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Morphologische Untersuchungen an retinellen Gangtibreranderungen in einem tierischen
Glaukommaodell
Irad Goffer

Das Glaukom stellt eine vielfaltige Gruppe von Rimksstorungen dar mit einer
gemeinsamen Folg®ptikus-Neuropathie, die letztendlich zur Erblindung fulDiese
chronische Krankheit, die mit einem progressivemi& von RGZ und deren Axone
einhergeht, fuhrt zur Entwicklung eines mit der tZeizunehmenden
Gesichtsfeldverlustes.

In der vorliegenden Dissertation wurden die Effettés erhohten Augeninnendruckes
an den retinalen Ganglienzellen bei genetisch metieRatten (sogenannte ,rcsGL-
Ratten) mit angeborenem Glaukom (Buphthalmus)yaiert, um krankheitsbedingte
Zellveranderungen zu erfassen.

Durch die retrograde Féarbung der RGZ mit dem Flsmepzfarbstoff Dil in fixiertem
Gewebe war es mdglich, die verschiedenen RGZ-Tyjemeszenzmikroskopisch zu
unterscheiden und auf morphologische Veranderumgemtersuchen.

Alle untersuchten rcsGL-Ratten zeigten bilaterahpkgische |IOD-Werte, die Uber 16
mmHg lagen. Die dargestellte Zusammensetzung deir \dirschiedenen Zelltypen
entsprach grob der Gblichen Verteilung von RGZen Rattenretina.

Die grof3ten Somata wurden bei SD-Ratten dargesteltt nahmen bei den rcs-Ratten
und rcsGL-Ratten stufenweise ab. Auch die héchéterte der Dendritenfelder und der
Verzweigungshaufigkeit wurden bei SD-Ratten gefunded waren bei den rcs-Ratten
und rcsGL-Ratten &hnlich niedriger.

Bei der rcsGL-Ratte wurde zunachst eine Hypertmpler Somata und Dendritenfelder
beobachtet, die Uber langere Zeit wiederum atrofgnaind an Grél3e abnahmen.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein erhohter Augendroek in unserem Tiermodell, zu
Gewebeveranderungen fihrt, die sich als Apoptosier oVeranderungen der
Zellmorphologie manifestieren. Dies trifft auch bler Glaukom-Erkrankung zu.

Die Ergebnisse sind fur das Verstandnis von zebBuldv/orgédngen beim Glaukom
wichtig, da sie den morphologischen und chronotdws Verlauf der Zellschadigung
darstellen und eine Grundlage fir die Entwicklungee eventuellen Therapie des
Glaukoms sein koénnten.

Die tierexperimentelle Arbeit wurde am 26.04.200Qrcth die Bezirksregierung

Munster genehmigt, und unter dem Aktenzeichen Nun@®$£2001 registriert.

Tag der mundlichen Prifung: 22.02.2006
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Einleitung

A. Einleitung

1. Anatomie des Auges

Der dioptrische Apparat besteht aus der durchgiehtKornea (Hornhaut), den mit
Kammerwasser gefullten vorderen und hinteren Augemkern, der die Pupille
bildenden Iris, der Linse, die von einer durchsgdm Linsenkapsel umgeben ist, und
dem Glaskorper, der den grof3ten Raum des Augaguisfsillt (s. Abb. 1).

Der Glaskoérper besteht aus einem wasserklaren @ekxtrazellularer Flussigkeit, in
der Kollagen und Hyaluronséure kolloidal gel6stdsiDie hintere Oberflache an der
Innenseite des Auges wird von deatina (Netzhaut) ausgekleidet. Der Raum zwischen
Retina und der derBulbus oculi bildenden festeisklera wird durch das Gefal3netz der
Choroidea ausgefullt. Am hinteren Pol des Auges hat die meiiche Retina eine
kleine Grube, dieFovea centralis. Sie ist fur das Tageslichtsehen die Stelle des
scharfsten Sehens und normalerweise der Schnittplenkoptischen Achse des Auges
mit der Netzhaut (Schmidt & Thews, 1997). Medialnvdinteren Pol verlasst der
SehnervN. Opticus, den Bulbus (Schiebler, 1999).

Abb. 1: Medianer Schnitt des Auges: A - Ziliarkdrp® - Iris, C - Conjunctiva
(Bindehaut), D Kornea (Hornhaut), E - vordere Augenkammer, F - Linse, Rupille,
H - Linsenaufhangung, | - Hintere Augenkammer,Nl Opticus (Sehnerv), K Retina
(Netzhaut), L Choroidea (Aderhaut), M -SKlera (Lederhaut), N - Linsenkapsel.
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2. Die Retina

2.1. Morphologie und Funktion der Retina

Die Retina entsteht wahrend der Embryonalentwicklung ausreigsstilpung des
Zwischenhirnbodens. Sie ist ein Teil des Zentraleesystems (Schmidt & Thews,
1997).

Die Neuroretina ist aus folgenden neun Schichtefgednaut: Membrana limitans
interna, Nervenfaserschicht, Ganglienzellschicht, innetexiforme Schicht, innere
nukleare Schicht, auflere plexiforme Schicht, auderdeare SchichtMembrana
limitans externa, Photorezeptoren (s. Abb. 2).

Die verschiedenen Neuronentypen der Netzhaut sin@ahichten angeordnet. Die
innere nukledre Schicht entspricht dabei der Sthielm Bipolarzellen, wéhrend die
aulRere nukledre Schicht den Zellkernen der Phaptezn entspricht. Funktionelle
Verknupfungen zwischen diesen Schichten und derglk&azellen finden sich in Form
synaptischer Verbindungen in der inneren bzw. de#Beéen plexiformen Schicht.
Zusétzliche Verknupfungen erfolgen durch Horizargén und Amakrinzellen (Peichl,
1989). Die Photorezeptoren lassen sich (bei alleme®en) in Stabchen und Zapfen
unterscheiden. Die AulRensegmente der Photorezeptoreind aus
Zellmembranduplikaturen aufgebaut, in denen dagigetent (Rhodopsin) lokalisiert
ist und in denen die eigentliche photochemische kfkea stattfindet. Die
photochemische Reaktion fihrt zu einer Umwandlurgs d.ichtreizes in eine
Membranpotentialschwankung, die wiederum in einervaden Impuls umgewandelt
werden (Axenfeld & Pau, 1992).

Bei beiden Zellarten weisen die RezeptorfortsaineAeiRen- und ein Innenglied auf,
die aullerhalb desSratum limitans externum (Gliagrenzmembran) liegen. Die
kernhaltigen Zytoplasmagebiete der Rezeptorzeliegeh in der Gesamtheit der
aulReren nukledren Schicht. Die Axone der Rezeplenzeziehen in die &aullere
plexiforme Schicht. DieMembrana limitans externa kommt durch Zellverbindungen
zwischen Auslaufern der Mdller-Zellen und den Zdfiern von Stabchen- und

Zapfenzellen zustande.
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Die innere nukleére Schicht enthalt die Perikarymlarer Ganglienzellen (2. Neuron
der Sehbahn), deren Dendriten in der auleren plexén Schicht synaptischen
Kontakt mit den Neuriten der Sinnesepithelzellebema

Die Bipolarzellen leiten tber ihr Axon die Erreguimgdie innere plexiforme Schicht
weiter, wo die Umschaltung auf das 3. Neuron denb8kn, die Nervenzelle der
Ganglienzellschicht, erfolgt.

Aul3er bipolaren Zellen sind in der inneren nukleargchicht Horizontalzellen,
amakrine Zellen und die Zellkérper der Miuller-Stiglten vorhanden. Die
Horizontalzellen und amakrinen Zellen kdnnen akerimurone deRetina aufgefasst
werden.

Die Ganglienzellschicht enthélt grof3kernige mulipe Ganglienzellen. lhre Dendriten
liegen in der inneren plexiformen Schicht, ihre &cimst marklosen Axone ziehen in der

Nervenfaserschicht zudiscus n. optici (Schiebler, Schmidt, Zilles, 1999).

Aderhaut

Abb. 2: Lichtmikroskopische Abbildung eines vertda Schnittes durch diRetina der
Ratte, mit Darstellung der SchichtebNL = duR3ere nukledre Schicl@PL = &ulRere
plexiforme Schicht]NL = innere nukledre SchichPL = innere plexiforme Schicht,

GCL = GanglienzellschichQFL = &ul3ere Faserschicht.
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Die Anpassung an die Beleuchtungsbedingungen dewéltmvird durch zwei retinale
Rezeptortypen mit unterschiedlichen Absolutschwekeleichtert. Mit den Stabchen
der Netzhaut wird bei Sternenlicht gesehen (sketbi@s Sehen), mit den Zapfen am
Tage (photopisches Sehen). Beim skotopischen Seherkennt man
Helligkeitsunterschiede, aber keine Farben. Beinotgischen Sehen kann man
dagegen an den Gegenstdnden Farben und Hell-Dwektelwunterscheiden. Die
prozentuale Verteilung von Stdbchen und Zapfen ém Netzhaut verschiedener
Saugetierarten hangt u.a. davon ab, ob sie lUbeswikgachtaktiv oder tagaktiv sind.
Die Rezeptorschicht des menschlichen Auges beatehetwa 120 Millionen Stabchen
und 6 Millionen Zapfen. Die Rezeptordichte (Rezegtopro Flacheneinheit) ist fur die
Zapfen in der Mitte der Fovea, fur die Stabchenedag im parafovealen Bereich am
hochsten. In der Fovea centralis gibt es keine cheiy die Fovea ist also fur das
Tageslichtsehen spezialisiert (Schmidt & Thews,7)99

Da Belichtung eines Photorezeptors eine Abnahme wbrazelluldarem Natrium,
Verdunklung dagegen eine Erhéhung von Natrium Hdewkommt es bei Belichtung
der Photorezeptoren zu einer Hyperpolarisation ddembranpotentials, bei
Verdunklung zu einer Depolarisation. Im Dunkelnrégt das Membranpotential der
Photorezeptormembran etwa -30 mV. Die Amplitude dRstorezeptorpotentials
nimmt mit der Intensitat der Lichtreize zu (SchmédThews, 1997).

Jener Bereich des Gesichtsfeldes bzw. der Netzldagsen adaquate Stimulation zu
einer Aktivitditsanderung des Neurons fiuhrt, nenahmRezeptives Feld (RF) eines
visuellen Neurons®“. Ein RF kann in funktionell ursiehiedliche Bereiche aufgeteilt
werden. In der Netzhaut sind die RFs meist ,kormiseit” organisiert: Das RF-Zentrum
ist von einer ringférmigen RF-Peripherie umgebeie Bumliche Ausdehnung der RFs
nimmt in der Regel von der Fovea zur Netzhautperphzu. RFs benachbarter
Neurone Uberlagern sich. Das RF ist der Ausdruck Smnalkonvergenz und
Signaldivergenz der Nervenzellen des retinalen dlemnetzes. Man unterscheidet in
der Netzhaut einen ,direkten” Signalfluss (Photeparen-Bipolarzellen-
Ganglienzellen) und einen ,lateralen” Signalflussnvden Photorezeptoren tber die
Interneurone (Horizontalzellen, Amakrinen) zu defpdiar- und Ganglienzellen
(Schmidt & Thews, 1997).
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2.2. Retinale Ganglienzellen (RGZ2)

Die Sehnerven beider Augen sammeln alle Axone eimalen Ganglienzellen (RGZ)
und vereinigen sich an der Schadelbasis @inmasma nervi optici. Die aus der nasalen
Retinahalfte stammenden Sehnervenfasern kreuze@hiasma zur Gegenseite und
ziehen mit den ungekreuzten Sehnervenfasern augedgroralen Retinahalfte im
Tractus opticus zu den ersten zentralen Schaltstationen der ,$etiben Gehirn, den
subkortikalen ,visuellen Zentren'Cprpus geniculatum laterale, Hypothalamus, Area
praetectalis, Colliculi superiores) (Schmidt & Thews, 1997).

Die On-Zentrum-Ganglienzellen reagieren auf Beliolgt des RF-Zentrums mit einer
Aktivierung, auf Verdunklung mit einer Hemmung. éhAntwort auf Stimulation der
RF-Peripherie ist spiegelbildlich: Lichthemmung uldinkelaktivierung. Die Off-
Zentrum-Ganglienzellen reagieren entgegengesetdenuOn-Zentrum-Ganglienzellen:
Lichthemmung und Dunkelaktivierung bei Belichtungesd RF-Zentrums, Licht-
Aktivierung und Dunkelhemmung bei Reizung der RFgterie. Die Erregungs- und
Hemmungsprozesse, die aus dem RF-Zentrum und d&eRpherie ausgeldst werden
summieren sich bei den On-Zentrum- und Off-Zentanglienzellen (Schmidt &
Thews, 1997).

In der menschlichen Retina existieren zwolf bisfiéhn verschiedene Typen von
Ganglienzellen, die sich &ulRerlich beispielsweisercld ihre Grof3e und die
Verzweigungsmuster ihrer Dendriten unterscheiderssda. Die wichtigsten
Ganglienzelltypen sind die sogenannten parvozedutdler P-Zellen (auch Zwergzellen
= Midget Cells (relativ klein)) die sogenannten mezellulare oder M-Zellen (auch
Schirmzellen = Parasol Cells (relativ groR3). DieZellen besitzen eine hohe raumliche
Dichte und kleine Dendritenbdume. Sie erhalten ilmeulse vorwiegend von den
retinalen Stabchen. Somit ermdglicht das lichteraticht farbempfindliche M-System
ein hohes Auflosungsvermogen (Sehscharfe). Dassie@ydagegen wird eher von den
retinalen Zapfen gespeist und ist somit farbempithd Bemerkenswert ist auch, dass
das M-System Informationen von der gesamten Rétineh aus der Peripherie) , das P-
System aber eher Informationen aus dem Bereickaleza erhalt.

Retinale Ganglienzellen fielen frith in der neurdamaschen Forschung durch ihre

besonders auffallige Morphologie und die Vielfdlter dendritischen Verzweigungen
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auf. Cajal verwendete das argyrophile Verhalten@anglienzellen, um verschiedene
Arten von RGZ

zu klassifizieren. Als Klassifikationsmerkmale wendete er die Form (Morphologie
der Dendriten), die Ausdehnung (Gré3e des Zellk@rpad des Dendritenbaumes) und
die Anzahl der Unterschichten, in denen die Gangb#ien sich verzweigen
(Ramifikationsniveau in der IPL).

Der Aufstellung einer Drei-Gruppen-Klassifikationrerd RGZ in der Katzenretina
(Boycott & Wassle, 1974) (s. Abb. 3) folgten mebr&tersuche, die RGZ auch in der
Rattenretina entsprechend zu klassifizieren.

1 Boycott & Wassle, 1974

gamma\cells
axon

delta cell

beta cell
axon

alpha cell / Main ganglion cell types
cat retina

Abb. 3: Golgi-gefarbte RGZ der Katzenretina (ausy®tt & Wassle, 1974).

Die Dendritenfelder der Ganglienzelle variieren Durchmesser in der folgenden
morphologischen Hauptklassifikation der RGZ dert®at drei Gruppen. Fir die RGZ
vom Typ | und 11l sind sie grof3 (bis zu 540 um) Wddin bis mittelgrof3 fur Typ II-

Zellen (140 bis 250 pm) (Thanos, 1988). Allerdihgsiert diese Klassifizierung nicht
nur auf der ZellgréRe, der GrofR3e der Dendritenfelded der Dendritenmorphologie,
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sondern auch auf den physiologischen Zelleigensmial eitungsgeschwindigkeiten
und zentralen Projektionsgebieten (Fukuda, 1977tyP&979; Ni & Dreher, 1981,
Dreher et al. 1985).

Nach Fukuda (1977) konnten die Typ |-, ll- und Ziilen bei der Ratte den
morphologischenao-, B- und y-Zellen bei der Katze (Boycott & Wassle, 1974)
entsprechen. Perry (1979) korreliert die Typ |-@ellder Ratte zu dea-Zellen der
Katze und die Typ II- Zellen zu ddiZellen, nicht aber die Typ llI-Zellen zu degn
Zellen. Thanos (1988) bestétigt die Korrelationen Yerry (1979) und Fukuda (1977)
und verstarkt die Annahme, dass die Typ llI-Zeltlsr Ratte dery-Zellen der Katze
entsprechen konnten.

Die verschiedenen Typen von RGZ in der Rattenrefioheinen typenspezifische,
stereotype Verastungsmuster zu besitzen. Zusammin dem unterschiedlichen
Verzweigungshaufigkeit zwischen den Typ I-, 1l- ultZellen sind dies wertvolle
Parameter, um die verschiedenen RGZ-Typen zu whigiden (Thanos, 1988).

Die Mehrzahl der RGZ ist in der GCL lokalisiert. Escheint so, also ob ein kleinerer
Teil (< 1.5%) der RGZ ,deplaziert” sind, da siebsEm inneren Rand der INL befinden
(Perry, 1979; Linden, 1987; Drager & Olsen, 19&l)e morphologischen Klassen und
ZellgroRen scheinen in der Gruppe der deplazidR@Z représentiert zu sein und sind
auf der ganzeRetina verteilt (Perry, 1979; Dreher et al. 1985; Lind&887).

Die retinalen Ganglienzellen kénnen bei diverserkrditkungen der Netzhaut
geschadigt werden. Folgende Netzhautgefal3erkraekuhk@nnen u.a. vorkommen:
GefalRdilatationen, Gefalobliterationen, Exsudatioire die Netzhaut als Ausdruck
einer gestorten Funktion der Blut-Retina-Schrankewie intra- und praretinale
Gefalproliferationen. Am haufigsten sind die diaobie Retinopathie (in den
westlichen Landern eine der haufigsten Ursachen Biindheit), die arterielle
Hypertonie und der Zentralvenenverschluss. Wenenerden RGZ durch degenerative
Netzhauterkrankungen, Netzhautablosung, Erkrankunge der Makula,
Netzhautentziindungen, Glaukomschéaden, traumatischend toxische
Netzhautverdanderungen und Sehnervschadigungen sdwiaoren der Netzhaut
geschadigt. Diese Erkrankungen koénnen bis hin ziblirelung fihren, da eine

Schadigung der RGZ irreversibel ist.
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3. Das Glaukom

3.1. Einleitung und Definition

Als Glaukom (gruner Star) bezeichnet man eine Ahzah &tiologisch verschiedenen
Krankheiten. Deren gemeinsames Kennzeichen ist dieigerung des
Augeninnendrucks auf Werte, die sich schadlich ewsft haben oder
hdchstwahrscheinlich schadlich auswirken werdere(eld & Pau, 1992).

Das Glaukom gehoért zu den haufigsten Erblindungsinesn. Pro Jahr erblinden ca. 6,7
Millionen Menschen an Glaukomen, weltweit gibt eb&zungsweise 66,8 Millionen
Erkrankte (Daten gultig fur das Jahr 2000). Eindeh®unkelziffer ist jedoch auch
anzunehmen. In den Industrienationen rangiert desk@m an dritter Stelle der
Erblindungsursachen (nach Makuladegeneration uabetischer Retinopathie), in den
Entwicklungsl&ndern an zweiter Stelle (nach Katgrakd weltweit an erster Stelle der
irreversiblen Erblindungen. Die Pravalenz des Gimosk steigt mit dem Alter und
variiert zwischen Landern und Rassen (das Glaulsdrmindestens vier- bis sechsmal
haufiger in der schwarzen Bevdlkerung als in deifdes®) Racette et al., 2003Ein
Glaukom in der familiaren Anamnese bringt ein 1 20-faches Risiko mit sich, die
Krankheit zu entwickeln. Das Glaukom kann in all&ttersgruppen vorkommen,
einschlie8lich bei Kindern, tritt aber haufiger biteren Menschen auf (Coleman,
1999).

Der Augeninnendruck liegt in der Bevdlkerung im géimeinen zwischen 11 und 21
mmHg. Obwohl es keinen Grenzwert gibt, wird 21 mmblg obere Grenze des
Normalen angesehen, Werte dartiber sind verda@igeinigen Patienten kdnnen aber
bereits bei einem Druck unter 21 mmHg Glaukomschadeobachtet werden
(Normaldruckglaukom), wahrend andere Patienten sctimet Werte bis 30 mmHg
tolerieren (okulare Hypertension). Obwohl der akéudugeninnendruck - Level fir
die Entwicklung von Glaukomschaden wichtig ist,egm auch noch andere Faktoren
eine Rolle. Der intraokulare Druck-Level (IOD-LeyeWird vererbt, sodass bei
Verwandten ersten Grades von Patienten mit eineémapen Offenwinkelglaukom

hohere Augeninnendruckwerte gemessen werden (Kaaskgnon, 2003).
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Der normale Augeninnendruck andert sich im TagdauErmit dem Herzschlag, dem
Blutdruck und der Atmung. Das Muster der Tagesdkupken ist variabel, er tendiert
dazu, am Morgen hoher zu sein als am Nachmittag acheAbend. Normale Augen
haben durchschnittliche Tagesdruckschwankungen5vammHg. Augen mit okularer
Hypertension oder Glaukom haben hohere Fluktuatigfansky & Menon, 2003).
Objektive Befunde beim Glaukom sind die Druckstrigg, die man um so héher und
um so regelmagiger findet je weiter die Krankheitdeschritten ist, ferner verstarkte
Tagesschwankungen von mehr als 5 mmHg und Gestdsikfalle mit
Pupillenverdnderungen. In Spatfallen wird die Hapitandstandig exkaviert und
atrophisch. Bleibt die Drucksteigerung lange besteh so werden die
Gesichtsfeldausfalle grof3er, Exkavation und Atrepder Pupille nehmen zu, bis
schlief3lich die Erblindung eintritt (Axenfeld & Pal092).

3.2. Physiologie der Kammerwasser-Zirkulation

Das Kammerwasser wird von den Ziliarkorperfortsdatziirch einen kombinierten

Prozess aus Ultrafiltration und aktiver Sekretiom einer Grof3enordnung von
2-4 pl/Minute in die hintere Augenkammer sezerni#igl3t durch die Pupille von der

hinteren in die vordere Augenkammer, verlasst dageAuber einen Ringkanal, den
sog. Schlemm-Kanal und gewinnt Uber intraskleraeni®@elkandle Anschluss an das
episklerale Venensystem. Auf diese Weise wird damKerinhalt alle 1-2 Stunden
erneuert. Wenn sich Produktion und Abfluss die Veéahglten, bleibt der 10D, von

geringen Tagesschwankungen abgesehen, konstant.

Neben der Aufrechterhaltung des physiologischencksubesteht die Funktion des
Kammerwassers aber auch in der Ernahrung avashkul@aeavebes, vor allem der
Hornhaut, der Linse und des Trabekelwerks, mit demee einen Stoffaustausch
unterhalt.

Die Regulation des Kammerwasser-Abflusses erfalgdér Hauptsache durch den
Ziliarmuskel, der Uber sehnenartige Strukturen dei Trabekelbalken in Verbindung
steht und bei Kontraktion das gesamte Trabekelwerkschliellich des

juxtakanalikularen Gewebes aufweitet, aber auclcldwine Eigenkontraktilitat der
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Trabekelzellen, die funktionell antagonistisch zzifrarmuskel wirkt.

Die bei Glaukompatienten auftretenden Drucksteiggen werden normalerweise nicht
durch eine gesteigerte Kammerwasser-Produktionsetiersacht, sondern fast immer
durch eine Abflussbehinderung im Bereich des Trabedrks. Je nach Atiologie der
zugrundeliegenden Glaukomform kann die Abflusshddrinng die unterschiedlichsten
Ursachen haben (Schl6tzer, 2003).

3.3. Kilassifizierung der Glaukome

Man teilt die Glaukome gewo6hnlich in primare undkwedare Glaukome ein. Unter
einem priméren Glaukom versteht man ein Glaukors,rdeht in Folge einer anderen
Augenerkrankung entstand. Unter sekundar verstahtem Glaukom, das infolge einer
anderen Augenkrankheit oder als unerwinschte Nebenvg von Heilmalinahmen
oder Medikamenten auftritt. In der Praxis ist dieeflnung zwischen primarem
(anlagebedingtem Glaukom) und sekundarem (durcle @indere Augenkrankheit
bedingtem) Glaukom nicht immer eindeutig moglickend auch bei sekundaren
Glaukomen findet man oft eine Anlage zur Glaukow&klung, die sich in der
gleichzeitigen oder spateren Glaukomerkrankungzdesten Auges zeigt.

Das Glaukom des Sauglings oder Kleinkindes nenntn ntdydrophthalmie

(Buphthalmus).  Hierbei vergréRBert sich das Auge hsicinfolge der

Innendrucksteigerung. Dieses Glaukom entsteht mdistch eine ungenigende

Differenzierung der Gewebe des Kammerwinkels unterser durch pra- oder

postnatale Fehlentwicklungen (retrolentale Fibrsigla Aniridie) oder durch

Entziindungen. Somit kann es zu den primaren, anéaljjggten wie zu den sekundéaren

Glaukomen gehoren.

Bei dem primaren Glaukom des Erwachsenen untexdeheian folgende Formen:

1. Glaucoma chronicum simplex (primares Offenwiglkaikom). Der Kammerwinkel
ist stets offen, auch bei der Druckspitze. Bei ®&mit Kammerwinkel ist die
Vorderkammer meist tief. Der Verlauf ist schleictefrrihsymptome fehlen oft.
Daraus ergibt sich die Gefahr, dass der Patiert isrsSpatstadium zum Arzt

kommt. Der Druck liegt im Allgemeinen zwischen 25&du40 mmHg.
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2. Akuter Glaukomanfall (akutes Winkelblockglaukomper Kammerwinkel ist
wahrend des Anfalles verlegt, im Intervall zwischdem Anféllen eng, aber offen.
Die Vorderkammer ist auch zwischen den AnfallertlaDie Symptome sind akut
und heftig: Schmerzen und/oder Sehverschlechtesimdydie Folge. Im Anfall ist
das Auge tastbar hart und der Druck auf 60-80 mimtlg mehr gesteigert.

3. Chronisches Winkelblockglaukom. Auch hierbeider Kammerwinkel im Anfall
verlegt, zwischen den Anféllen jedoch nur teilwetherch Synechien blockiert.
Auch in der Zeit zwischen den Anféllen ist der Dkwerhoht, jedoch nicht so stark
wie beim akuten Glaukom. Die subjektiven Symptonmésgrechen denen des
akuten Anfalles, sind aber weniger heftig. DieseauBbmform entsteht nach
wiederholtem Winkelblock oder nach Iridozyklitis.

4. Mischform. Bei Glaucoma simplex mit engem Kammiekel kann eine Mischform
aus (I) und (2) auftreten.

5. Glaukom ohne Hochdruck. Hierbei wird die statehe Normgrenze von 21 mmHg
nicht Uberschritten. Ursachen des Sehnervenschallénsen Arteriosklerose,
niedriger Blutdruck und Herzleistungsschwéache sofstieg des 10D innerhalb
der statistischen Normgrenzen oder ein starker Kamstieg im Liegen (nachts)
sein.

Das absolute Glaukom ist keine eigene Krankheitsfosondern dies bedeutet die

Erblindung infolge eines Glaukoms. Die Ursache eBe€ndzustandes kann jede

Glaukomform gewesen sein (Axenfeld & Pau, 1992).

3.4. Folgen okularer Hypertension: ,Glaukomschéaden”

Die Konsequenzen des chronischen Druckanstiegs, diaukomschaden”,
manifestieren sich vor allem am Sehnervenkopf,Rigille. Durch dies@apilla nervi
optici verlassen die Axone der retinalen RGZ das Auge,retmobulbéar derNervus
opticus zu bilden. Diese Austrittsstelle der Sehnervenfaskirch einen fenestrierten
Anteil der Slera, die Lamina cribrosa, ist der anféllige Engpass und strukturelle
Schwachpunkt des visuellen Systems, da hier dienéxauf kleinstem Querschnitt

gebundelt werden und einen Druckgradienten Ubemewvimdissen.
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Der progressive Axonverlust ist histopathologisalicha an einerOptikus-Atrophie
erkennbar, wobei der Verlust neuronalen Gewebeshdeine reaktive Proliferation von
Gliazellen ersetzt wird. Dies®ptikus-Atrophie geht mit dem Untergang von RGZ
einher.

Dabei ist im Moment noch nicht geklart, ob der Wgéag primér im Zellkdrper, in der
Netzhaut oder im Axon in der Papille beginnt undolwer Pathomechanismus jeweils
vorliegt.

Im wesentlichen stehen sich zwei Theorien gegenillzert der mechanischen Theorie
fuhrt der erhdhte Druck zu einer direkten Schadiggder Axone durch mechanische
Kompression im Bereich ddramina cribrosa, wahrend die vaskul&re Theorie eine
Storung der Mikrozirkulation in der Papille und danein nutritives Defizit
verantwortlich macht.

Als Mechanismus der Axonschadigung wird eine Blaekades axoplasmatischen
Flusses, d.h. des Stofftransports entlang der AxaufeHohe derLamina cribrosa
diskutiert. Als Mechanismus des Ganglienzelluntegga ist das Konzept der
Exzitotoxizitat gegenwartig sehr aktuell. DiesesnKept besagt, dass neuronale Noxen,
wie z.B. Ischamie, eine exzessive Freisetzung vearbiransmittern wie z.B. Glutamat,
hervorrufen. Infolgedessen kommt es zu einer ungeiten Exzitation von
Nervenzellen durch Glutamatrezeptoren und damit eaem massiven Calcium-
Einstrom in das Zellinnere, was zum Nervenzellugaag fihrt.

Dieses Konzept gilt inzwischen als grundlegendahdtaechanismus des cerebralen
Nervenzelluntergangs, wie z.B. nach einem Schladanimuss aber fur die

Glaukompathogenese erst noch bewiesen werden (3eh|2003).

3.5. Das Glaukom am Tiermodell der Ratte

Ein erhéhter IOD wird als Hauptfaktor fur die Eimlsg und das Fortschreiten der
glaukomatdsen optischen Neuropathie angesehen € €5883). Daher war die
Entwicklung von Tiermodellen mit chirurgisch indegem, chronisch erhéhtem 10D

ein wichtiges Ziel, um die Krankheit zu erforschEm solches Tiermodell wiirde unser
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Verstandnis der zellularen Geschehnisse, die zungligadren Zelltod fuhren, sehr
erleichtern, sowie den Einfluss vom IOD und anddRe&ikofaktoren des Glaukoms.
Aufgrund der geringen Grof3e von Mauseaugen, wurdisfang alle induzierten
Modelle mit erhdhtem 10D bei der Ratte entwick&las Interesse, ein solches Modell
an Ratten zu erstellen, basiert auf mehreren Gspighkten: Ratten sind relativ
preiswert und leicht zu erwerben, der SehnervenilepRatte hat mehrere anatomische
Ahnlichkeiten mit dem der Primaten und es exist@ne Vielzahl an Literatur Gber die
verschiedenen zellbiologischen Ursachen des Sebmieopfschadens bei der Ratte
(Moore et al.,, 1995, Goldblum & Mittag, 2002). Solein ideales Tiermodell des
Glaukoms sollte zusatzlich noch eine verninftiggeuauer der Pathologie aufweisen,
um diejenige im menschlichen Auge nachahmen zu&diGelatt, 1977).

Verschiedene Methoden wurden ausprobiert, um eniedhten IOD im Rattenauge mit
dem Ziel zu induzieren, den Abfluss vom Kammerwasase unterbrechen. Die
gangigste Methode ist die Kauterisation von zwsidyei episkleralen / limbalen Venen
(Mittag et al., 2000; Shareef et al., 1995; GahMaenzuela et al., 1995) oder die
Injektion von hypertrophischer Losung in die Vendie das limbale Kammerwasser
aufnehmen (Moore, Milne & Morrison, 1993; Morrise al., 1997; Johnson et al.,
1996). Andere Methoden benutzen trabekulare LaketeRoagulation nach Injektion
von Schwarztusche in die Vorderkammer (Udea et1&98) oder Injektion von S-
Antigen (Mermoud, Baerveldt, Mickler, Wu & Rao, ¥)9Jedes der genannten Ratten-
Glaukom-Modelle hat Vor- und Nachteile, die vom &aw und der Dauer seiner |IOD-
Erhéhung abhéngen.

3.6. Die Royal College of Surgeons-Glaukom-Rattec6GL-Ratte)

Die Royal College of Surgeons-Glaukom-Ratte (rcd@&ite) ist eine genetisch
mutierte Royal College of Surgeons-Ratte (rcs-Rattet angeborenem Glaukom
(Buphthalmus). In dieser neu aufgetretenen Sponitation sind beide Augen vom
Buphthalmus betroffen. Die Ursache des erhdhtdd ikD eine erhdhte Produktion von

Kammerwasser, die durch mehrere Ziliarkérperanldggworgerufen wird (s. Abb. 4).
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b ' A7

Abb. 4. Histologischer Schnitt durch das Auge ders@L-Ratte: multiple
Ziliarkorperanlagen.

Die Augen vergroRern sich durch den dauerhaft ¢embiOD (s. Abb. 5). Es stellen
sich Gewebeveranderungen ein, die sich als Apaptosier Veranderungen der
Zellmorphologie manifestieren.

Abb. 5: Makroskopische morphologische VeranderuragarAuge der rcsGL-Ratten als
Folge des erhodhten 10D.
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Die in unserer Zucht erstmalig aufgetretene Mutatitellt ein wichtiges Modell auf
dem Wege der Testung moderner diagnostischer BHrfgstechniken und eventueller
Therapien dar. Aus dem erwarteten Ergebnis diesd&eiA erhoffen wir uns ein
detailliertes Wissen zum zellularen Mechanismus dliukomatdsen Schadigung.
Insbesondere wird dieses Wissen dem kindlicheredi#@ren Glaukom des Menschen
zugute kommen, eine Glaukomform, fur die es ungendg therapeutische Ansatze
gibt.

Da RGZ die primar betroffenen Neurone beim Glaulgina, erwarten wir, dass auch
bei diesen Rattenmutanten typische Veradnderungen intraretinalen Teil der
Ganglienzelle auftreten. Krankheitsbedingte Veré&magen konnten sich demzufolge
sowohl im Axon als auch im Zellkdrper und nichtetat in fein ramifizierten Dendriten
manifestieren. In dieser Arbeit wurden deshalb @Ganglienzellen bei erhdhtem
Augeninnendruck untersucht, um krankheitsbedingglv@randerungen zu erfassen
und den zellularen Mechanismus der glaukomatéseadigung zu verstehen. Um die
Effekte des IOD zu erfassen, wurden die Dendritam RGZ mittels neuroanatomischer
Farbung dargestellt und morphometrisch analysi®ariber hinaus wurde der
retrograde Transport des Fluoreszenzfarbstoffes dbilang der Axone der RGZ
untersucht.
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B. Material / Methoden / Techniken

1. Versuchstiere

Fir diese Studie wurden zehn Ratten des rcsGL mr8&és verwendet. Als
Kontrollgruppe wurden acht Ratten des rcs-Stammesb drei Ratten des Sprague-
Dawley-Stammes (SD) verwendet. Die sechs Wochen2hisMonate alten Tiere
beiderlei Geschlechts stammten aus eigener Zuchtlnkituts fur Experimentelle
Ophthalmologie in Minster. Die Tiere wurden paasgedder zu dritt in Zuchtbehaltern
bei 18°C bis 20°C Raumtemperatur unter naturlicttet-Dunkel-Rhythmus gehalten.

Als Nahrung diente eine ad libitum Diat aus Staddalieinfutter und Leitungswasser.

2. Augeninnendruck

2.1. Verwendete Gerate und L6ésungen

- Tono-Pen XL (Mentor, Norwell, MA, USA)
- 0.5% Proparacaine-Losung (URSA-Pharm, Saarbr{cken

2.2. 10D-Messung

Die Tonometrie dient der Messung des AugeninnerasidDer Augeninnendruck kann
von aufR3en durch Messung der Korneaeindellung begtimerden, die ein Senkstift von
definiertem Durchmesser und Gewicht bewirkt (Impr@sstonometrie), oder durch
Messung der Kraft, die notwendig ist, die Korneaerileinen kleinen Bereich
abzuflachen (Applanationstonometrie).

Fir die Durchfiihrung der IOD-Messung wurden die t&atunter eine leichte
Athernarkose gesetzt, da bewiesen wurde, dass Wetikst eine Erniedrigung des 10D
bei Ratten bewirken (Krupin et al., 1980; Mirakreiral., 1990). Die Augen wurden
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zusatzlich mit einem Tropfen einer topischen 0.5fdpBracain-Losung betaubt. Alle
Messungen wurden mit Hilfe des Tono-Pen XL zwisct®0 und 12:00 Uhr
durchgefuhrt. An jedem Auge wurden 10 Tonometergvagen sofort vom Bildschirm
des Instrumentes entnommen, aufgezeichnet und ddigelwert errechnet. ,Off"-

Messungen und Instrument-vermittelte Mittelwerteraen ignoriert. Tiere, deren 10D

wieder zu einem normalen Wert sank, wurden au$tiatie ausgeschlossen.

3. Die Retina

3.1. Verwendete Gerate und Lésungen

- Begasungsglocke (Gaszufuhr von O

- Praparationsbesteck (feine Pinzetten, Scher@ggele Mikroschere, Skalpell)
- Becherglas, steril 500/250 ml

- Spulkanile

- Petrischalen

- Nitrozellulose Filter (C-N-Filter, Sartorius, Gidigen, Porengré3e 0,qHn)

- Stereomikroskop (Zeiss) mit Kaltlichtlampe

-PBS 0,1 M; pH 7.4

- 4% Paraformaldehyd in 0,1 M PBS

3.2. Préparation der Retina

Jedes Tier wurde durch eine letale Dosis vory @Oeiner Begasungsglocke getotet.
AnschlieRend wurden beide Augen aus der Orbitaesritf Mit einer gebogenen
Mikroschere wurde durch einen Kreisschnitt moglicestlang derOra serrata die
vordere Augenhélfte entfernt. Damit blieb in dentbren Halfte dieRetina in ihrer
gesamten Ausdehnung weitgehend erhalten. Unter Stemeomikroskop erfolgte die
Ablosung derRetina von den darunter liegenden Schicht€hdroidea und Sklera). Die

isolierteRetina wurde an 4 Stellen im peripheren Bereich radigteMierPapilla Nervi
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Optici hin eingeschnitten, so dass sie ohne Faltenbildlagp ausgebreitet werden
konnte (Mey & Thanos, 1993). Danach wurde sie aoéra Nitrozellulose-Filter mit

der Ganglienzellschicht nach oben aufgezogen (b. 8

e

Abb. 6: Schematische Darstellung der Préaparatiorfretena.

Unter Zuhilfenahme eines Mikroskops wurde der Glag&r mit einer feinen Pinzette
entfernt und didRetina von noch anhaltenden Verschmutzungen befreit.

Die Retina wurde zum Fixieren auf dem Nitrozellulose-Filterd% Paraformaldehyd in
0.1 M PBS-L6sung (pH 7.4) enthaltenden Petrischiateliihischrank aufbewabhrt.

Da dieRetina der rcsGL-Ratte durch den dauerhaft erhéhten Daticdphiert, reifdt sie
bei der leichtesten Manipulation. Aus diesem Grarfdlgte die Abloésung der rcsGL-
RattenRetina von der darunter liegenden Schicht nicht sofodhnder Entnahme des
Auges. Die gesamte hintere Augenhélfte wurde ariedle8 eingeschnitten, flach auf
einem Nitrozellulose-Filter ausgebreitet, fixiemdugefarbt (s. 4.2.). Erst unmittelbar
vor dem Mikroskopieren wurde die durch die FixiegugeharteteRetina von den
darunter liegenden Schichten getrennt (s. 5.2.).

Fur die quantitative Analyse ist die Frage der Swoipfung von Bedeutung. Laut
Literatur (Fukuda, 1977; Tiwo & Blakemore, 1976h8ber & Gruschka, 1977) ist bei
guter Haftung deRetina auf dem Objekttrager die Schrumpfung gering (in ldinge
weniger als 5%, in der Flache etwa 10%). Wenn diente nicht am Objekttrager
haften oder flottierend behandelt werden, kanrSdilerumpfung 20% (linear) erreichen.
Bei gleichem Fixierungsmittel haben auch die Art déxierung (Immersion oder
Perfusion) sowie die Dauer der Nachfixierung eiiénfluss auf die Schrumpfung und

erschweren oft den Vergleich der eigenen Befundalem Daten aus der Literatur. Aus
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diesem Grund wurde bei dieser Arbeit, so wie aushanderen Studien, die

Schrumpfung nicht beriicksichtigt und keine Korrekter Werte vorgenommen.

4. Histologie

4.1. Verwendete Gerate, Losungen und Fluoreszenzfestoff

- Praparationsbesteck (feine Pinzetten, Skalpell)

- Glas-Objekttrager

- Deckglaser

- Becherglas, steril 500/250 mi

- Spulkanile

- Petrischalen

- Parafilm

- Silberpapier

- Stereomikroskop (Zeiss) mit Kaltlichtlampe

-PBS0.1M;pH 7.4

- Dil ([1,1'-dioctadecyl-3,3,3’,3'-tetramethylindacbocyanine perchlorate, Molecular
Probes, D282)

4.2. Retrograde Farbung der RGZ in vitro

Fluoreszenzfarbstoffe sind wahrscheinlich die anstee benutzten neuroanatomischen
Marker. Der Fluoreszenzfarbstoff Dil ([1,1-dioceyl-3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate) ist hoatimy lipophil. Aus diesem Grund
kann er durch Membranen, sogar in fixiertem Zustaliifundieren. Dil erscheint gelb
und hat seine maximale Fluoreszenz-Emisbein565 nm. Verschiedene Carbozyanin-

Fluoreszenzfarbstoffe wurden im visuellen SystemS#ugetiere verglichen (Kébbert
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et al., 2000). Bei retrogradem Farben vom Ob&elhiculus und Sehnerven der Ratte
aus, wurden die feinsten Markierungen der DendntérDil erreicht.

Obwohl die Geschwindigkeit der Farbung extrem schwe ermitteln ist, werden
Schatzungen von 100 bis 400 um/Tag angenommen. diapigl des visuellen Systems
sind zwei Wochen ausreichend, um Axone von uberns omd sechs Wochen, um
Axone von Uber 12 mm Lange zu markieren, welche gésamte Lange der
retinotektalen Projektion ist (Kdbbert et al., 200

Die faltenfrei auf dem Nitrozellulose-Filter gelegtin 4% Paraformaldehyd in 0,1 M
PBS fixierteRetina wurde aus der Petrischale entnommen, auf ein @tjglr gelegt,
und mittels Stereomikroskop vom Sehnervstumpf aefirgt. Einige Kristalle Dil
wurden dabei vorsichtig mittels eines spitzen Siddp kranzférmig um den
Sehnervstumpf gelegt und in das retinale Gewehgedniickt. Anschlieend wurde die
Retina wieder in die Petrischale gelegt und die Petrigchat Parafilm versiegelt, um
die Verdunstung der Fixierlésung zu vermeiden. Aurigl der Lichtempfindlichkeit des
Fluoreszenzfarbstoff Dil, der bei Lichtexpositioleibht, wurden die gefarbteRetinae

in grolRere, mit Silberpapier verdichtete Petrisehaufbewahrt. Um die vollstandige
Farbung der RGZ zu erreichen, wurden die gefarBatimae bei Raumtemperatur vier
bis sechs Wochen aufbewahrt.

Nach seiner Applikation auf den Sehnerv wurde debstoff von den Axonen der RGZ
aufgenommen und diffundierte intraaxonal in retealgr Richtung. In Folge fullte der
Farbstoff die Somata und Dendriten der RGZ, hobvslistandig hervor und erlaubte
dadurch qualitative und quantitative UntersuchungerRetina. Mittels dieser Technik
wurden die Morphologie, die Ausmafle und die Veragtachemen der RGZ

untersucht.

5. Fluoreszenzmikroskopie

5.1. Verwendete Gerate und Lésungen

- Praparationsbesteck (feine Pinzetten, Skalpell)

- Glas-Objekttrager
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- Deckglaser

- Mowiol (Hoechst)

- Stereomikroskop (Zeiss) mit Kaltlichtlampe

- Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop: ,,Axiophd@Zeiss, Oberkochen)
- Fluoreszenzfilter 510-560 (Zeiss, Oberkochen)

- Objektive: Neofluar 5x, 10x, 20x

- Okulare: Zeiss-Axiophot 20x

- Kamera (Zeiss, Oberkochen) in Axiophot integriert

- Belichtungsautomat Axiophot: keine Angaben

- Computergestiitzte Bildanalysesysteme: ,DISCUS300 3.0” (Zeiss), ,Axiovision
3.1" (Zeiss)

- Graphikprogramm: ,Micrografx Designer” vers. §Nicrografx TM)

- Statistikprogramm: ,Microsoft Excel 2000” (Microf)

- Statistikprogramm: ,SPSS 12.0 for windows” (SHBS)

5.2. Vermessung der Ganglienzellen

Nach erfolgter retrograder Farbung der RGZ (unibittie vor der Auswertung der
Retina unter dem Fluoreszenzmikroskop) wurde dRetina aus der Petrischale
entnommen und unter dem Stereomikroskop mittelssegerundeten Skalpells entlang
den Einschnitten, die bei der Préparation erfolgtemier Gewebestiicke geteilt.

Die Retina der rcsGL-Ratte, die noch an den darunter liegerSehichten haftete,
wurde zu diesem Zeitpunkt unter dem Stereomikroskdfels eines Skalpells von der
Choroidea und Slera abgelost.

Die vier Gewebestlicke wurden mit der Ganglienzeiidt nach oben auf einem
Objekttrager flach aufgelegt, in ein paar Tropfewviibl eingebettet und mit einem
Deckglas abgedeckt. Anschliel3end wurdeRdigna bei 400-facher Vergré3erung unter
einem Fluoreszenzmikroskop mit einem ExzitatiogeFivon 515 nm und einem
Fluoreszenz-Emissionsfilter von 590 nm, welcheirogk fir den Fluoreszenzfarbstoff
Dil ist, untersucht.

Die Daten wurden aus zufallig verteilten RGZ Ubiergesamtdetina (ohne Beachtung
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ihrer Distanz zum Sehnerv) ermittelt. Dies erfolgiger Berucksichtigung vorhandener
Literatur, die bei der Ratte Uber leichte Unteredkiin den Ausmalien der Zellkorper
und Dendriten von RGZ vom gleichen Typ und von tsdeiedlicher Exzentrizitat
berichtet (Dreher et al., 1985).

Die markierten RGZ wurden mit dem 20x Objektiv imez oder mehr Fokussierebenen
photographiert (Zellkoérper in der GCL und Dendriterder IPL, s. Abb. 2), gespeichert
und spater mit dem Bildanalysesystem KS300 3.0 s§Jeivermessen. Abb. 7

verdeutlicht die Art und Weise, wie die Zellen vesaen wurden.

L

-
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i

Abb. 7: Vermessung von Soma und Dendritenfeldfl&aher Typ Il Ganglienzelle.

Aus dem Pool der photographierten RGZ wurden diggmausgeschlossen, die tber
sich Uberlagernden Dendritenfelder oder unvollsgigdfullten Dendriten verfugen.

Alle photographierten RGZ wurden in verschiedeneppen von Zelltypen sortiert.
Die morphologischen Eigenschaften der RGZ, diei@seat Arbeit benutzt wurden, sind
diejenigen, die von Boycott und Wassle (1974) fataen und von Perry (1979) fur die
Rattenretina berichtet worden sind. Sie beinhah®rphologische und quantitative
Aspekte der Zellkdrper, die Zahl und das Bifurkaischema der priméaren Dendriten
und das Verastungsschema der Dendritenbdaume. Bligsgien sind effektiv in der
Klassifizierung der retrograd gefarbten RGZ-PopatatBasierend auf der Grol3e und

Morphologie von Zellkorper und Dendriten und naatrg&ltigem Vergleich mit
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Beispielen aus der Literatur, werden die RGZ wigtfals Typ I-, Typ II- und Typ llI-

Zellen bezeichnet.

Es wurden demnach drei spezifische RGZ-Typen Kiagsi: Zellen mit grof3en

Somata und Dendritenfeldflachen (Typ 1), Zellen nideinen Somata und
Dendritenfeldflachen (Typ 1) und Zellen mit kleme Somata und grol3en
Dendritenfeldflachen (Typ I11).

Die Analyse der Ergebnisse wurde mittels des Sitgiegramms SPSS 12.0
durchgefuhrt. Es wurde ein One Way Anova und eimfBooni Test benutzt um die

Signifikanz der Ergebnisse festzustellen (durchatrkiert).



Ergebnisse

C. Ergebnisse

1. Augeninnendruck

Der IOD in den Augen von normalen, nicht an Glaukerkrankten Ratten, betragt
zwischen 11 und 14 mmHg und durchschnittlich et@amimHg. Es bestehen blof3
unwesentliche Unterschiede zwischen den verschigdeRattenstdmme (Ahmed,
Chaudhary & Sharma, 2001; Laquis, Chaudhary & Shafr898).

Die rcsGL-Ratten, die fur diese Studie verwendetden, hatten wahrend der gesamten
Dauer des Experimentes einen erhohten IOD. Um éaukemauge bei der Ratte zu
definieren, wurde eine untere Grenze von 16 mmHg 1€xtgelegt.

Alle untersuchten rcsGL-Ratten zeigten bilaterahpkgische 10D-Werte, die hoher
als 16 mmHg waren. Der durchschnittliche 10D, derden rcsGL-Ratten mit Hilfe des
Tono-Pen XL gemessen wurde, betrug 24.4 mmHg @cB-hoher als der normale IOD
bei Ratten). Er variierte je nach Alter der RageAbb. 7) zwischen 16 und 32 mmHg
(1.2 bis 2.5-fach hoher als der normale 10D betdrat

35 -+
30 - * .
E"\ 25 w‘/
£ 20 4 . . *
Eps{ 8
5 101
S y = 0.3437x + 20.18
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Alter (Monate)
Abbildung 8: Gemessene I0D-Werte bei rcsGL-Rattérg) verschiedenen Alters.

In anderen Studien, in denen eine Kauterisation mei bis drei Episkleralvenen
durchgefuhrt wurde, um ein Glaukommodell bei dettdR@au bilden, lagen die 10D-
Werte um 1.5 bis beinahe 2 Mal hoher als der nardalchschnittliche 10D (Ahmed,
Chaudhary & Sharma, 2001; Mittag et al., 2000; lisg@haudhary & Sharma, 1998).
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2. Verteilung der RGZ

Die Typ I-Zellen stellten bei den SD-Ratten 18.98i den rcs-Ratten 13.7% und bei
den rcsGL-Ratten 7% des Zellpools dar (s. Abb. 9).

Die Mehrheit der retrograd geféarbten RGZ wurdeTaig II-Zellen identifiziert. Bei den
SD-Ratten reprasentierten die Typ lI-Zellen 77.88i den rcs-Ratten 76.6% aller
RGZ. Bei den rcsGL-Ratten war der Anteil der TygZdllen mit 89.6% wesentlich
hoher (s. Abb. 9).

Die Typ lll-Zellen bildeten in dieser Studie dieekiste Gruppe von RGZ. Bei den SD-
Ratten stellten sie 3.7%, bei den rcs-Ratten 9.3@b,den rcsGL-Ratten 3.5% aller
Zellen dar (s. Abb. 9).

Die oben beschriebene Zusammensetzung entsprichtdagr Verteilung von RGZ in
der Rattenretina (Dreher et al., 1985; Thanos, 1988

100 89.6

90 s O SD-Ratte
876.6
80 - O rcs-Ratte

70 7 B rcsGL-Ratte

185 13.7
) 9.7

01 | [Ty s

Typ | Typ I Typ Il
Ganglienzelltyp

Anteil der RGZn in %
(o)
o

Abbildung 9: Verteilung der retrograd gefarbten R@& drei Rattenstdmme je nach
Zelltyp in %. Die Stichprobe der RGZ betrug bei d&b-Ratten: Typ I-Zellen n°=10,

Typ lI-Zellen n°=42, Typ llI-Zellen n°=2; bei dews-Ratten: Typ I-Zellen n°=24, Typ

[I-Zellen n°=134, Typ llI-Zellen n°=17; bei den (6k-Ratten: Typ I-Zellen n°=8, Typ

[I-Zellen n°=103, Typ llI-Zellen n°=4.
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3. GrolRe und Morphologie der RGZ vom Typ [, I undlll

Abbildung 9: Lichtmikroskopische Abbildung einesrtlealen Schnittes durch die
Retina der rcsGL-Ratte (Abklrzungen in der Beschriftusighe S. 48).

Die Durchschnittswerte der Soma- und Dendritenfétdifen sowie die
Verzweigungshaufigkeiten der Dendritenbdume wuraerZellen aus den Feldern der
mittleren und periphereRetina, die eine niedrige Zelldichte aufweist, gemesdach
retrograder Farbung der RGZ mit Dil wurden dieses8tmgen bei allen drei
Rattenstammen durchgeftihrt.

In den meisten Féllen konnten stark gefarbte AXme@bachtet werden und Stellen, die
eine niedrigere Zelldichte aufwiesen, lieRen deldiDendritenbdume erkennen.

Die Abbildungen 11 bis 14 zeigen die mit dem Flgaenzfarbstoff Dil retrograd
gefarbten RGZ der mittleren und peripher®etina. Es gab einen deutlichen
Unterschied in der Zelldichte zwischen der zentrataittleren und periphereRetina.

Die hochsten Dichten wurden in der zentralRgtina und die niedrigsten in der
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periphererRetina gefunden. Aus diesem Grund wurden die RGZ ausnilfleren und
periphererRetina photographiert, da sie sich einigermal3en Ubenmggsfrei darstellten
und damit praziser zu vermessen waren.

Die Flache der retrograd gefarbten Somata und Dtenéeldflachen der RGZ variierte
nicht nur je nach Zelltyp und Rattenstamm, sondmroh zwischen Zellen desselben
Typs eines Rattenstammes. Diese Vielfalt der Zweldisionen und Morphologien
zeigte sich bei allen drei Rattenstammen, was ale [Standardabweichung erklart. Die
grof3te Vielfalt an Zellmorphologien und GroRen #eigich bei den RGZ vom Typ |l
(s. Abb. 11).

Die retrograd gefarbten Typ I-Zellen (Perry, 1978jgten gro3e Somata und grof3e
Dendritenfelder (s. Abb. 12, 15 und 16). Die TygdHen waren gleichmafig auf der
gesamtenRetina verteilt und anderten nicht wesentlich in GroRé minehmender
retinaler Exzentrizitat. Die Dendriten der Typ IH8a waren eher glatt und ihre Axone
relativ dick.

Die Gruppe der Typ ll-Zellen (Fukuda 1977; Perry799Dreher et al. 1985) war in
dieser Studie am haufigsten reprasentiert. Typellea besal3en kleine bis mittelgrof3e
Somata und kleine bis mittelgro3e Dendritenfelder Abb. 13, 15 und 16). Die
Eigenschaft des Dendritenbaumes, sich ,buschigvemzweigen, lie3 in den meisten
Fallen eine einfache Erkennung dieser Zellen zu Beispiele dieser Zellen siehe Abb.
11 und 13. Die primaren Dendriten waren dinn undzweigten sich nahe dem
Zellkorpers. Die kurzen gewundenen Aste erschiafieperlschnurférmig.

Die vollstandig retrograd gefillten RGZ vom Typ, lidentifiziert gemald den zur
Verfligung stehenden morphologischen Kriterien (Flak@977; Perry 1979; Perry and
Walker, 1981; Dreher et al. 1985) schienen diedotten Eigenschaften zu besitzen:
kleine bis mittelgroRe Somata und breite Dendrékeldr, im Durchmesser jedoch
schmal, sie ziehen sich in die Lange und weisenerdatine relativ geringe
Dendritenfeldflache auf (s. Abb. 14, 15 und 16).
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Abbildung 11: Verdeutlichung der Vielfalt von Momplogien und Dimensionen der

RGZ vom Typ Il anhand von 6 verschiedenen Typ
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d
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Abbildung 12: Retrograd gefarbte Zellen vom Tygel drei Rattenstamme.
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Abbildung 13: Retrograd gefarbte Zellen vom Typlér drei Rattenstamme.
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Abbildung 14: Retrograd gefarbte Zellen vom Typddr drei Rattenstamme.
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3.1. Somaflache der RGZ

Die grofdten Somata wurden bei den Zellen vom Tygargestellt. Die gemessenen
Werte waren bei den SD-Ratten am hochsten und mafbee den rcs-Ratten und
rcsGL-Ratten stufenweise ab (s. Abb. 15). Bei dBaRatten betrug die Somaflache
der Typ I-Zellen 74Qum?, bei den rcs-Ratten 538n2, und bei den rcsGL-Ratten 388
pHm2 (s. Tab. 1).

Die Somata der Typ ll-Zellen waren kleiner als &iemata der Typ I-Zellen, und
folgten einem &hnlichen stufenweisen Abfall in Grdfon SD-Ratten Uber rcs-Ratten
zu rcsGL-Ratten, so wie es bei den Typ I-Zellenchaeben wurde (s. Abb. 15). Bei
den SD-Ratten betrug die Somaflache der Typ lleteb45um?, bei den rcs-Ratten
426 um?, und bei den rcsGL-Ratten 2687 (s. Tab. 1).

Die Typ llI-Zellen zeigten die kleinsten Somata deei Zelltypen. Es bestanden keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den drei Rattemsen (s. Abb. 15). Bei den SD-
Ratten betrug die Somaflache der Typ lll-Zellen 4@, bei den rcs-Ratten 348n2,
und bei den rcsGL-Ratten 3062 (Tab. 1).

1200 -
* * *
1000 - * * oSD
l |_| '_| arcs
800 + m rcsGL
600 - l i

400 -
200 +
0 T T

Typ | Typ I Typ Nl Total

Somaflache (um?)

Ganglienzelltyp

Abbildung 15: Durchschnittliche Somaflachen der RB#%en der drei Rattenstdmme
(Bonferroni Test, p<0.05).
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Tabelle 1: Durchschnittliche Somaflachen der RGZ.

Rattenstamm Somaflache inum? (Durchschnitt: SD) und Stichprobe der Zellen (n°)

Typ | Typ Il Typ I Total
SD 740+ 227 (n°=3)  54%275(n°=7)  24@& 12 (n°=2) 543 280 (n°=12)
Rcs 538+ 167 (n°=11) 42@& 177 (n°=54) 343 71 (n°=6) 435 175 (n°=71)
RcsGL 388+ 147 (n°=8) 268 124 (n°=106) 306+ 159 (n°=4)  278& 129 (n°=118)

3.2. Dendritenfeldflachen der RGZ

Die grofdten Dendritenfelder wurden bei den ZellmvTyp | dargestellt. Die
gemessenen Werte waren bei den SD-Ratten mit &ldemhe von 8801%um?2 am
hdchsten. In der GréR3e der Dendritenfelder warel die Typ I-Zellen der rcs-Ratten
und rcsGL-Ratten &hnlich. Die Flache der Dendrékeld@r betrug 60279m?2 bei den
rcs-Ratten, und 62146m2 bei den rcsGL-Ratten (s. Abb. 16 und Tab. 2).

Die Dendritenfelder der Typ II-Zellen waren kleingls diejenigen der Typ I-Zellen.
Bei den SD-Ratten betrug die DendritenfeldflacheTdg 11-Zellen 47003um?, bei den
rcs-Ratten 2552Am2, und bei den rcsGL-Ratten 2414m2 (s. Abb. 16 und Tab. 2).
Die Typ llI-Zellen zeigten die kleinsten Dendritefdflachen der drei Zelltypen. Bei
den SD-Ratten wurden die niedrigsten Werte gemesg#mend die Werte bei den rcs-
Ratten und rcsGL-Ratten &hnlich hoch waren. Bei @&iD-Ratten betrug die
Dendritenfeldflache der Typ llI-Zellen 133@8n2, bei den rcs-Ratten 28252, und
bei den rcsGL-Ratten 24484n? (s. Abb. 16 und Tab. 2).
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Abbildung 16: Durchschnittliche Dendritenfeldflacheje nach RGZ-Typ der drei

Rattenstamme (Bonferroni Test, p<0.05).

Tabelle 2: Durchschnittliche Dendritenfeldflachesr KGZ.

Rattenstamm Dendritenflache ium? (Durchschnitt: SD) und Stichprobe (n°)

Typ | Typ Il Typ I Total

SD 88015+ 20248 47002+ 20494 13303+ 550 53349+ 26715
(n°=10) (n°=42) (n°=2) (n°=54)

rcs 60279+ 16713 25607+ 17204 26955+ 14002 30521+ 20585
(n°=24) (n°=134) (n°=17) (n°=175)

rcsGL 62146+ 31577 24147+ 18398 24484+ 11389 26912+ 21166
(n°=8) (n°=103) (n°=4) (n°=115)

3.3.  Verzweigungshaufigkeit der Dendritenbaume

Es erwies sich als bedeutend, die Verzweigungshieifi der Dendritenbdume bei
degenerierenden und regenerierenden RGZ zu mesdsersie ein Ausdruck von

regressiven Vorgangen am Dendritenbaum einzelrn@rZsein kann.

Die Verzweigungshaufigkeit der Typ I-Zellen war ¢Héchste unter den drei Zelltypen.
Bei den SD-Ratten betrug sie 34.3, bei den rcseRd8.6, und bei den rcsGL-Ratten
26.8 Verzweigungen der Dendriten pro Zelle (s. Abbund Tab. 3).
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Die Verzweigungshaufigkeit der Typ Il-Zellen warrigger als diejenige der Typ I-
Zellen. Sie betrug bei den SD-Ratten 31.6, beirdsrRatten 20.5, und bei den rcsGL-
Ratten 21.4 Verzweigungen der Dendriten pro Zsllé\pb. 17 und Tab. 3).

Die Verzweigungshaufigkeit der Typ lll-Zellen waiedgeringste, die unter den drei
RGZ Klassen beobachtet wurde. Sie betrug bei defR&iEn 9, bei den rcs-Ratten
11.4, und bei den rcsGL-Ratten 10 VerzweigungerDaerdriten pro Zelle (s. Abb. 17
und Tab. 3).

Verzweigungshaufigkeit

*

50 - N
™ oSD
40 A l l grcs
30 J mrcsGL
20 -
ﬂli
0 T T T
Typ | Typ I Typ il Total

Ganglienzelltyp

Abbildung 17: Verzweigungshaufigkeit der Dendriténme je nach RGZ-Typ und

Rattenstamm (Bonferroni Test, p<0.05).

Tabelle 3: Durchschnittliche Verzweigungshaufigkkst Dendritenbdume der RGZ.

Rattenstamm Verzweigungshéaufigkeit (DurchschnittSD) und Stichprobe (n°)

Typ | Typ Il Typ I Total
SD 34.3+4.9 (n°=4)  31.&11.5(n°=5) 9 (n°=1) 30.4+ 11.2 (n°=10)
rcs 28.6+ 6.3 (n°=16) 20.%5.7 (n°=13) 11.45.9(n°=10) 21.%9.1 (n°=39)
rcsGL 26.8+12.5(n°=6) 21.49.7 (n°=20) 1Q& 4.4 (n°=3) 21.3 10.6 (n°=29)
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3.4. Morphologische Anderungen von RGZ bei der ré3L-Ratte

Die Ganglienzellen in deRetina der rcsGL-Ratte zeigten im Vergleich zu den rcs-
Ratten und den SD-Ratten eine niedrigere Zelldidbies betraf sowohl die zentrale als
auch die mittlere und peripheRetina.

Da die Stichprobe der Typ I- und Typ llI-Zellen guind deren Seltenheit statistisch
irrelevant ist, wurden in der folgenden Datenauswey nur die Typ lI-Zellen in
Betracht gezogen.

Die RGZ der jungen rcsGL-Ratten erschienen im \&cl zu den RGZ der rcs-Ratten
vergroRert. Die Dendritenfeldflache der Typ Il-2Zell der 2.5 Monate alten rcsGL-
Ratten war um 63% grof3er als diejenige der als idlatbenutzten Typ Il-Zellen der
rcs-Ratten. Die Somaflache der Typ lI-Zellen war #en jungen 2.5 Monate alten
rcsGL-Ratten hoher als bei den alteren rcsGL-Ratdieb aber dennoch um 24%
niedriger als die Somaflache der als Kontrolle betem Typ 1l-Zellen der rcs-Ratten.
Die Somaflache der Typ IlI-Zellen der rcsGL-Rattéxl funachst kontinuierlich von
325 umz bei den 2.5 Monate alten Ratten auf 170hen8en 11 Monate alten Ratten.
Bei den 14 und 21 Monate alten Ratten fanden swhshothere Werte (s. Abb. 18 und
Tab. 4).

Die Dendritenfeldflache der Typ ll-Zellen der rcs®atten verhielt sich ahnlich wie
deren Somaflache. Zunachst erfolgte ein kontinicleel Abfall der Werte von 41577
pm? bei den 2.5 Monate alten Ratten bis auf 8564 hpanden 11 Monate alten Ratten.
Bei den 14 und 21 Monate alten Ratten fanden sitteile Werte (s. Abb. 19 und Tab.
4).
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Abb. 18: Entwicklung der Somaflache der Typ ll-2ellin Abhangigkeit vom Alter bei
der rcsGL-Ratte.
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Abb. 19: Entwicklung der Dendritenfeldflache derpTh-Zellen in Abh&éngigkeit vom
Alter bei der rcsGL-Ratte.
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Tabelle 4. Anderungen der Soma- und Dendritenfatdittn der RGZ vom Typ Il bei

der rcsGL-Ratte je nach Alter.

Alter Somaflache ium? Dendritenflache ipm?
Durchschnitt: SD und Stichprobe der Zellen (n°)
2.5 Monate 325+ 121 (n°=33) 4157% 11725 (n°=33)
9 Monate 205+ 38 (n°=19) 14718& 9253 (n°=19)
10 Monate 208+ 160 (n°=24) 1133% 9104 (n°=24)
11 Monate 170+ 38 (n°=11) 8564 5707 (n°=11)
14 Monate 279+ 110 (n°=11) 29716 11980 (n°=11)
21 Monate 242+ 114 (n°=5) 2846%* 11239 (n°=5)
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D. Diskussion

1. Das Glaukom

Das Glaukom stellt eine vielfaltige Gruppe von Rimksstérungen dar, mit einer
gemeinsamen Folg@ptikus-Neuropathie, die letztendlich zur Erblindung fllrtimar
als Offenwinkelglaukom bekannt, ist diese eine nlathe Krankheit, die einen
progressiven Verlust von RGZ und deren Axone diirsteas zur Entwicklung eines
progredienten Gesichtsfeldverlustes fihrt.

Beim chronischen Glaukom sterben nicht alle RG4cyleeitig; sie sterben tber die
Zeitdauer von mehreren Jahren oder Jahrzehntefiusbdiesem Grund ermoglicht das
langsame Fortschreiten d@ptikus-Neuropathie eine Untersuchung der noch lebenden
Zellen Uber einen langeren Zeitraum und das Bewadhee Zellen vor der Apoptose.

Der wichtigste é&tiologische Faktor, gegen welcheaddutende therapeutische
Bemihungen gerichtet werden, bleibt der erhéhteefiimpendruck (obwohl andere
Annaherungen auch in Betracht gezogen werden (Sshé@mPodos, 1994)). Beim
primaren Offenwinkel-Glaukom, Winkelverschluss unsekundarem Glaukom
entwickelt sich ein®ptikus-Neuropathie und fihrt zum Absterben von RGZ.

Die herrschenden Hypothesen bezlglich des Mechasiswmom 10D-vermittelten
Sehnervschadens erfassen die Kompression der Axonder Lamina cribrosa;
Ischamie in denlaminae; erhdhte Glutamatspiegel, die den Untergang vorZ RG
verursachen; und Stickstoffoxid-Synthetase (NOS)Sehnervenkopf (Shareef et al,
'99).

2. Die rcsGL-Ratte als Tiermodell des Glaukoms

Zur Untersuchung von retinalen Schaden, die durpkikGs-Neuropathie verursacht
wurden, werden Tiermodelle ben6étigt, die auch inmseélichen Gewebe nachweisbare
Aspekte von primdrem oder sekunddrem Glaukom dsthaBisher existierte kein

spezifisches Tiermodell, das unmittelbare Ahnlichkem humanen Glaukom hatte.
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Die rcsGL-Ratte ist eine genetisch mutierte rcadRéiRoyal College of Surgeons) mit
angeborenem Glaukom (Buphthalmus).

Bedingt durch einen Gendefekt, findet bei der restdrzunéchst eine Degeneration des
retinalen Pigmentepithels statt, die von einer Degation der Netzhaut gefolgt wird.
Die Photorezeptoren werden dabei geschadigt uradtent

Da die rcsGL-Ratte durch eine Spontanmutation aums cts-Rattenstamm entstanden
ist, kann das nicht-glaukomatdse Auge einer rcseRetw. dererRetina am ehesten als
Kontrolle zur druckgeschadigten rcsGL-Rattestina in Betracht gezogen werden.

Die in unserer Zucht erstmalig aufgetretene rcs@kdR hat sich als geeignetes
Tiermodell fur die Glaukomforschung erwiesen.

Die bisher Ublichen Tiermodelle des Glaukoms bdruatzinterschiedliche kinstliche
Techniken, damit erhthte 10D Werte erreicht werdgbliche Methoden sind die
Kauterisation von episkleralen oder limbalen Ve(Mittag et al., 2000; Shareef et al.,
1995; Garcia-Valenzuela et al., 1995), die Injgktion hypertrophischer Lésung in die
das limbale Kammerwasser aufnehmende Venen (Mdoak,el993; Morrison et al.,
1997; Johnson et al., 1996), trabekuldre LaserdRbagulation nach Injektion von
Schwarztusche in die Vorderkammer (Udea et al.81%%ler die Injektion von S-
Antigen (Mermoud et al., 1994).

Das Auge bei der rcsGL-Ratte muss, anders alsiésewnl kiinstlichen Tiermodellen des
Glaukoms, nicht chirurgisch oder chemisch maniptlierden, um einen erhéhten 10D
zu erreichen. Somit werden die RGZ einzig und mdlelurch erhéhten IOD geschadigt,
nicht etwa durch eventuelle Verletzung von Gewelsker oStress-Vermittelnden
Faktoren, die bei der Operation am Auge freigeset¢ztien.

Das bei der rcsGL-Ratte auftretende Glaukom korwan, den pathophysiologischen

Mechanismen her, dem kindlichen hereditaren GlauesnMenschen sehr nahe.

3. Augeninnendruck

Ursachlich fur den erhohten IOD bei der rcsGL-R&tecine erhohte Produktion von

Kammerwasser, die durch mehrere Ziliarkdrperanlapedingt ist. Wahrend der
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gesamten Dauer des Experimentes wiesen die rcs@erRainen erhtéhten 10D auf.
Mit fortschreitendem Alter der Ratten stieg der 1@&ch und nach leicht an.

Bei allen untersuchten rcsGL-Ratten lagen die drigdtpathologischen 1I0D-Werte Uber
16 mmHg. Der durchschnittliche IOD, der bei denGisRatten gemessen wurde,
betrug 24.4 mmHg (1.9-fach héher als der normal@ ¥on 13 mmHg bei Ratten).

4. Retrograde Farbung der RGZ

Langketten-Dialkylkarbocyanine, insbesondere deuofdszenzfarbstoff Dil (1,1'-
dioctadecyl-3,3,3’,3'-tetramethylindocarbocyaninerghlorate), werden weit verbreitet
als anterograde und retrograde neuronale Markgelien und in lebendigen, fixierten
Gewebe benutzt. Dil farbt Neurone gleichméaRig dutaterale Diffusion in die
Plasmamembran mit einer Geschwindigkeit von eta006 mm pro Tag im fixierten
Gewebe.

Der zum Markieren der Zellen verwendete Dil isthtiselektiv fur einen bestimmten
Ganglienzelltyp und bringt alle Zelltypen in ihrevormalen und degenerierenden
Silhouetten hervor (Mey & Thanos, 1993; Thanod.etl93; Thanos et al., 1992).

In den meisten Fallen konnten stark gefarbte Axbeebachtet werden und, an den
Stellen an denen die Zelldichte niedriger war, lithe Dendritenbdume entdeckt

werden. Diese Beobachtungen deuten auf eine angenmeeZellfarbung hin.

5.  Verteilung der RGZ

Die Verteilung der RGZ entsprach grob der Vertajluwie sie von Dreher et al. (1985)
und Thanos (1988) beschrieben wurde.

Die Typ ll-Zellen waren bei den rcsGL-Ratten miemn Anteil von 89.6% aller RGZ
um mehr als 10% haufiger reprasentiert als beize\ anderen Rattenstammen.

Der Anteil der Typ I-Zellen an den RGZ betrug bendcsGL-Ratten 7%. Damit waren
sie nur etwa halb so haufig reprasentiert als digp T-Zellen der zwei anderen

Rattenstamme.
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Die Typ llI-Zellen erfassten die kleinste GruppenRGZ. Bei den rcsGL-Ratten lag ihr
Anteil an allen RGZ bei 3.5%.

Da die Typ I- und Typ lll-Zellen selten sind und den rcsGL-Ratten gar noch seltener
aufzufinden waren als bei den zwei anderen Ratiemaen, war ihre Stichprobe
entsprechend auch geringer (s. Erlauterung von 8hbDaher ist ihr hier genannter
prozentueller Anteil, welcher alle drei Rattensté@amnbetrifft, nur begrenzt
aussagekraftig.

Es wurde der Untergang von RGZ bei Ratten und Affenh okularer Hypertension
beschrieben (Quigley et al. 1987, 1995; Garcia-valela et al., 1995; Selles-Navarro
et al., 1996; Laquis et al.,, 1998). Ahmed et aDO@® beschreiben einen RGZ-
Untergang von 3-4% pro Woche in Augen mit erhoh@.

Die hier vorgefundene Verteilung von RGZ bei des@t-Ratten kann durch das
frihere Absterben von groRen RGZ, wie die Typ ld uhZellen, erklart werden.
Laquis et al. (1997) beschreiben beim Affen einbemé Empfindlichkeit von grol3en
RGZ fir erhohten 10D. Kleinere RGZ, wie die Typ4eéllen, sind dagegen weniger
empfindlich gegenuber erhdhtem 10D. RGZ mit grofSmmadurchmesser sterben mit
hoherer Frequenz (Quigley et al., 1987).

6. Morphologie der RGZ

Vier bis sechs Wochen nachdem der Fluoreszenztdfbfil auf die Retina
aufgetragen worden ist, konnten stark gefarbte Axond deutliche Dendritenb&ume
beobachtet werden. Die vollstéandig retrograd gefiillRGZ waren deutlich zu
erkennen.

Die retrograd gefarbten Typ I-Zellen zeigten gr&@enata und grof3e Dendritenfelder
Die Dendriten der Typ I-Zellen waren eher glatteihxone relativ dick.

Typ ll-Zellen besaflRen kleine bis mittelgroBe Somatal kleine bis mittelgroRe
Dendritenfelder. Die Eigenschaft des Dendritenbayreeh ,buschig” zu verzweigen,

lie3 in den meisten Fallen eine einfache Erkenrdieger Zellen zu.
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Die RGZ vom Typ lll besalien folgende Eigenschafideine bis mittelgro3e Somata
und breite Dendritenfelder im Durchmesser, jedochm&l und sich in die Lange
ziehend. Folglich besal3en sie eine relativ geridgedritenfeldflache.

Die hier prasentierten Daten bestatigen friherecBtr Uber die Morphologie und
Ausdehnung der RGZ-Dendriten der Rattenretina (Broi®65; Fukuda, 1977; Perry,
1979, Perry & Walker, 1981; Dreher et al. 1985, idw 1988).

Die Soma- und Dendritenfeldflache der markiertenZR@®urden mit Hilfe eines
computergestiutzten Bildanalysesystems errechneieser Arbeit wurde die Flache der
Somata berechnet, nicht deren Durchmesser wie @geien Studien Ublich war, da die
Flache genauere Werte ergibt und einen genauereglieid der Somata ermdglicht.
Der Nachteil, den Somadurchmesser als Parameteul@gen, sind vor allem die nicht
rundlichen Somata mancher RGZ, bei denen ein Miétglaus langstem und kirzestem
Durchmesser gebildet wird (Schober & Gruschka, 97Tomputergestitzte
Bildanalysesysteme machten die genaue Errechnunigl@ehe des Zellkdrpers und des
Dendritenfeldes einer RGZ mdglich, eine Methodes duch von anderen Autoren
benutzt wurde (Moore & Thanos, 1996; Leak & Modrg97).

Die gemessenen Flachen der Somata waren bei deRa8Ba am hodchsten und
nahmen bei den rcs-Ratten deutlich stufenweise 2886-ab und bei den rcsGL-Ratten
um ~28%.

Die Somata der Typ II-Zellen folgten einem &ahnlicletufenweisen Abfall beztglich
der GrolR3e von SD-Ratten uber rcs-Ratten zu rcsGteRawie es bei den Typ I-Zellen
beschrieben wurde. Die Somataflachen der Typ llededler rcs-Ratte waren um ~22%
kleiner als diejenigen der SD-Ratten, diejenigen asGL-Ratten um etwa ~38%
kleiner als bei den rcs-Ratten.

Bei den Typ lll-Zellen bestanden keine wesentlicharierschiede zwischen den drei
Rattenstammen. Die Typ llI-Zellen waren sehr selied ihre Stichprobe daher auch
recht klein (s. Tab. 1). Deswegen sind die hier agaten Daten nur begrenzt
aussagekraftig und nur bedingt verwertbar.

Die deutlichen Wertunterschiede der Flachen wesédrdegenerative Prozesse bei den

rcs-Ratten und rcsGL-Ratten hin. Bei den rcs-Ratfenen wir von einer genetisch
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bedingten, bei den rcsGL-Ratten von einer 10D uadegisch bedingten Degenration
aus.

Die Flachen der gemessenen Dendritenfelder den-Bgllen waren bei den rcs-Ratten
und rcsGL-Ratten &hnlich und um ~30% niedrigebalsden SD-Ratten.

Auch die Werte der Dendritenfeldflachen der TyZ#&Hen waren bei den rcs-Ratten
und rcsGL-Ratten &ahnlich und um ~47% niedriger laés den SD-Ratten. Eine
Abnahme von Dendritenbaumchen deutet auf degewerstrgange hin, z.B. auf das
Wegfallen kleiner, peripherer Verzweigungen. Digsiikte in Ubereinstimmung mit
dem Funktionsverlust der RGZ bei rcs und rcsGLdradter Fall sein.

Fur die Typ lll-Zellen wurden bei den SD-Ratten dmedrigsten Werte der
Dendritenfeldflachen gemessen, wahrend die Wertedbe rcs-Ratten und rcsGL-
Ratten etwa doppelt so hoch waren. Da diese Zek#en sind, war ihre Stichprobe
dementsprechend kleiner (s. Tab. 2) und daher idie genannte Daten nur bedingt

aussagekraftig.

Die Retina der rcsGL-Ratte zeigte im Vergleich &n dcs-Ratten und den SD-Ratten
eine niedrigere Zelldichte. Dies ist bedingt dudeim glaukomatds verursachten Zelltod.
Daraufhin wurde die Auswirkung von erhdhtem IOD dig RGZ bei der rcsGL-Ratte
Uber eine langere Zeitdauer beobachtet.

Da die Stichprobe der Typ I- und Typ llI-Zellen guind deren Seltenheit statistisch
irrelevant ist, wurden in der folgenden Datenauswey nur die Typ ll-Zellen in
Betracht gezogen.

Die Dendritenfeldflache der Typ Il-Zellen war beard2.5 Monate alten rcsGL-Ratten
um 63% grof3er als diejenige der als Kontrolle beteat Typ 1l-Zellen der rcs-Ratten.
Die Somaflache der Typ Il-Zellen war bei den 2.5ndt@ jungen rcsGL-Ratten hdher
als bei den Alteren, blieb dennoch um 24% niedrigksr die Somaflache der als
Kontrolle benutzten Typ Il-Zellen der rcs-Ratten.

Die Somaflache der Typ lI-Zellen der rcsGL-Rattésl Zunéachst kontinuierlich ab;
allerdings fanden sich etwas héhere Werte bei deantl 21 Monate alten Ratten. Die
Somaflache der Typ II-Zellen der rcsGL-Ratten welthisich ahnlich wie deren
Dendritenfeldflache, d.h. sie wiesen einen zunakbstinuierlichen Abfall der Werte
auf, die von hoheren Werte bei den 14 und 21 Moaléé@ Ratten gefolgt wurden.

44



Diskussion

Obwonhl tber den Untergang von RGZ durch Apoptos&ugen mit erhéhtem IOD bei
Ratten und Affen berichtet wurde (Quigley et al8191995; Garcia-Valenzuela et al.,
1995; Selles-Navarro et al.,, 1996; Laquis et ab98), ist das Schicksal der
verbliebenen RGZ nicht ausreichend dokumentiert.witsl angenommen, dass die
Uberlebenden RGZ in Augen mit erhéhtem IOD entwad®rerandert bleiben oder
aufgrund des Raumes, der durch den Zelltod gesgtesidZellen geschaffen wird, an
Grolie zunehmen.

Schaden im visuellen System von sich entwickelndeatten, welche durch
Vakuumaspiration oder Injektion von kainischer ®aur dasTectum bewirkt werden,
fuhrten zur Abnahme der RGZ-Dichte in dRatina (Bahr et al., 1992, Carpenter et al.,
1986). Diese Autoren zeigten eine Zunahme in deme®pol3e der Uberlebenden RGZ.
Ahmed et al. (2001) beschrieben eine Zunahme vanaSond DendritenfeldgrofRe bei
allen Typen der Uberlebenden RGZ (I, Il und lll)der Retina von Ratten, bei denen
erhohter IOD durch die Kauterisation von zwei liddmaVenen erzeugt wurde. Sie
beschreiben eine schnellere Zunahme an Soma- undriBsnfeldgroRe bei den Typ I-
und Typ lll Zellen als bei den Typ lI-Zellen. Eingdgliche Erklarung dafur ware, dass
Typ |- und Typ Illl-Zellen schneller betroffen sindnd unter experimentellen
Bedingungen friher sterben als Typ II-Zellen. IBeobachtungen der durch erhéhten
IOD zugefugten Schaden der RGZ erstrecken sich fitadimal 10 Wochen. Es ist
durchaus denkbar, dass eine kurzfristige experilenErhdhung des 10D zu einer
vorubergehenden ,Anschwellung“ von Zellen fuhrtn&isolche Verédnderung ist beim
echten Glaukom und beim hier behandelten Glaukorethoitht beobachtet worden.
Die Mechanismen, die zu erh6hten Soma- und Demdeigergrof3en in Augen mit
erhohtem I0OD fihren, sind schwer fassbar. Es komtge Antwort auf kurzfristig
erhohten 10D sein, bei dem die Zellen ,anschwelleavor sie sterben. Da der Tod von
RGZ in Augen mit erhéhtem 10D langwierig ist, wihgenommen, dass die erste
Reaktion der Zellen eine Hypertrophie der SomatéAismed et al., 2001).

Der Unterschied zwischen dem hier vorgestellterrmiaglell und dem Modell von
Ahmed et al. (2001) besteht in der Dauer des Glaskavobei wir RGZ uber einen
langeren Zeitraum beobachtet haben. Wie im Experirven Ahmed et al. (2001)
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zeigte sich zunéchst eine mafige Hypertrophie @enafa und Dendritenfelder von
RGZ. Uber einen langeren Zeitraum hin wurde allegdiein Abfall der Somata- und
Dendritenfeldflachen beobachtet. Die Ursachen tiiesind vermutlich einerseits das
Absterben groRRer Zellen, die empfindlicher auf eirerhohten 10D reagieren, und
andererseits eine Atrophie aller Zellen, die Ubeere lAngeren Zeitraum dem erhdhten

IOD ausgesetzt waren.

Ein dritter wichtiger Parameter ist die Haufigkdér Verastelung der Dendritenbdume
unter den unterschiedlichen Typen von RGZ (Thano$988). Die
Veréstelungshaufigkeit wird definiert als die albsel Zahl der Bifurkationen im
Dendritenfeld einer Zelle. Es hat sich als wichtgrausgestellt, diesen Parameter zu
ermitteln, da er sich deutlich in degenerierended tegenerierenden RGZ verandert
(Thanos & Aguayo, 1988).

Die Verzweigungshaufigkeit der Dendriten aller R@&r bei den SD-Ratten um 42%
hoher als bei den rcs-Ratten und rcsGL-Ratten. [Btesin deutlicher Hinweis darauf,
dass bei den beiden mutierten Rattenstammen adctteatEbene der Ganglienzellen
degenerative Veranderungen ablaufen.

Die Dendritenveréastelung der RGZ Uber die Zeit kerivei der rcsGL-Ratte aufgrund
der zu kleinen Stichprobe nicht bewertet werderen@imalfig zeigten jedoch die
beobachteten Zellen eine Abnahme der Dendritenteduiig Uber die Zeit.

Ahmed et al. (2001) fanden nach einem erhohtem Kk®@r zehn Wochen keine
bedeutenden Unterschiede in der Zahl der primaesrdbXen der RGZ.

Die hier beobachtete niedrigere Verzweigungshaefigler RGZ-Dendriten bei den
rcs-Ratten und rcsGL-Ratten lasst sich moglichesgvauf den Gendefekt der rcs-Ratte,
durch den eine Degeneration des retinalen Pigmigméép und der Netzhaut auftritt,
zurUckfihren. Neben den Photorezeptoren kdnnen digcciRGZ dadurch geschadigt
werden und degenerieren, was die niedrigere Raamidikshaufigkeit ihrer
Dendritenbaume erklaren kdnnte. Es kdnnte aber auwh sekundare Degeneration
sein, die auf der Basis eines fehlenden visuelliagdhgs entsteht. Durch den Wegfall
der Photorezeptoren werden die RGZ funktionslos n@agjieren mit einer Reduktion
ihres Dendritenfeldes.
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E. Zusammenfassung

Das Glaukom stellt eine vielfaltige Gruppe von Rimksstérungen dar mit einer
gemeinsamen Folg®ptikus-Neuropathie, die letztendlich zur Erblindung fulDiese
chronische Krankheit, die mit einem progressivemlig von RGZ und deren Axone
einhergeht, fuohrt zur Entwicklung eines mit der tZeizunehmenden
Gesichtsfeldverlustes.

In der vorliegenden Dissertation wurden die Effettes erhohten Augeninnendruckes
an den retinalen Ganglienzellen bei genetisch metieRatten (sogenannte ,rcsGL-
Ratten”) mit angeborenem Glaukom (Buphthalmus)yaiert, um krankheitsbedingte
Zellveranderungen zu erfassen.

Durch die retrograde Féarbung der RGZ mit dem Flmerzfarbstoff Dil in fixiertem
Gewebe war es mdglich, die verschiedenen RGZ-Tylemeszenzmikroskopisch zu
unterscheiden und auf morphologische Veranderumgemtersuchen.

Alle untersuchten rcsGL-Ratten zeigten bilaterahpkgische |IOD-Werte, die Uber 16
mmHg lagen. Die dargestellte Zusammensetzung deir \dirschiedenen Zelltypen
entsprach grob der Ublichen Verteilung von RGZen Rattenretina.

Die grofdten Somata wurden bei SD-Ratten dargesteitt nahmen bei den rcs-Ratten
und rcsGL-Ratten stufenweise ab. Auch die héchéterte der Dendritenfelder und der
Verzweigungshaufigkeit wurden bei SD-Ratten gefunded waren bei den rcs-Ratten
und rcsGL-Ratten &hnlich niedriger.

Bei der rcsGL-Ratte wurde zunachst eine Hypert@pler Somata und Dendritenfelder
beobachtet, die Uber langere Zeit wiederum atrofgmneind an Grol3e abnahmen.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein erhohter Augendroek in unserem Tiermodell, zu
Gewebeveranderungen fihrt, die sich als Apoptosier oVeranderungen der
Zellmorphologie manifestieren. Dies trifft auch bler Glaukom-Erkrankung zu.

Die Ergebnisse sind fur das Verstandnis von zebulavorgangen beim Glaukom
wichtig, da sie den morphologischen und chronoldws Verlauf der Zellschadigung
darstellen und eine Grundlage fur die Entwicklungee eventuellen Therapie des
Glaukoms sein koénnten.

Die tierexperimentelle Arbeit wurde am 26.04.200Qrcth die Bezirksregierung

Munster genehmigt, und unter dem Aktenzeichen Nun@®$£2001 registriert.
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F. Abklrzungen

Abb.
Dil

GCL

INL

IPL

IOD

OFL
ONL
OPL
PBS
rcs-Ratte
rcsGL-Ratte
RF

RGZ

SD
SD-Ratte
Tab.

Abbildung
1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3-tetramethylindodarcyanine
perchlorate

Ganglienzellschicht (= layer)
innere nukleare Schicht
innere plexiforme Schicht
intraokularer Druck
aullere Faserschicht
aul3ere nukleare Schicht

auRere plexiforme Schicht
Phosphate-Buffered saline

Royal College of Surgeons-Ratte

Royal College of Surgeons-Glaukontdrat
rezeptives Feld

retinale Ganglienzellen
Standardabweichung (= deviation)
Sprague Dawley Ratte

Tabelle
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