere Kavitat des Retinakdrperchens zunehmend

verschlieft.

Wahrend in unseren Experimenten der neuroprotektive EPO-Effekt dosisabhangig (1 -
25 U/ml) weiter zunahm, wurde bei 25 U/ml ein Nachlassen der GefaR-assoziierten
Proliferationen beobachtet. Neuere Studien zeigen, dass EPO neben der Forderung der
Angiogenese und Protektion der Gefél3e die Integritat der Endothelzellen schiitzt (Santhanam
et al., 2006; Wang et al., 2011). Wang und seine Kollegen beobachteten in Experimenten mit
diabetischen Ratten einen Verlust von Perizyten und degenerierte, azelluldre Kapillaren. Eine
sechsmonatige Langzeitbehandlung mit EPO konnte beidem vorbeugen (Wang et al., 2011).
Perizyten wirken auch auf Endothelzellen unter hypoglykédmischen Konditionen protektiv
(Hammes et al. 2005). Es kann daher der Schluss gezogen werden, dass EPO auch im
organotypischen Kulturmodell vaskuldre Strukturen sowohl durch Protektion und
Stabilisierung des dreidimensionalen GefalRnetzwerkes, als auch durch Forderung der

Angiogenese schitzt.

4.4 Neuroprotektion durch Simvastatin

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass eine 3-4 tdgige Vorbehandlung mit Simvastatin
organotypische Retinakulturen vor Glutamatexzitotoxizitdt schitzt. Nun konnte gezeigt
werden, dass Simvastatin auch durch eine Ko-Applikation mit Glutamat am 6.

Kultivierungstag vor Glutamat-induziertem Schaden schiitzt.
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Simvastatin wurde im Dosisbereich von 0,1-100 uM getestet, wobei eine Konzentration von
0,1 pM am wirksamsten gegen Glutamatexzitotoxizitat war und die Anzahl TUNEL"- Zellen
um mehr als 80 % reduzierte (Abbildung 10A). Eine Konzentration von 100 uM Simvastatin
hatte bereits fir sich allein eine toxisch Wirkung. In einer in vivo Studie mit Nervus opticus-
Axotomie verwendeten Kretz und Kollegen 30 uM Simvastatin, eine im organotypischen
Kulturmodell schéadigende Konzentration (Kretz et al., 2006). Dagegen beeintrachtigten
bereits 25 UM Lovastatin in anderen Experimenten die Zytoarchitektur der adulten Retina in
vivo (Pittler et al., 1995). Insgesamt besteht in der Beobachtung, dass sehr hohe
Simvastatinkonzentrationen toxisch sind, weitgehend Konsens (Schulz et al., 2004; Miron et
al., 2007, Miron et al., 2009, Xiang und Reeves, 2009; Takanaka et al., 2000). Hierdurch
kdnnte sich auch das Versagen einer hochdosierten Therapie mit Simvastatin bei der AMD
erklaren lassen (Gehlbach et al., 2009). Unsere Ergebnisse stehen im Einklang mit protektiven
Statinkonzentrationen im nanomolaren Bereich anderer Studien (Bdsel et al., 2005; Ma et al.,
2009; Ponce et al., 2008; Zacco et al., 2003).

Unsere Experimente zeigten, dass auch eine Ko-Applikation von Simvastatin mit Glutamat
protektiv ist. Dies ist von hoher Kklinischer Relevanz, da bei akut aufgetretenen degenerativen
und ischamischen Erkrankungen, zum Beispiel einer retinalen Ischamie oder einem
Glaukomanfall, eine Vorbehandlung nicht méglich ist. Unléngst zeigten Krempler und
Kollegen in einem Mausmodell transienter retinaler Ischdmie, dass die Applikation von
Simvastatin eine Stunde nach Schadigung neuroprotektiv auf die retinale Ganglienzellschicht
wirkte (Krempler et al., 2012). Die Ergebnisse weichen ab von Vorstudien, in denen eine
mindestens 2-tdgige VVorbehandlung mit Statinen notwendig war (Bosel et al., 2005; Ponce et
al., 2008).

4.5 Limitationen der gewéahlten Methodik

Die Experimente dieser Arbeit wurden mit einem organotypischen Retinakulturmodell der
adulten Ratte durchgefiihrt. Eine organotypische Kultur bietet im Gegensatz zu isolierten
Endothelzellen- oder Neuronenkulturen den erheblichen Vorteil, dass die komplexe retinale
Zytoarchitektur u.a. mit Nerven-, Glia-, Endothelzellen, sowie Perizyten erhalten bleibt. Es
lassen sich so in vitro neurovaskuldre Einheiten erforschen oder mit Substanzen beeinflussen
(Morin-Brureau et al., 2013). Dennoch hat das experimentelle Potenzial eines ex vivo Modells

natlrlich seine Grenzen. Beispielsweise fehlen der Blutfluss und der Einfluss von
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Scherkraften. Auch flhrt die Kultivierung als solche zu spontanem Zelltod in Kontrollen und
behandelten Gruppen. Bereits durch den Préparationsvorgang mit Axotomie vom N. opticus
und die Teilung in kleine Fragmente wird die Retina geschadigt. Mdglicherweise werden
hierdurch unphysiologische Signalkaskaden initiiert. Auch lassen sich die im Modell
gewonnenen Erkenntnisse bezliglich der Dosis, oder der erwinschten bzw. unerwiinschten
Wirkung der Substanzen nicht direkt auf einen lebendigen Organismus Ubertragen, da man
nicht weil3, in wieweit sie intravendsen oder intravitrealen Applikationen entsprechen und wie

sie metabolisiert werden.

Eine organotypische Kultur schlagt eine Briicke vom ex vivo zum in vivo Modell. Es kann
Tierexperimente nicht ersetzen, aber vorab wichtige Erkenntnisse geben. Der lange Weg vor
der Anwendung am Menschen muss Uber den Zwischenschritt in vivo am intakten Auge in

Krankheitsmodellen erfolgen.

4.6 Ausblick

Aus den beschriebenen Experimenten ergeben sich weitere interessante Fragen und
Forschungsansétze. Beispielsweise sind Versuche mit einer EPO-Applikation unmittelbar um
den Schadigungszeitpunkt (zeitgleich und kurz darauf) von Klinischer Relevanz. Parallel
arbeiten wir an der Entwicklung und Dosisfindung eines carbamylierten, nicht-
hamatopoietischen Erythropoietins, das auf seine protektive und proliferative Wirkung

untersucht werden soll.

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass neben der Protektion und Regeneration von Neuronen, die
der Endothelzellen als ,,neurovaskuldre Einheit” wesentlicher Bestandteil einer Therapie sein
sollte. EPO ware aufgrund seiner protektiven und proliferativen Eigenschaften auf Neurone
und Gefale ein idealer Kandidat. Von Relevanz sind seine proangiogenetischen und
hamatopoetischen Funktionen als potentielle Nebenwirkungen. So waren z.B. schédliche
Neovaskularisationen bei der Behandlung einer Retinaerkrankung kontraproduktiv. Indessen
stellt sich die Frage, ob ein nicht-hd&matopoietisches Erythropoietin in Hinblick auf ein
neurovaskulares Konzept Uber ausreichend Potenzial verfugt, bzw. ob Nebenwirkungen nicht
auch in Abhéngigkeit der applizierten Dosis und des Zeitpunktes vermieden werden kdnnten.
Denkbar ware auch eine individuell angepasste Behandlung mit unterschiedlichen EPO-

Varianten je nach Erkrankung.
Simvastatin hat neben neuroprotektiven auch antiinflammatorische Eigenschaften. Daher
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konnte es vorteilhaft bei der Therapie von Retinaerkrankungen sein, bei denen eine
entziindliche Komponente diskutiert wird, wie z.B. der altersabhéngigen Makuladegeneration
(Penfold, 2001). Das Versagen einer Studie mit hochdosierter Statineinnahme bei der AMD
(Gehlbach et al., 2009) lasst sich durch die in vitro gemachte Beobachtung, dass hohe
Statindosen keine neuroprotektive Wirkung bzw. sogar toxische Effekte haben,
nachvollziehen. In weiteren Experimenten mit organotypischen Retinakulturen untersuchen
wir  derzeit, inwieweit  Simvastatins  protektiver  Wirkungsmechanismus  (ber

cholesterolreduzierende oder pleiotrope Effekte vermittelt wird.

SchlieBlich stellt sich auch die Frage, ob eine kombinierte neuroprotektive Therapie
bestehend aus EPO und Simvastatin einen Vorteil in der Behandlung von degenerativen und
ischamischen Retinaerkrankungen bieten konnte. Altere Patienten mit Retinaerkrankungen,
die von einer EPO-Behandlung profitieren wirden, erhalten aufgrund von vaskuldren
Ereignissen, wie Schlaganfall oder Myokardinfarkt, oft bereits eine Therapie mit Simvastatin.
Daher ist die Untersuchung auf Interaktionen einer Kombinationstherapie wichtig und in vitro

Experimente kénnen hierzu erste Ansatzpunkte liefern.

Das organotypische Retinakulturmodell —mit seiner erhaltenen  neurovaskuléren
Zytoarchitektur kann auf dem langen Weg von ex vivo Uber in vivo Versuche hin zu
Klinischen Studien helfen, Substanzen auf ihre neuro- und geféaBprotektive, sowie
angioproliferative Wirkung zu testen. Da Exzitotoxizitat ebenfalls eine Ursache degenerativer
und ischdmischer ZNS-Erkrankungen und die Netzhaut ontogenetisch betrachtet ein Teil des
Hirns ist, konnten die Erkenntnisse auch der Behandlung von Erkrankungen des

Nervensystems zugute kommen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit untersuchte die protektive Wirkung von Erythropoietin und Simvastatin auf
glutamatgeschadigte Ganglienzellen und den Einfluss von Erythropoietin auf vaskulare
Strukturen in einem organotypischen Kulturmodell der adulten Rattenretina.

EPO (1-25U/ml) schitzte dosisabhdngig vor Glutamatschadigung in der retinalen
Ganglienzellschicht und zeigte in einer Dosis von 25 U/ml die grofite neuroprotektive
Wirkung. Eine einwéchige Kultivierung mit EPO fuhrte aufRerdem zu einem Anstieg von
VWF"-Strukturen in den Retinakdrperchen, der ebenfalls am starksten bei 25 U/ml ausfiel.
EPO erwies sich bereits per se als gefalprotektiv und schiitzte nach Glutamatschadigung
vaskulare Strukturen vor Apoptose. EPOs Einfluss auf die Proliferation von Endothelzellen
wurde mithilfe zweier Thymidinanaloga, EdU und BrdU, die zu verschiedenen
Kultivierungszeitpunkten appliziert wurden, studiert. Eine Behandlung mit 10 U/ml EPO
fihrte nach einwdchiger Kultivierung zu einer Verdopplung der GeféaR-assoziierten
Proliferationen von 5 auf 10 % in der GCL im Vergleich zu unbehandelten Kulturen. Fast die
Hélfte der Gefal3proliferationen ereignete sich in den letzten Kultivierungstagen.

Simvastatin wurde in einem Dosisbereich von 0,1 -100 uM gegen Glutamatexzitotoxizitat
getestet. Dabei erwies sich eine Dosis von 0,1 uM nicht nur im Rahmen einer taglichen
Vorbehandlung ab dem 2. Kultivierungstag, sondern auch in Form einer einmaligen Ko-
Applikation mit Glutamat an 6. Kultivierungstag als vergleichbar protektiv in der retinalen
GCL.

In unseren Experimenten mit organotypischen Retinakulturen konnte gezeigt werden, dass
EPO und Simvastatin  neuroprotektiv gegen  Glutamatexzitotoxizitat in  der
Ganglienzellschicht wirken und EPO auBerdem protektive und - proliferative Effekte auf
vaskulare Strukturen hat. Das organotypische Kulturmodell der adulten Retina kann dazu
beitragen, neurovaskulare Interaktionen zu verstehen und therapeutische Strategien zu
entwickeln, die auch auf andere exzitotoxisch bedingte Erkrankungen des Nervensystems

Ubertragbar sind.
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7 ANHANG

7.1 Eidesstattliche Erkléarung

»Ich, Elisabeth Thein, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift, dass
ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,Neuroprotektion und GeféaBmodulation in
einem organotypischen Kulturmodell der Retina“ selbststandig und ohne nicht offengelegte
Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt
habe. Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrédgen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in Kkorrekter Zitierung (siehe ,,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)* des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die
Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische
Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen)
entsprechen den URM (s.0.) und werden von mir verantwortet. Meine Anteile an den
ausgewahlten Publikationen entsprechen denen, die in der untenstehenden gemeinsamen
Erklarung mit dem Betreuer, angegeben sind. Samtliche Publikationen, die aus dieser
Dissertation hervorgegangen sind und bei denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0.)
und werden von mir verantwortet. Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und
die strafrechtlichen Folgen einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 des
Strafgesetzbuches) sind mir bekannt und bewusst.*

Datum Unterschrift

Anteilserklarung an der erfolgten Publikation

Elisabeth Thein hatte folgenden Anteil an der folgenden Publikation:

Publikation 1: Ruscher K, Rzeczinski S, Thein E, Freyer D, Victorov IV, Lam T, Dirnagl U:
Neuroprotective effects of the B-carboline abecarnil studied in cultured cortical neurons and
organotypic retinal cultures. Neuropharmacology, 2007. 52, 1488-95.

Beitrag: Dosis-Wirkungsversuche zu Abecarnil, CNQX, MK-801 im organotypischen
Kulturmodell (3 unabhéngige Experimente, jeweils Retinapraparation, Kultivierung und
Behandlung, Fixierung, Anfertigung histologischer Schnitte und Farben).

Unterschrift der Doktorandin
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7.2 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht verdffentlicht.
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