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Zusammenfassung

Entwicklungsabhingige Expression von regenerationsspezifischen Proteinen in der
Netzhaut des Affen Callithrix jacchus und der Einfluss des ROCK-Inhibitors Y-27632
auf das axonale Wachstum der RGC in Marmosetaffen und Ratten

Wiese, Kristina

Das adulte zentrale Nervensystem zeigt eine begrenzte spontane Regenerationsfahigkeit
nach axonaler Verletzung, die mit Hilfe verschiedener neurotropher Faktoren oder
durch Inhibition intrazelluldrer Signalwege gesteigert werden kann. In der folgenden
Arbeit soll die altersabhéngige Expression von regenerations- und degenerationsassozi-
ierten Proteinen in der Retina des Marmosetaftens Callithrix jacchus analysiert werden,
um mogliche Ansatzpunkte fiir eine gezielte Beeinflussung des Regenerationsgesche-
hens zu identifizieren. Dabei wurden immunhistochemisch bekannte regenerationsasso-
zilerte Proteine wie z. B. GAP-43 oder Kristalline untersucht, aber auch die im Rahmen
des Morbus Alzheimer erforschten Proteine APP und B-Amyloid in der Primatennetz-
haut detektiert. Weitere immunhistochemische Farbungen wurden mit Antikérpern ge-
gen GFAP, osP;-Integrin, Brn-3b und Nestin an kryokonservierter Primatenretina ver-
schiedener Altersstadien durchgefiihrt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde mit Hilfe des etablierten in vitro-
Regenerationsmodells der Einfluss einer Blockade der intrazelluldiren Rho-Kinase auf
auswachsende Axone von adulten retinalen Ganglienzellen (RGC) der Ratte und post-
partalen Ganglienzellen des Callithrix jacchus analysiert. Der verwendete ROCK-
Inhibitor Y-27632 beeinflusste nicht das Wachstum der adulten RGC der Ratte, aber
hatte einen signifikant wachstumsférdernden Effekt auf die postpartalen Primatenzellen
hinsichtlich der Anzahl und Lénge der auswachsenden Axone. Dieser regenerationsfor-
dernde Einfluss war unabhédngig vom Zeitpunkt der Inhibitorzugabe (zu Beginn der in
vitro-Kultivierung bzw. nach 24h). Damit konnte in der vorliegenden Arbeit ein signifi-
kanter Effekt von Y-27632 auf die Axone der postpartale Primaten-RGC, nicht jedoch
auf adulte Zellen der Ratte nachgewiesen werden, welche offenbar zusitzliche Regene-

rationsstimuli nach einer axonalen Verletzung benotigen.
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1 Einleitung

1.1 Vorwort

Das periphere und zentrale Nervensystem bestehen aus einem komplexen Muster von
Verbindungen zwischen Milliarden von Neuronen und den sie unterstiitzenden Gliazel-
len. Diese lebenswichtigen Systeme nehmen Informationen aus der Umwelt und dem
Organismus wahr, verarbeiten sie und veranlassen stimulusabhingig eine moglichst
optimale Reaktion auf die eintretenden Verdnderungen. Nach einer Verletzung des aus-
differenzierten zentralen Nervensystems (ZNS) konnen die verletzten Axone jedoch
meist nicht {iber eine ausreichende Distanz hinweg regenerieren und auch die vom Axon
abgetrennten Nervenzellen sind meist nicht in der Lage, neue synaptische Verbindungen
zu bilden. Daher fiihrt eine Schiddigung der reifen ZNS-Neurone wie z. B. bei einem
Hirninfarkt, einer neurodegenerativen Erkrankung oder nach einer traumatischen Ver-
letzung, zu einem irreversiblen partiellen oder totalen Verlust neuronaler Zellen, der mit
einer Storung von Bewegung, Perzeption oder Kognition einhergeht. Diese permanen-
ten funktionellen Einbuflen stellen eine grofle soziale und finanzielle Belastung fiir die
Gesellschaft dar, so dass ein enormes wissenschaftliches Interesse an Forderung der
Regenerationsfahigkeit zentraler Neurone besteht. In der Forschung verfolgt man der-
zeit unterschiedliche Ansédtze zur Stimulation der zentralen Regenerationsfahigkeit: Ei-
nerseits wird versucht, durch Ersatz der zerstorten Zellen und Nervenbahnen mit Hilfe
von Stammzellen und peripheren Nerventransplantaten die neurologischen Defizite aus-
zugleichen, andererseits werden die intrazelluldren Signalwege nach Verletzung zentra-
ler Neurone bzw. Axone und wihrend ihrer Regeneration analysiert, um daraus thera-
peutische Interventionsmoglichkeiten abzuleiten. Im Rahmen dieser Arbeit wird zu-
ndchst die altersabhéngige Expression regenerationsassoziierter Proteine in der Netzhaut
des Marmosetaffen Callithrix jacchus untersucht und anschlieend mit Hilfe eines Inhi-
bitors der intrazelluldre Rho-anhéngige Signalweg wahrend der axonalen Regeneration
von Ratten- und Marmosetretina in Hinblick auf eine verdnderte Regenerationsleistung

analysiert.

1.2 ZNS-Regeneration und Ursachen fiir ihr Regenerationsdefizit

Wihrend das periphere Nervensystem (PNS) von Vertebraten und das ZNS von Am-
phibien und Fischen zeitlebens nach einer Verletzung mit einer axonalen Regeneration
und funktioneller Restauration reagieren konnen (Sperry 1944), geht diese Regenerati-
onsfahigkeit im Laufe der postmitotischen Reifungsprozesse im ZNS bei Vertebraten

verloren. Cajal begriindete 1928 diese fehlende Regeneration adulter zentraler Neurone



nach einer Verletzung der Nervenfasern mit den wachstumshemmenden Einfliissen im
ZNS, da dort im Gegensatz zum PNS keine Schwannzellen, sondern Gliazellen - wie
die Oligodendrozyten - die myelinisierten Axone umgeben (y Cajal et al. 1991). Erst
1981 konnte dieses Dogma der Nichtregenerierbarkeit zentraler Neurone durch David
und Aguayo aufgehoben werden, indem sie sie am Modell der Riickenmarksverletzung
bei Ratten ein Vorwachsen der zentralen Axone in ein peripheres Nerventransplantat
beobachteten (David et al. 1981). In einer wachstumspermissiven Umgebung sind adul-
te ZNS-Neurone daher grundséchlich zu einer axonalen Regeneration befdhigt, was in
nachfolgenden Studien auch fiir weitere zentrale Regionen wie dem olfaktorischen Sys-
tem (Friedman et al. 1985) oder dem Sehnerven (Vidal-Sanz et al. 1987) bestétigt wer-
den konnte. Diese Experimente lassen daher vermuten, dass zusétzlich zu dem Verlust
der intrinsischen Regenerationsfahigkeit postmitotischer ZNS-Neurone auch die
inhibitorischen Eigenschaften der glialen Zellen im ZNS eine entscheidende Rolle bei

dem zentralen Regenerationsdefizit spielen.

1.2.1 Inhibitorische Einfliisse der Gliazellen im ZNS

Die im Vergleich zum PNS reduzierte spontane Regenerationsfahigkeit adulter ZNS-
Neurone ist u. a. in der Ausbildung einer glialen Narbe an der Lésionsstelle und der
Anwesenheit inhibitorischer Proteine im Myelin begriindet. Zu diesem Myelin-
assoziierten Proteinen gehdren NogoA, das Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG)
und das Oligodendrozyten Myelin Glykoprotein (OMgp) (McKerracher et al. 1994;
Chen et al. 2000; Qiu et al. 2000; Wang et al. 2002; Schwab 2004), die das axonale
Wachstum mit Hilfe eines Trimerkomplexrezeptors (bestehend aus dem Nogo-Rezeptor
(NgR), Lingo und entweder p75 oder TROY, siehe unten) hemmen. Zusitzlich zu die-
sen Molekiilen werden im adulten ZNS auch weitere Proteine wie Semaphorin 4D und
5A (Moreau-Fauvarque et al. 2003; Goldberg et al. 2004), Ephrin B3 (Benson et al.
2005) und Netrin-1 (Ellezam et al. 2001) in den Oligodendrozyten wieder hochreguliert,
welche u. a. das axonale Wachstum durch eine Destabilisierung ihrer Wachstumskegel
hemmen. Neben diesem inhibitorischen Einfluss der glialen ZNS-Umgebung spielt aber
auch die unzureichende Versorgung der Neurone mit neurotrophen Faktoren eine Rolle

bei der unzureichenden Regenerationsleistung (s. u.).

Oligodendrozyten

Im Gegensatz zu dem im PNS von Schwann’schen Zellen gebildeten Myelin, werden
die Myelinscheiden im ZNS von Oligodendrozyten produziert und wirken als eine

elektrische Isolierung der Axone, welche essentiell fiir die Weiterleitung der Aktionspo-



tentiale sind. Die Oligodendrozyten besitzen verschiedene, bereits erwidhnte und am
endoplasmatischen Retikulum gebundene Proteine wie MAG, OMgp und NogoA, die
trotz unterschiedlicher Konfiguration an denselben Rezeptor NgR binden. Dieser Re-
zeptor benoétigt flir seinen neuritenhemmenden Effekt wiederum Co-Rezeptoren wie
LINGO-1 oder p75 bzw. TROY, um eine intrazelluldre Signalkaskade mit nachfolgen-
der Aktivierung der GTPase RhoA zu ermdglichen. Letztlich kommt der inhibierende
Effekt dieser Myelin-assoziierten Proteine {liber einen Rho-Kinase initiierten Kollaps
des Wachstumskegels am Ende des auswachsenden Axons zustande (Schwab et al.
1988; Fournier et al. 2001; Shao et al. 2005). Ein Ansatz zur Authebung dieser
inhibitorischen Signalkaskade bestand in der Entwicklung von anti-NogoA-Antikorpern
(Weibel et al. 1994; Cui et al. 2004) oder einer dominant negativen Form des Nogo-
Rezeptors in retinalen Ganglienzellen (Fischer et al. 2004), jedoch war der Effekt dieser
regenerationsstimulierenden  Versuche relativ  gering, sodass multifaktorielle

inhibitorische Einfliisse vermutet wurden.

Astrozyten

Neben den Oligodendrozyten spielen auch die im ZNS weit verbreiteten, sternformigen
Astrozyten bei einer Verletzung eine grofle Rolle. Nach einer lokalisierten Aktivierung
und Hypertrophie dieser Zellen fiillen sie die durch apoptotische Neurone entstandenen
Hohlrdume narbig aus und stellen durch die so entstandene Gliose eine mechanische
Barriere fiir auswachsende Axone dar (Graeber et al. 1988; Canning et al. 1996). Darti-
berhinaus werden von den reaktiven Astrozyten auch weitere inhibitorische Molekiile
wie Chondroitinsulfatproteoglykane (CSPG) und Tenascin gebildet, die zusitzlich zu
der physikalischen Barriere das Axonwachstum hemmen (Fawcett et al. 1999; Asher et
al. 2001). Andererseits exprimieren die Astrozyten auch neurotrophe Faktoren, Zytokine
und Extrazelluldirmatrix (EZM)-Molekiile wie Laminin, welche ein Neuritenwachstum
wiederum unterstiitzen (Silver et al. 2004). Die Astrozyten stellen also nicht nur den im
ZNS héaufigsten Zelltyp dar, sondern haben auch viele unterschiedliche Funktionen im

Regenerationsgeschehen, die im Einzelnen noch weiter erforscht werden miissen.

Mikroglia

Diese kleinen Gliazellen stammen urspriinglich von myeloiden Vorlduferzellen ab, die
vor der Entwicklung der Blut-Hirn-Schranke ins Hinrparenchym eingewandert sind
(Moore et al. 1996; Santambrogio et al. 2001). Sie sind damit Teil des mononukleér-
phagozytiaren Systems und erfiillen im ZNS Funktionen des zelluldren Immunsystems

wie die Phagozytose von Fremdkdrpern und Zellbestandteilen, Antigenpréasentation und



Eliminierung apoptotischer Zellen. Nach ihrer Aktivierung sammeln sie sich duch amo-
boide Fortbewegung am Léasionsort an, um mit Hilfe von neurotoxischen Substanzen
wie Stickstoffmonoxid oder Wasserstoffperoxid beschéddigte Nervenzellen zu
phagozytieren. Gleichzeitig beeinflussen sie die Immunreaktion der Lymphozyten und
Makrophagen iiber die Sekretion von Zytokinen wie dem Tumor Nekrose Faktor o
(TNF a). Nach Beseitigung der korperfremden oder korpereigenen Zellbestandteile for-
dern sie schlieBlich die Astrozytenproliferation und damit die Glianarbenbildung tiber
die Sekretion anderer Zytokine (Interleukin-1, Interferon-y), um dadurch weitere Im-
munreaktionen einzuschrianken. Auf der anderen Seite konnen Mikrogliazellen jedoch
auch wachstumsfordernde Faktoren wie Nerve growth factor (NGF), Laminin und Basic
fibroblast growth factor (bFGF) bilden und auf diese Weise die ZNS-Regeneration be-
einflussen (Nagata et al. 1993).

Gliose

Von Ramon y Cajal wurde schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts die Ausbildung einer
Wundheilungsnarbe nach einer Verletzung des Nervensystems beobachtet (y Cajal et al.
1991). Diese Glianarbe besteht zum Hauptteil aus reaktiven Astrozyten, welche durch
eine Uberexpression des glialen fibrilliren sauren Proteins (GFAP) gekennzeichnet
sind. Weiterhin sind an ihr Fibroblasten, Epithelzellen und Mikrogliazellen beteiligt, die
zusammen mit den aktivierten Astrozyten die durch eine Lésion entstandenen Hohlrdu-
me narbig ausfiillen (Fawcett 1997; Fawcett et al. 1999). Durch die Ausbildung dieser
Narbe soll neben dem eigentlichen Wundverschluss auch eine Abkapselung des besché-
digten Gewebes von der Umgebung erfolgen, um diese somit vor schidlichen Substan-
zen wie z. B. Bakterien und Zytokinen zu schiitzen. Dadurch hat die Bildung einer
Glianarbe neben dieser, flir die unmittelbare Umgebung protektiven Wirkung, auch den
Effekt einer physikalischen und chemischen Barriere, welche eine Regeneration der
zentralen Nervenzellen behindert. Allerdings sind an diesem inhibitorischen Effekt auch
malgeblich Molekiile aus den aktivierten Mikrogliazellen (TNF a, Stickstoffmonoxid)
und aus den reaktiven Astrozyten (CSPG, Tenascin und CD44) beteiligt (Chen et al.
2000; Asher et al. 2001).

1.2.2  Verlust des intrinsischen Regenerationspotentials

Neben der inhibitorischen Umgebung im ZNS und der glialen Narbe als physikalische
Barriere spielt auch die altersabhéngige Abnahme der Regenerationsfihigkeit der adul-
ten ZNS-Neurone eine wichtige Rolle bei ihrer unzureichenden axonalen Regeneration.

Im Gegensatz zu den Neuronen im PNS oder den zentralen Neuronen bei Fischen und



Amphibien zeigen die adulten ZNS-Neurone der Sdugetiere nach ihrer postmitotischen
Reifung und Entwicklung eine partielle bis vollstindige Abnahme ihres Regenerations-
potentials, welches sich in einer verdnderten Regulation von intrazelluldren Signalwe-
gen und damit der verdnderten Expression wachstumsassoziierter Faktoren widerspie-
gelt. Dagegen weisen ihre embryonalen Neurone noch eine starke Regenerationsfahig-
keit auf, die im weiteren postnatalen Verlauf zunehmend abnimmt. So zeigten in Expe-
rimenten von Goldberg et al. Axone von embryonalen RGC eine zehnmal hdhere
Wachstumsrate als in Kulturen mit postnatalen Gangliezellen (Goldberg et al. 2002),
wohingegen adulte ZNS-Neurone selbst in einer wachstumspermissiven Umgebung nur
eine geringe Regenerationsrate aufweisen (David et al. 1981; Vidal-Sanz et al. 1987).
Eine Reduktion dieser intrinsischen Regenerationsfahigkeit infolge der postnatalen Rei-
fung filihrt also insgesamt zu einer Vielzahl an neuen Reaktionsmustern im ZNS wie
einer verdnderten Neuritenregeneration in vitro (Mey et al. 1991; Vanselow et al. 1991),
einer anderen Affinitdt zu EZM-Molekiilen (Cohen et al. 1986; Hall et al. 1987), einer
verdnderten Reaktion auf Neurotrophine (Shen et al. 1999) und einer Modifizierung von

Zelladhdsionsmolekiilen und Rezeptoren (Cohen et al. 1989; Neugebauer et al. 1991).

Dieser postnatale Verlust der Regenerationsfahigkeit ist jedoch partiell reversibel und
kann durch geeignete Modulation der Umgebung, von intrazelluldren Signalwegen und
Genen oder durch extrinsische Faktoren positiv beeinflusst werden. Dabei korreliert die
Regeneration einiger Neurone z. B. mit der Expression von wachstumsassoziierten Fak-
toren wie dem growth associated protein-43 (GAP-43) (Meyer et al. 1994; Schaden et
al. 1994) oder Bcl-2, dessen Uberexpression in tectalen Explantaten zu einer verbesser-
ten Regeneration von adulten RGC fiihrt (Chen et al. 1997). Daneben soll auch die al-
tersabhéngige Abnahme den endogenen Gehaltes an cAMP (Cai et al. 2001) neben vie-
len anderen Faktoren wie dem in dieser Arbeit untersuchten Rho-Kinase-Signalweg
einen Einfluss auf das postnatal reduzierte Regenerationspotential der zentralen Neuro-

ne haben.

1.2.3  Mangel an neurotrophen Faktoren

Auch ein Mangel an neurotrophen Signalmolekiilen, welche die Differenzierung, das
Uberleben und die Regeneration von Neuronen beeinflussen, soll neben einer
wachstumsinhibitorischen Umgebung und einer altersabhdngigen Abnahme der intrinsi-
schen Regenerationsfihigkeit die Regeneration adulter Neurone nach einer Lision limi-
tieren. Zu diesen neurotrophen Faktoren werden der Nerve growth factor (NGF), Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4 (NT-

4) gezihlt, welche an transmembranire Thyrosinkinaserezeptoren binden und anschlie-



Bend intrazelluldre Signalwege aktivieren. Diese neurotrophen Faktoren werden in den
axonalen Zielgebieten der Neurone gebildet und iiber den retrograden, axonalen Trans-
port zu den Zellsomata transportiert (Oppenheim 1991). Nach einer Axotomie kommt es
jedoch durch die Unterbrechung dieser Zellwege zu einem Mangel an neurotrophen
Faktoren, sodass ein retrograder, vorwiegend apoptotischer Zelltod der Nervenzellen
eintritt. Dieser verzogerte, retrograde Zelltod ist dabei von der Art der Verletzung, der
Entfernung der Lésionsstelle vom Zellsoma und dem Alter des Tieres abhédngig (Mey et
al. 1993; Berkelaar et al. 1994).

Auch retinale Ganglienzellen exprimieren verschiedene Rezeptoren fiir neurotrophe
Faktoren, jedoch induzieren diese nach exogener Applikation nur eine moderat gestei-
gerte axonale Regeneration bzw. eine reduzierte Degeneration der neuronaler Zellen
sowohl in vitro, als auch in vivo-Experimenten (Mey et al. 1993; Peinado-Ramon et al.
1996). Dabei haben sich besonders BDNF und CNTF als effektive neurotrophe Wachs-
tumsfaktoren mit unterschiedlichen Wirkungen auf das Uberleben und die Regeneration
der RGC herausgestellt (Cui et al. 1999; Leaver et al. 2006; Pernet et al. 2006). Dieses
in Experimenten beobachtete limitierte Ansprechen der verletzten Zellen auf verschie-
dene neurotrophe Faktoren wurde einerseits mit einer verminderten Expression der Re-
zeptoren fiir neurotrophe Faktoren nach einer Verletzung begriindet (Cui et al. 2002;
Miotke et al. 2007), andererseits scheint auch die Bioverfiigbarkeit dieser Faktoren nach
intravitraler Applikation einen limitierenden Grund dazustellen (Leaver et al. 2006;
Lingor et al. 2008). Insgesamt scheinen jedoch nicht einzelne neurotrophe Faktoren,
sondern ihr synergistisches Zusammenspiel und ihre Kombination mit cAMP die

axonale Regeneration im adulten ZNS zu fordern (Lu et al. 2004; Logan et al. 2006).

1.3 Strategien zur Uberwindung des Regenerationsdefizites

Die Ganglienzellen in der Retina zeigen als typische Projektionsneurone nach einer
Verletzung ihrer Axone zwar ein geringes Aussprossen, jedoch keine axonale Regenera-
tion iiber lingere Distanzen und daher auch keine Reinnervation ihres urspriinglichen
Zielgebietes. Stattdessen erfolgt ein retrograder, axonaler Degenerationsprozess, an des-
sen Ende weniger als 10% der RGC regenerierende Axone aufweisen (Berkelaar et al.
1994; Fischer et al. 2000; Berry et al. 2008). Daher wurden in den vergangenen Jahren

zahlreiche Experimente zur Stimulation der axonalen Regeneration durchgefiihrt.

Das bei adulten RGC infolge postmitotischer Reifungsvorginge reduzierte intrinsische
Regenerationspotential ist partiell reversibel und wird u. a. durch die direkte neuronale

Umgebung beeinflusst. Durch die Transplantation eines peripheren Nervenendes (z. B.



Ischiasnerv) an den axotomierten Sehnerven kann diese wachstumsinhibitorische Um-
gebung tiberbriickt werden, so dass eine axonale Regeneration {iber mehrere Millimeter
in das periphere Nerventransplantat hinein erfolgen kann (So et al. 1985; Watanabe et
al. 1991; Heiduschka et al. 2000). Weiterhin konnen auf diesem Weg sogar funktionelle
Synapsen ausgebildet werden, welche eine Erholung des Pupillenreflexes, eine Ablei-
tung visuell evozierter Potentiale aus dem Cortex und eine einfach visuelle Perzeption
ermdglichen (Thanos et al. 1997).

Eine weitere Strategie zur Reduktion der RGC-Apoptose nach Axotomie besteht in der
intravitrealen Applikation von neurotrophen Wachstumsfaktoren (z. B. CNTF oder
BDNF) oder anderen trophischen Faktoren, welche der Erhoéhung des endogenen
cAMP-Gehaltes dienen (Monsul et al. 2004; Leaver et al. 2006; Logan et al. 2006).
Durch Kombination dieser beiden Methoden kann die axonale Regeneration in vivo und
in vitro sogar noch gesteigert werden (Cui et al. 1999; Cui et al. 2003). Ein weiterer
Faktor, welcher auch die Regeneration férdern kann, wurde in dem von Makrophagen
sezernierten Protein Oncomodulin gefunden, das neben cAMP einer der Hauptmediato-
ren der durch Linsenverletzung induzierten Inflammation sein soll (Yin et al. 2006).
Oncomodulin kann in Anwesenheit von Mannose und Forskolin (welches den cAMP-
Gehalt der Zellen erhoht) in vitro ein stirkeres neuronales Auswachsen als alle bisher
bekannten neurotrophen Faktoren bewirken (Benowitz et al. 2008) und zeigt auch in
vivo in Abhidngigkeit von cAMP eine ausgeprigte axonale Regeneration nach Quet-

schung des adulten Sehnervens (Yin et al. 2006).

Neben diesen wachstumsfordernden Faktoren kann auch ein Inflammationsprozess in-
folge einer Linsenverletzung mit nachfolgender Aktivierung von Makrophagen die
axonale Regeneration fordern (Leon et al. 2000; Fischer et al. 2001). Die neuritogenen
und neuroprotektiven Effekte sind dabei auf die Freisetzung intralentaler Faktoren wie
z. B. der Kristalline und auf die Auslosung einer intraokuldren Entziindung mit
Leukozyteninfiltration der Retina zuriickzufiihren. Durch die Linsenverletzung und die
nachfolgenden Prozesse konnen adulte RGC in einen aktiven Regenerationszustand
versetzt werden, so dass bis zu 40% der Ganglienzellen 14 Tage nach der Nervenquet-

schung iiberleben und ihre Axone in den zurvor gequetschten Nerven einwachsen.

Neben vielen weiteren Strategien wie der Modifizierung der Expression von regenerati-
onsassoziierten und anti-apoptotischen Genen oder der Implantation von Reparaturzel-
len kann auch die wachstumsinhibitorische Umgebung im ZNS zur Stimulation des
axonalen Auswachsens beeinflusst werden. Wie bereits erwihnt beeinflussen verschie-

dene myelin-assoziierte und nicht-myelin-assoziierte Proteine iiber einen Rho-GTPase-



abhédngigen intrazelluldren Signalweg das axonale Wachstum und die Regeneration,
indem sie den Kollaps der axonalen Wachstumskegel induzieren. Uber eine Blockade
dieses intrazelluldren Signalweges durch den in dieser Arbeit verwendeten ROCK-
Inhibitor Y-27632 soll die Hemmung der axonalen Regeneration partiell aufgehoben

werden (siche unten).

14 Modelle der Regeneration

Die Retina und die Ganglienzellaxone bieten als zentralnervoses Gewebe mit einem
geschichteten Aufbau und typischen ZNS-Eigenschaften wie myelinisierten Nervenfa-
sern ein gutes Modell zur Analyse neuronaler Regeneration bei Marmosetten und bei
Ratten. Durch geeignete Stimulation konnen auch adulte Neurone eine verstéirkte Rege-
nerationsleistung zeigen, indem einige Tage vor Explantation der Retina eine konditio-
nierende Quetschung des Sehnervens sowie eine Verletzung der Augenlinse vorge-
nommen werden (Ford-Holevinski et al. 1986; Bahr et al. 1988; Fischer et al. 2000;
Leon et al. 2000). Dadurch kann ein reproduzierbares und starkes Axonwachstum bei
der adulten Rattenretina induziert werden, jedoch miissen dabei auch Seiteneffeke die-
ser kombinierten Vorbehandlung, wie z. B. eine intraokulare Entziindung mit Aktivie-
rung des Immunsystems oder eine Aktivierung der intraretinalen Gliazellen auch in Be-
tracht gezogen werden (Fischer et al. 2000; Leon et al. 2000; Yin et al. 2003).

Im Gegensatz zur adulten Rattenretina zeigen die Ganglienzellen des Marmosetten
Callithrix jacchus eine spontane, starke Regeneration ohne konditionierende Vorbe-
handlung. Dadurch kénnen sowohl interagierende Seiteneffekte, als auch durch die
Verwendung von Kadaveraugen zusétzliche Tierversuche vermieden werden. In dieser
Arbeit soll mit Hilfe des Inhibitors Y-27632 ein intrazelluldrer, Rho-Kinase abhingiger
Signalweg blockiert und die dadurch verdnderte Regenerationsleistung adulter RGC der

Ratte und postpartaler Retina des Marmosetten analysiert werden.

1.5 Aufbau und Funktion der Retina

Als vorgelagerter Teil des Gehirns ist das Auge ein experimentell leicht zugéngliches
Organ, an welchem die typischen Eigenschaften und das Regenerationsvermdgen
neuronaler Zellen untersucht werden kdnnen. Die Retina ist als geschichtetes Organ der
lichtwahrnehmende Teil des Auges, in dem die optischen Signale in elektrische Impulse
umgewandelt, anschlieBend bereits integrativ verarbeitet und schlieBlich iiber den
Nervus opticus zu weiteren visuellen Verarbeitungszentren im Gehirn wie dem

Colliculus superior oder dem Corpus geniculatum weitergeleitet werden. Anhand einer



Grafik (siehe Abbildung 1) soll die Anatomie der Retina im Folgenden kurz vorgestellt

werden, da sie in dieser Arbeit als Regenerationsmodell zentraler Neurone fungiert.
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Quelle: in Anlehnung an (Weedman Molavi 1997).
Abbildung 1: Aufbau der Retina
Licht tritt zundchst durch die inneren retinalen Schichten hindurch und wird schlieflich in den Aufien-
segmenten der Photorezeptoren in ein neuronales Signal umgewandelt. Der bei diesem Prozess bendtigte
Sehfarbstoff Rhodopsin wird von dem retinalen Pigmentepithel aufgenommen und dort metabolisiert. Das
elektrische Signal wird iiber die Bipolarzellen in der inneren nuklearen Schicht zu den retinalen Gangli-
enzellen in der duferen nuklearen Schicht geleitet, welche als typische Projektionsneurone die gebiindel-
ten Axone des N. opticus ausbilden. Schon innerhalb der Retina erfolgt eine Modulation der elektrischen
Signale durch Horizontalzellen und amakrine Zellen, die als inhibitorische Interneurone v. a. der Kon-
trastverstdarkung der visuellen Signale dienen. Dariiberhinaus befinden sich in der inneren nukledren
Schicht die Zellkorper der Miillerzellen, deren Fortsdtze sich durch die gesamte Retina spannen. Diese
Miillerzellen sind spezialisierte Gliazellen, die zahlreiche Funktionen erfiillen, welcher ansonsten im

Gehirn von den Astrozyten tibernommen werden.

1.6 Proteinexpression in der Retina des Callithrix jacchus in verschiedenen

Altersstufen

Anhand von kryokonservierter Affenretina unterschiedlichen Alters wurde die Expres-
sion von verschiedenen regenerationsassoziierten Proteinen im Verlauf der Alterung
nachgewiesen. Dabei wurden fiinf verschiedene Altersstufen des Affen Callithrix
Jjacchus verwendet: fetales, postpartales Gewebe und Retina im Alter von 4 Wochen, 22
Wochen und 4.5 Jahre.
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GAP-43

Das Growth Associated Protein 43 (GAP-43) ist ein intrazelluldres Phosphoprotein, das
sowohl im peripheren als auch im zentralen Nervensystem nachgewiesen werden kann
und eine bedeutende Rolle beim Auswachsen der Axone, ihrer Lenkung und bei der
Entwicklung der neuronalen Plastizitit spielt (Benowitz et al. 1997). In der Retina wird
das Protein je nach Alter und Spezies in verschiedenen Schichten exprimiert und kann
durch externe Stimuli wie z. B. Ischdmie oder Axotomie auch beim adulten Tier erneut
hochreguliert werden (Doster et al. 1991; Meyer et al. 1994; Dijk et al. 2007). Neben
anderen Proteinen spielt GAP-43 bei der axonalen Regeneration eine zentrale Rolle, da
seine verminderte Expression nach der Reifung neuronaler Zellen mit der Abnahme des
Regenerationspotentiales im adulten ZNS in Verbindung gebracht wird (Benowitz
1997). Es steht daher mitunter im Zentrum des Interesses bei der Suche nach Mdglich-

keiten einer verbesserten neuronalen Regeneration im ZNS.

GFAP

Das Glial Fibrillary Acid Protein gehdrt zu den Intermedidrfilamenten, die im Zyto-
plasma von Gliazellen im ZNS vorkommen. In der Retina kann es in den Astrozyten
und Miiller-Zellen nachgewiesen werden, wo seine verstiarkte Expression das typische
Kennzeichen nach Stress oder Verletzung des ZNS darstellt. Studien zeigen aber auch
eine erhohte Bildung von GFAP bei hereditdrer Degeneration, nach Insult, bei altersbe-
dingter Makuladegeneration oder nach intravitrealer Injektion von bestimmten neuro-
trophischen oder Wachstumsfaktoren (Lewis et al. 2003). Die genaue Funktion des
GFAP ist bislang noch nicht vollstindig geklart, aber es spielt eine Rolle bei der Kon-
trolle der Zellform und der Beweglichkeit der Astrozyten sowie bei der Interaktion zwi-

schen Astrozyten und Neuronen im ZNS.

asf; —Integrin

Integrine sind transmembrandse Zellproteine, die als Rezeptoren fiir verschiedene extra-
zelluldre Matrixproteine fungieren und damit vielfdltige Funktionen wie Zellproliferat-
ion, -migration oder -differenzierung beeinflussen. asB; und sein Ligand Fibronektin
konnen in vielen Geweben wie auch der Retina nachgewiesen werden, wo sie haupt-
sachlich in den BlutgefiBwanden exprimiert werden (Brem et al. 1994). Brem und seine
Kollegen vermuteten daher, dass sie durch diese Omniprasenz in Gefden eine Rolle bei
der Lenkung von Lymphozyten, Monozyten, Thrombozyten und Blutgerinnungsfakto-
ren in die Retina spielen. In diesem Zusammenhang konnten die Integrine bei immuno-

logischen Erkrankungen wie z. B. Chorioretinitis und sympathische Ophthalmie von
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Bedeutung sein. Andere Studien beweisen eine Korrelation mit verschiedenen retinalen
Erkrankungen wie der diabetischen Mikroangiopathie oder der proliferativen
Vitreoretinopathie (Roth et al. 1993; Robbins et al. 1994), aber auch einen Zusammen-
hang mit physiologischem GefaBwachstum (Yang et al. 1993; Francis et al. 2002;
Milner et al. 2002) oder auch pathologischen Gefdllen in Tumoren (Kim et al. 2000). Im
Allgemeinen sind Integrine in eine Vielzahl von physiologischen und pathologischen
Prozessen involviert, weswegen ihre Lokalisation und Expression in der Retina des

Callithrix jacchus in dieser Arbeit diskutiert werden wird.

- und y-Kristallin

Kristalline sind Strukturproteine der Linse, die aber auch in geringerem Ausmal in der
Retina exprimiert werden (Xi et al. 2003; Andley 2007). Als stabile, kalziumionenbin-
dende Proteine und wegen ihrer Ahnlichkeit zu mikrobiellen Stressproteinen (Jaenicke
et al. 2001) wird ihnen eine zellprotektive Funktion zugesprochen. So konnte ihre ver-
mehrte Expression bei retinalem Stress durch starke Lichtexposition (Jones et al. 1999;
Sakaguchi et al. 2003), durch Ischdmie-Reperfusionsversuche (Yoshimura et al. 2003)
oder nach Verletzungen (Vazquez-Chona et al. 2004) nachgewiesen werden. Dariiber-
hinaus konnten aktuelle Studien einen das Axonwachstum in vitro und in vivo férdern-
den Einfluss zeigen (Liedtke et al. 2007; Fischer et al. 2008), so dass eine Assoziation
der Kristalline bei neurodegenerativen Erkrankungen und ZNS-Verletzungen ange-

nommen werden kann.

Brn-3b

Die intrazelluliren Brn-3 POU-Domén-Transkriptionsfaktoren spielen in Vertebraten
eine bedeutende Rolle wihrend der Differenzierung und dem Uberleben von Neuronen
in der Retina, im Innenohr und den Spinal- und Trigeminalganglien (Gan et al. 1996;
Xiang et al. 1996; Xiang 1998). Dabei weisen die einzelnen Subtypen zwar eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit besonders im Bereich ihrer DNA-Bindungsstelle auf, aber
durch gezielte Gendeletionsversuche der einzelnen Faktoren konnten sehr unterschiedli-
che Funktionen fiir Brn-3a, 3b und 3c nachgewiesen werden. Besonders die Brn-3b
knockout Experimente an Mausen haben bewiesen, dass dieser Faktor sowohl fiir das
Wachstum, die Wegfindung und die Biindelung von Axonen, als auch fiir die terminale
Differenzierung und das Uberleben der RGC erforderlich ist (Erkman et al. 1996; Gan
et al. 1999). Aber auch fiir die weiteren Brn-3-Subtypen konnten in den letzten Jahren
zunehmend Funktionen in der Retina identifiziert werden, obwohl sie hauptsidchlich

eine Rolle bei der Differenzierung von sensorischen und somatomotorischen Neuronen
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im Riickenmark und im Innenohr spielen. Dennoch scheint Brn-3a die dendritische
Stratifizierung in der IPL beeinflussen zu konnen (Badea et al. 2009) und Brn-3¢ kann
zum einen in Abwesenheit von Brn-3b das Axonwachstum férdern, zum anderen hat es
aber auch eine eigenstidndige Rolle bei der Ausbildung von ipsilateralen Projektionen im
Chiasma opticum (Wang et al. 2002). Trotz dieser neuen Erkenntnisse spielt v. a. Brn-
3b eine herausragende Rolle in der Entwicklung und Differenzierung der Retina, da
dessen Verlust zur Apoptose von 60-80 % der RGC, zur Disorganisation von Axonen in
der Retina und in der Sehbahn, zur Beeintrachtigung des optokinetischen Reflexes und
der licht-abhéngigen Pupillenreaktion und damit zu einer Verhaltensverdnderung der
Tiere fiihrt (Badea et al. 2009).

APP und p-Amyloid

Das transmembrandse Glykoprotein APP und sein Spaltungsprodukt B-Amyloid sind
besonders aus der Forschung der neurodegenerativen Erkrankungen wie M. Alzheimer
bekannt, da die extrazelluldre Ablagerung des AP in senilen Plaques neben Neurofibril-
len eines der wichtigsten pathophysiologischen Kennzeichen dieser Erkrankung darstellt
(Wisniewski et al. 1989). Seinem Vorlduferprotein APP wird aber nicht nur im Zusam-
menhang mit M. Alzheimer besondere Bedeutung zuteil, sondern auch seine verstirkte
Expression wihrend der neuronalen Differenzierung, nach ZNS-Verletzung oder wih-
rend der Bildung der Synapsen (Thinakaran et al. 2008) sind Anlass fiir weitere For-
schung auf diesem Gebiet. In der Retina dagegen spielen APP und das von ihm abge-
spaltene B-Amyloid eine Rolle bei der altersbedingten Makuladegeneration, dem Glau-
kom oder auch wéhrend des physiologischen Alterungsprozesses, so dass ihre altersab-
hingige Expression in der Retina des Callithrix jacchus in dieser Arbeit untersucht wer-

den soll.

Nestin

Das Intermedidrfilament Nestin gehort zu den Bestandteilen des Zytoskeletts, die der
Stabilitdt von Zellen dienen. Es wird besonders im Zytoplasma von multipotenten
Stammzellen und neuroglialen Vorlauferzellen im ZNS von Vertebraten exprimiert, so
dass es als deren Marker fungieren kann (Lendahl et al. 1990; Chen et al. 2002). Aber
auch in der Retina wird das Intermediérfilament altersabhingig in Neuronen und Miil-
lergliazellen gebildet, wobei allerdings zwischen verschiedenen Vertebraten starke Ex-
pressionsunterschiede bestehen (Mayer et al. 2003; Xue et al. 2006). Daher soll in dieser
Arbeit die altersabhdngige Synthese von Nestin in der Primatenretina analysiert und mit

anderen Vertebraten verglichen werden.
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1.7 Die Rho-Familie und seine Effektoren

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde anhand des Regenerationsmodelles der Affen- und
Rattenretina der Einfluss einer Blockade von ROCK - des Effektors der kleinen GTPase
RhoA - auf das Auswachsen von Neuriten in vitro analysiert. Dadurch soll das eingangs
beschriebene Regenerationsdefizit von adulten ZNS-Neuronen auf der Ebene eines in-

trazelluldren Signalweges beeinflusst werden.

Rho-GTPasen

Die kleinen GTPasen der Rho-Familie kommen in allen Sdugetieren, aber auch in ande-
ren Lebewesen wie Amphibien und Hefen vor. Dabei regulieren sie durch ihre Auswir-
kung auf das Aktinzytoskelett und die Mikrotubuli eine Vielzahl an physiologischen
Prozessen wie die Zellmotilitit, Zellproliferation und -migration oder auch die
Apoptose. Die 22 Rho-GTPasen der Mammalia kdnnen in acht Subfamilien unterteilt
werden (Aspenstrom et al. 2004), wobei RhoA, Rac und Cdc42 bei der Analyse der
neuronalen Regeneration die wichtigsten Rollen spielen. RhoA ist v. a. an der Formie-
rung von Stressfasern und fokalen Adhédsionskontakten beteiligt, wihrend Rac fiir die
Ausbildung von Lamellipodien und Cdc42 fiir die von Filopodien mitverantwortlich
sind. Strukturell weisen die 20-40 kDa kleinen GTPasen eine hohe Homologie von ca.
30 % interfamilidr und > 50% intrafamilidr auf (Takai et al. 2001).

Wie andere GTPasen kommen auch diese in zwei verschiedenen Aktivititszustdnden,
der aktiven GTP-gebundenen und der inaktiven GDP-gebundenen Form vor (siehe Ab-
bildung 2). Nach Austausch von GDP durch GTP kommt es zu einer Konformitétsénde-
rung, so dass GTP-gebundenes Rho an seine nachgeschalteten Effektoren binden kann.
Guanine nucleotide exchange factors (GEFs) sind dabei Aktivatoren dieser nachge-
schalteten Signalwege, da sie den Austausch von GDP gegen GTP katalysieren, wohin-
gegen die GTPase activating proteins (GAPs) die intrinsische GTPase-Aktivitit stimu-
lieren, so dass eine Hydrolyse des GTP zu GDP und somit ihre Inaktivierung erfolgt.
Eine dritte Gruppe der Regulatoren, die guanine nucleotide dissociation inhibitors
(GDIs), bilden einen Komplex mit den Rho-GTPasen und verhindern die Losung des
GDP vom Protein. Dariiberhinaus sind sie fiir den Transfer der GTPasen von der Zell-
membran zum Zytosol verantwortlich, wo diese in der inaktiven, GDP-gebundenen
Form vorliegen. Diese drei Regulatoren sind in weitaus hoherer Anzahl als die einzel-
nen Rho-GTPasen in der Zelle vorhanden, so dass deren Aktivitit je nach Stimulus sehr

fein reguliert werden kann (Schmandke et al. 2007).
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Effektoren

In der aktiven, GTP-gebundenen Form haben die GTPasen eine Vielzahl an nachge-
schalteten Effektoren wie z. B. die Rho-Kinasen ROCK I und II, Proteinkinase N
(PKN), Citronkinase und viele andere, zum Teil noch wenig erforschte Kinasen und
Strukturproteine. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt dabei auf den Rho-Kinasen, wel-
che nur durch GTP-gebundenes RhoA, aber nicht durch Rac oder Cdc42 aktiviert wer-
den. Allerdings entsteht aufgrund der vielen regulatorischen Querverbindungen zwi-
schen den Rho-Signalwegen das Problem, die unterschiedlichen Funktionen den einzel-
nen Kinasen zuzuordnen, da nach Aktivierung von verschiedenen GTPasen dhnliche
Effekte erzeugt werden konnen. So kann z. B. LIMK (LIM Kinase I und II), ein nachge-
schaltete Effektor von ROCK, auch durch die Serin/Threoninkinase PAK nach dessen
Aktivierung durch die GTPase Rac aktiviert werden. Dadurch kann die Phosphorylie-
rung von LIMK und die nachfolgende Inaktivierung von Cofilin sowohl nach Aktivie-
rung von Rho als auch von Rac erfolgen, so dass die Zuordnung einzelner Effekte nicht

immer auf eine einzelne Kinase zuriickfiihrbar ist (Ridley 2006).
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Abbildung 2: Rho/Rac GTPasen und ihre Aktinwirkung

Die Aktivierung der Rho-GTPase erfolgt iiber eine GTP-Bindung, wihrend durch eine intrinsische
GTPase vermittelte Hydrolyse des GTP zu GDP eine Inaktivierung der Rho-Kinase erfolgt. An diesem
Prozess sind auch Guaninnukleotidaustauschfaktoren und GTPase aktivierende Proteine beteiligt.
Sowohl GTP-gebundenes Rho, als auch aktiviertes Rac konnen tiber ROCK I oder Il bzw. iiber die PAK
Serin/Threonin Kinase LIMKs phosphorylieren und damit aktivieren. Durch die nachfolgende Inaktivie-
rung von Cofilin kommt es zu einer Formverdnderung von F-Aktin in Lamellipodien.
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1.8 ROCK 1 und II

Die seit den 1990er Jahren bekannten Rho-Kinasen I und II, welche durch GTP-
gebundenes RhoA aktiviert werden, phosphorylieren verschiedene Zielproteine, die
Einfluss auf das Zytoskelett und damit auch auf das Wachstum von Neuriten haben.
Strukturell sind ROCK Serin/Threonin-Kinasen, welche in zwei Isoformen unterteilt
werden: ROCK I (ROKP) und ROCK II (ROKa) weisen eine hohe sequentielle Ahn-
lichkeit von ca. 65 % in ihrer allgemeinen Aminosdurenstruktur und von 92 % in ihrer
Kinasedomine auf (Riento et al. 2003). Die Kinasedomdne befindet sich am N-
terminalen Ende des Molekiils, wihrend sich die Rho-Bindungssequenz am C-
terminalen Abschnitt des Mittelteils, der fiir dieses Protein typischen coiled-coil-

Domaine befindet.

Trotz der sehr dhnlichen Struktur der beiden ROCK-Isoformen unterscheiden sie sich in
ihrer Verteilung und daher auch in ihren Funktionen in vivo (Yoneda et al. 2005). Dabei
wird ROCK 1II hauptsédchlich im Gehirn wie z. B. im Hippocampus und im Kleinhirn
(Hashimoto et al. 1999) und ROCK I vorwiegend in nicht-neuronalen Geweben wie
dem Herz, der Lunge oder dem Skelettmuskel gebildet (Leung et al. 1996). Innerhalb
der Zelle weisen aber beide Isoformen eine dhnliche Verteilung auf: Der Hauptanteil
befindet sich im Zytosol, aber nach Bindung von aktiviertem RhoA kann es auch in der

Zellmembran oder in der Zellperipherie von auswachsenden Zellen beobachtet werden.

Regulation

Die Aktivierung der beiden ROCK-Isoformen erfolgt zum einen nach Bindung von
GTP-gebundenen RhoA an die entsprechende Rho-Bindungsstelle in der coiled-coil-
Doméne, zum anderen aber auch unabhidngig von Rho durch verschiedene Lipide wie
Arachidonsédure oder durch Sphingosylphosphorylcholine. Dariiberhinaus kann die Ak-
tivitdit von ROCK auch durch verschiedene Mechanismen inhibiert werden: entweder
durch eine autoinhibitorische Doméne, die durch Bindung an die N-terminale Kinase-
Region deren Aktivitit hemmen kann, oder durch andere kleine GTP-bindende Proteine
wie Gem oder Rad (Ward et al. 2002; Schmandke et al. 2007). Neben diesen Regulati-
onsmoglichkeiten kann ROCK I wihrend der Apoptose auch noch durch Caspase-3
aktiviert werden, indem die autoinhibitorische Domine proteolytisch abgespalten wird
und somit zu gesteigerter ROCK I-Aktivitit fiihrt.
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Substrate und Funktionen

ROCKSs phosphorylieren viele verschiedene Substrate, aber die leichten Myosinketten
(MLC) und die MLC Phosphatase (MLCP) gehoren zu ihren hauptséchlichen Zielprote-
inen durch welche sie die Anordnung des Zytoskeletts beeinflussen konnen. Durch die
Phosphorylierung der MLC kommt es zu einer gesteigerten Aktin-Myosin-Kontraktilitit
in nicht-muskuldren Zellen. Dariiberhinaus kann ROCK auch indirekt die Menge der
phosphorylierten MLC durch die Hemmung der MLC Phosphatase erhdhen und da-
durch die Zellkontraktilidt und die Formation von Stressfasern und fokalen Adhésions-

kontakten steigern.

Weitere wichtige Zielproteine der ROCKSs stellen die LIM Kinasen 1 und 2 (LIMK 1
und 2) dar, die auch bei der Aktinfilamentdynamik mitwirken. Durch die Phosphorylie-
rung der LIMKs wird der durch Cofilin vermittelte Abbau der Aktinfilamente gehemmt,
wodurch die Anzahl der bestehenden Aktinfilamente ansteigt. Allerdings konnen die
LIM Kinasen auch durch andere GTPasen wie Cdc42 oder Rac mittels einer anderen
Effektorkinase aktiviert werden, so dass dieser Effekt nicht fiir die ROCKs spezifisch

ist.

Dartiberhinaus existieren weitere nachgeschaltete Effektoren der ROCKs wie z. B. die
ERM-Proteine (Ezrin/radixin/moesin), CRMP2 (collapsin response mediator protein 2),
MAP2 (microtubule-associated protein 2) oder Adducin, die auch an der Regulation des
Aktinzytoskelettes beteiligt sind, aber in dieser Arbeit nicht im Vordergrund stehen
(Riento et al. 2003; Mueller et al. 2005; Schmandke et al. 2007).

Uber diese Vielzahl an Zielproteinen regulieren ROCKs die Kontraktilitit von nicht-
muskuldren Zellen und den Aufbau des Aktinzytoskeletts und kénnen somit unter-
schiedliche physiologische Prozesse wie die Zellproliferation und —migration, aber auch
die Zellmotilitit und die Ausbildung von Wachstumskegeln beeinflussen. Neuere Studi-
en weisen dabei trotz hoher sequentieller Homologie auf unterschiedliche Funktionen
der beiden ROCK-Isoformen hin. So soll eher ROCK 1 fiir die Ausbildung von Stressfa-
sern verantwortlich sein, wihrend ROCK II eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Mikrofilamenten spielt (Yoneda et al. 2005).

Klinische Relevanz der Rho-Kinasen

Aufgrund der hohen Relevanz der Rho-Kinasen bei der Regulation des
Aktinzytoskelettes wurde eine Hemmung dieses Signalweges auch klinisch erprobt. Der

ROCK-Inhibitor Fasudil wird in Japan klinisch bei der Therapie von zerebralen
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Vasospasmen nach Subarachnoidalblutung eingesetzt, aber auch bei der Therapie der
stabilen Angina pectoris oder der pulmonalen Hypertonie hat er sich wegen seiner
gefdaltonusrelaxierenden Wirkung in Studien als potentielles Medikament erwiesen.
Dartiberhinaus wird seine Wirkung auch bei anderen Erkrankungen wie bei Verletzun-
gen des Riickenmarks, M. Alzheimer, Multiple Sklerose oder bei neuropathischen

Schmerzen weiter erforscht (Mueller et al. 2005).

ROCKs im ZNS

Wie eingangs erldutert besteht im ZNS von Séugetieren ein Regenerationsdefizit von
adulten Neuronen, so dass eine spontane Regeneration von Axonen iiber eine langere
Distanz nach ihrer Verletzung ausbleibt. Dieses Regenerationsdefizit wird auf verschie-
dene Faktoren zurlickgefiihrt wie dem Fehlen neurotropher Faktoren oder der Ausbil-
dung einer physikalischen Barriere in Form einer glialen Narbe. Aber auch die Anwe-
senheit von inhibitorischen Molekiilen aus Myelin und aus dem Narbengewebe verhin-
dert ein spontanes, iber ldngere Distanzen anhaltendes Wachstum der Axone
(McKerracher et al. 2002; David et al. 2003). Diese das Wachstum inhibierenden Prote-
ine binden an Rezeptoren auf den Neuronen und ihren Wachstumskegeln, aktivieren so
die intrazelluldren Rho-GTPasen und fithren dadurch u. a. zu der nachfolgenden Akti-
vierung der Rho-Kinasen. Es kommt daraufthin zu einer Verdnderung der
Aktinpolymerisation und —depolymerisationsdynamik, die zu einem Riickzug des
Wachstumskegels (growth cone collapse) und zu einer allgemeinen Hemmung des
Wachstums fiihrt (Jalink et al. 1994; Lehmann et al. 1999). Dieser Mechanismus wird in
Abbildung 3 verdeutlicht: die aus dem Myelin stammenden Proteine wie z. B. Nogo,
Myelin associated glycoprotein (MAG) oder oligodendrocyte myelin glycoprotein
(OMgp) und  verschiedene  Molekiile aus dem  Narbengewebe  wie
Chondroitinsulfatproteoglykane (CSPG), Semaphorine und Ephrine verhindern eine
spontane Regeneration von adulten Neuronen im ZNS. Nach Bindung von Nogo, MAG
oder OMgP an einen gemeinsamen Trimerkomplexrezeptor, der aus einzelnen, nachein-
ander entdeckten Rezeptoren wie Nogo-66a (NgR), p75 Rezeptor fiir Neurotrophine
(p75"™) bzw. TROY und Lingo-1 besteht, kommt es zu einer Aktivierung der intrazel-
luldren Signalwege und damit zu einer Phosphorylierung der ROCKs (Kubo et al.
2007). Zusitzlich kann auch ein weiterer Neuriteninhibitor in den Oligodendrozyten,
RGM (repulsive guidance molecule) den Rho-ROCK-Signalweg iiber einen weiteren

Rezeptor namens Neogenin (auch bekannt als Netrin-1-Rezeptor) aktivieren.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der ROCK-Aktivierung
Die auf Oligodendrozyten exprimierten und wachstumsinhibitorischen Proteine MAG, Nogo und OMgp
binden an den gleichen Rezeptor NgR. Ein Trimerkomplex dieses Rezeptors aus NgR, p75SNTR bzw. TROY
und Lingo-1 vermittelt die inhibitorischen Signale von MAG, Nogo und OMgp zu den Neuronen, indem
Rho-GTPasen und ROCKs aktiviert werden. Zusdtzlich kann dieser intrazelluldre Signalweg auch iiber
einen weiteren Neuriteninhibitor auf Oligodendrozyten namens RGMa iiber einen anderen Rezeptor akti-
viert werden. Die durch ROCK induzierte Regulation nachgeschalteter Effektoren wie MLC, LIMK und
CRMP-2 fiihrt schlieflich zu einer Inhibition des Neuritenwachstums.
Dadurch dass viele unterschiedliche inhibitorischen Proteine iiber den gleichen
Rezeptorkomplex denselben intrazelluldren Signalweg auslosen konnen, stellt der Rho-
ROCK-Signalweg ein potentielles Angriffsziel fiir die Aufhebung dieser inhibitorischen
Myelinwirkung dar. /n vitro induziert die Aktivierung dieses Signalweges die Retrak-
tion von auswachsenden Neuriten und einen Riickzug der Wachstumskegel (Yamashita
et al. 2002), weswegen verschiedene Methoden der Inhibition dieses Signalweges er-
forscht werden. Durch Hemmung des Rho-Signalweges durch C3-Transferase, welche
Rho ribosyliert und inaktiviert (Lehmann et al. 1999), durch dominant-negatives Rho
(N19TRho) (Lehmann et al. 1999) oder durch den ROCK-Inhibitor Y-27632 (Ishizaki et
al. 2000) konnten bisher gute Erfolge im Sinne einer Authebung der Inhibition auf das
Auswachsen von Neuriten erzielt werden. Der Effekt des spezifischen ROCK-Inhibitors

Y-27632 auf auswachsende Axone soll in der vorliegenden Arbeit anhand von adulten
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Retinakulturen der Ratte und postnatalen Retinakulturen des Primaten Callithrix

Jjacchus néher untersucht werden.

1.9

Ziele der Arbeit

Fiir diese Arbeit wurden zundchst immunhistochemische Farbungen von retinalem Ge-

webe unterschiedlich alter Marmosetaffen angefertigt und anschlieend die Regenera-

tionsleistung von adulten RGC der Ratte und von postpartalen RGC des Marmosetten

nach Inhibition eines intrazelluldren, wachstumsrelevanten Signalweges analysiert.

Es sollten folgende Aspekte der Regeneration analysiert werden:

Identifizierung von ausgewihlten regenerationsassoziierten Proteinen in der Re-
tina des Affen Callithrix jacchus und ihre altersabhéngige Expression in fetalem,
postnatalem, juvenilem und adultem Gewebe. Einordnung dieser Ergebnisse in
die aus der Literatur bekannten Expressionsmuster und Funktionen der unter-
suchten Proteine sowie Vergleich dieser Proteinexpression in Primaten mit ande-

ren Mammalia.

Expression der Proteinkinasen ROCK I und ROCK II in der Retina der unter-

schiedlichen Spezies Ratte, Marmosetaffe und Mensch.

Semiquantitative Analyse einiger ausgewihlter Proteine mit Hilfe des Western

Blots in der Retina des Callithrix jacchus im Altersverlauf.

EinfluB des ROCK-Inhibitors Y-27632 (Calbiochem) auf auswachsende Axone
der postpartalen Affenretina und auf die vorbehandelte Rattenretina. Dabei sollte
die Dichte und Linge der auswachsenden Axone in den beiden verschiedenen
Tiermodellen und mit zwei unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen analy-
siert werden. Es sollten neue Erkenntnisse iiber Art und Ausmal3 der neuronalen
Regeneration nach Blockade des intrazelluldren, Rho-Kinaseabhdngigen Sig-

nalweges gewonnen werden

Vergleich der Auswirkung einer ROCK-Inhibition in vifro mit Ergebnissen aus

anderen in vivo und in vitro Modellen
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Affen:

Die WeiBbiischelaffen Callithrix jacchus werden vom Institut fiir Reproduktionsmedi-
zin in Familienverbdnden mit 2-10 Tieren gehalten und geziichtet (Haltungsgenehmi-
gung-Nummer G67/01). Die Tiere werden in klimatisierten Grofraumkéfigen (24°C,
50-55 % relative Luftfeuchtigkeit) mit artgerechten 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus gehal-
ten. Die Fiitterung erfolgt zweimal téglich mit einer Standarddiét (Affen Altromin 0633,

Altromin GmbH, Lage), einer Spezialnahrung und Leitungswasser ad libitum.

Die Totung der Tiere erfolgte bei den fiir diese Versuche verwendeten neugeborenen
Affen durch Dekapitation.

Fiir die nachfolgenden Versuche wurden uns freundlicherweise 5 Affenkadaver von
neugeborenen Tieren aus dem Institut fiir Reproduktionsmedizin zur Verfiigung gestellt.

Die Augen wurden auf Eis gelagert und moglichst schnell préaperiert.

Marmosetaffen wie der hier verwendete Weilbilischelaffe haben beziiglich der Haltung
und der experimentellen Versuche zahlreiche Vorteile. Sie sind klein, leicht zu héndeln
und bilden stabile monogame Zuchtpartnerschaften, wobei die Zucht im Gegensatz zu
Makkakenaffen das ganze Jahr moglich ist. Der Callithrix jacchus hat eine Tréachtig-
keitsdauer von 144 Tagen, kann zwei Schwangerschaften pro Jahr austragen und be-

kommt héufig Zwillinge oder sogar Drillinge.

Ratten:

Als Versuchstiere dienten weibliche und mannliche Albinoratten vom Stamm Sprague-
Dawley (Rattus Norvegicus) mit einem Gewicht von 180-250g, die von der Firma Char-
les River (Sulzfeld) bezogen oder im Tierstall des Universitdtsklinikums Miinster ge-

zuichtet wurden.

Die Ratten wurden paarweise in Standardkéfigen (Makrolonkifig) bei Raumtemperatur
(18-20 °C) unter einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und mit einer
Standarddiit (Altromin GmbH, Lage) und Leitungswasser ad libitum ernihrt.
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Die Versuche wurden mit Genehmigung des Regierungsprésidiums (s. Anhang) und
unter der Verantwortung von Prof. Dr. Dr. Thanos durchgefiihrt und entsprechend der
Tierschutzgesetze (gemal § 9a (1)) protokolliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die Regenerationsversuche insgesamt 13 Ratten

bendtigt.

2.2 Operationen an den adulten Ratten

Die Operationen an den adulten Ratten wurden nach vorheriger gewichtsadaptierter

Andisthesie und nach Feststellung der Schmerzfreiheit durchgefiihrt.

2.2.1 Instrumente und Material

Die fiir die Operationen verwendeten Instrumente (feine Pinzetten, Dumontpinzetten
Nr. 4 und 5, chirurgische Pinzetten, Kapsulotomie-, Vannas- und Priparationsscheren,
Faden- und Skalpellhalter mit Klingen, Knochenzange) stammen von den Firmen Du-

mont & Fils (Schweiz) und Hermle (Tuttlingen).

Die Operationen wurden mit Hilfe des Zeiss Operationsmikroskops (OMI 19-FC) bei 4-
16 facher VergroBerung durchgefiihrt.

2.2.2  Narkose, postoperative Wundversorgung und Totung der operierten Ratte

Nach dem Wiegen der Tiere wurde eine intraperitoneale Andsthesie mit 2mg Xylazin
(Xylazin 2%, Sanofi) und 12,5mg Ketamin (Ketanest 10%, Sanofi) pro 100g Korperge-
wicht durchgefiihrt. Das Narkosestadium, das ca. 1,5 Stunden anhielt, wurde durch das
Erlischen des Lidreflexes und des Zehenreflexes sichergestellt. Danach wurde die
Kopthaut der Ratte groBflachig rasiert und das Operationsgebiet mit einem Handstaub-

sauger erst grob gereinigt und anschlieBend noch mit Desinfektionsmittel behandelt.

Postoperativ. wurde auf die Wunde und Hornhaut eine antibiotische Salbe
(Gentamytrex, Dr. Mann Pharma) zur Prophylaxe von Wundinfektionen aufgetragen.
Weiterhin wurde das Tier allein in einen neuen Makrolonkifig mit frischem Streu ge-
setzt. In den folgenden Tagen erfolgte eine optische Kontrolle der Wundnéhte und des

Vitalzustandes des operierten Tieres.

Die Totung der Ratten erfolgte in einer CO,-Atmosphdre mit anschlieBendem manuel-

lem Genickbruch.
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2.2.3  Offene Quetschung (open crush) und Linsenverletzung (lens injury) bei

der adulten Ratte

Die Quetschung des Sehnervens und die nachfolgende Verletzung der Linse erfolgte
drei Tage vor der Explantation des Gewebes fiir das Regenerationsmodell in vitro, um
den das Neuritenwachstum stimulierenden Effekt dieser Nervenverletzung zu nutzen
(Béhr et al. 1988; Fischer et al. 2000). Die Operation erfolgte stets am linken Auge der

Ratte, um eine beidseitige Erblindung zu vermeiden.

Zunichst wurde das Tier mit Hilfe einer Maulklemme und Klebeband (Gewebeband,
Hartmann) auf dem Operationstisch fixiert. Danach erfolgte mit dem Skalpell ein 1,5cm
langer Sagitallschnitt in der Medianlinie des Stirnbeins. Die geloste Kopthaut wurde
nach lateral geschwungen und mit Hilfe eines chirurgischen Fadens (4.0, Ethicon) und
Gewebebandes am Tisch befestigt. Nachfolgend wurde am Orbitarand entlang des Os
frontale die bindegewebige Faszie vorsichtig unter Schonung der Blutgefifle durch-
trennt und damit ein Zugang zur Orbitah6hle geschaffen. Es erfolgte nun eine Partialre-
sektion des orbitalen Fettgewebes und der Trinendriise zur besseren Sicht in den
Retrobulbarraum. Aullerdem wurden kleine extraorbitale Muskeln durchtrennt, um mit
Hilfe von Haltefdden an deren Ansitzen den Bulbus aus der Orbitahdhle zu drehen bis
der N. opticus sichtbar wurde. Nach Freilegung des Sehnervens wurde das ihn umge-
bende Perineum ldngs mit einer Schere aufgeschnitten und der freie N. opticus an-
schlieend ca. 1 cm hinter seinem Eintritt in den Bulbus fiir 10 sec. mit einer Uhrma-
cherpinzette gequetscht (open crush). Danach blieb eine sichtbare Lésionsstelle am
Sehnerven zuriick. Besonders wichtig war bei diesem letzten Schritt der Erhalt der
retinalen Gefallversorgung, da die Art. centralis retinae in den Meningen des Sehnervs
verliuft. Die Uberpriifung der intakten retinalen Blutversorgung erfolgte funduskopisch
im Anschlufl an die Operation durch eine Applanation der Cornea. Dabei wurde die
Hornhaut mit einem Augengel (Vidisic Gel, Dr. Mann Pharma) benetzt und der Fundus
retinae durch einen Objekttrager auf der Cornea hindurch betrachtet. Bei einer guten
Perfusion der retinalen Gefdlle konnte eine Verletzung der Zentralarterie ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 4: Offene Quetschung des Sehnervens und Linsenverletzung

Zur Verstiarkung der axonalen Regeneration in vitro wurde nach der Quetschung des N.
opticus zusitzlich die Linse verletzt (siche Abbildung 4) und so eine traumatische Kata-
rakt induziert (Fischer et al. 2000). Zunichst wurde die Vorderkammer mit Hilfe einer
Glaskapillare punktiert, welche zuvor mit einem Elektrodenpuller (Narishige, Japan)
aus Glaskapillaren (50ul Einmalkapillaren, Brand, Wertheim) gezogen wurde. Dabei
wurden ca. 3ul Kammerwasser iiber einen kleinen Schlauch mit einem Mundstiick ent-
fernt, um den intraokuldren Druck zu senken. Anschlieend wurde der posteriore Anteil
der Linse transskleral punktiert und die Kapillare dabei mehrmals um die eigene Achse
gedreht, um den Einstichkanal zu vergroBern. Danach wurde entsprechend der Menge
an entnommenen Kammerwasser PBS (Phosphate Buffered Saline) injiziert, welches
die Auflosung der Linse fordert (Fischer 2000). Der Einstichkanal und die in den fol-
genden Tagen entstandene traumatische Katarakt zeigten die erfolgreiche Linsenverlet-

zung.

2.3 Retinale Gewebekultur

Zunidchst werden die Materialien und Ldsungen, anschlieBend die Explantation und

Priparation der Retina fiir die Kultivierung beschrieben.

2.3.1 Materialien, Losungen und Kulturmedien

S4- Medium

Die Firma Promocell produziert dieses serumfreie Medium auf der Basis von DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) als ,,Astrocyte Microglia Growth Medium Cus-
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tomer Formulation* (Needham et al. 1987). Nach Zugabe der drei separat gelieferten
Komponenten BSA + Fettsduren, Insulin und Choleratoxin setzt sich das Medium wie

folgt zusammen:

Substrat Konzentration Substrat Konzentration
Glucose 3,50 g/l MoO3 0,14 pg/l
Hepes 3,57 g/l ZnS0O4 x H20 0,29 pg/l
Insulin 5 mg/l Aminosduren:

Choleratoxin 0,01 mg/1 L-Alanin 3,6 mg/l
Putreszin 8 mg/l L-Asparagin 4,0 mg/l
Na2SeO3 4,3 ug/l L-Asparaginsiure | 4,0 mg/l
BSA, Fettsduren: L-Glutaminséure 4,3 mg/l
Rinderserumalbumin | 792 mg/1 L-Prolin 8,0 mg/l
Linolséure 1,51 mg/l Vitamine:

Linolensiure 1,00 mg/1 Vitamin C 1 mg/l
Spurenelemente: MgCI2 x 6 H20 40 mg/1
CrCI3 x 6 H20 0,27 g/l Biotin 0,024 mg/1
CuSO4 x 5 H20 0,25 pg/l DL-a-Liponsdure 0,12 mg/l
MnSO4 0,15 pg/l Vitamin B12 1,35 mg/l
Hank's Buffered Salt Solution, pH 7,5 (HBSS, Gibco):

Substrat Konzentration Substrat Konzentration
NaCl 8000 mg/1 Glucose 1000 mg/1
KCl 400 mg/1 NaHCO3 350 mg/1
KH2PO4 60 mg/1 Phenolrot 10 mg/1
Na2HPO4 48 mg/l

Substrate zum Beschichten der Kulturschalen:

Substrat Firma
Poly-D-Lysin (200 — | Sigma
400 kDa)

Laminin-1 Roche

Phosphat-Buffered Saline (PBS), Gibco:

Substrat Konzentration

NaCl O¢g
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Na2P0O4 x 2 H20 142 ¢
KH2PO4 0,27 g
Aqua destillata ad 1000 ml
Verbrauchsmaterial:

Nitrozellulosefilter (Sartorius): schwarz, Durchmesser 50 mm, PorengroB3e 0,45 pm
Filterpapier (Whatman): weil und steril
Petripermschalen (Vivascience): hydrophil, Durchmesser 60 mm, steril

Petrischalen (Greiner): steril, Durchmesser 35 mm

2.3.2 Gerite und Instrumente

Gerdte

Axiovert 135 (Zeiss): inverses Mikroskop mit Kamera und der dazugehoérigen
Software Axio Vision Release 4.7

Brutschrank: BB 6060 (Heraeus), Gaszufuhr von O; (55%) und CO; (5%), Temperatur
37°C

Gewebehacker: Mcllwain Tissue Chopper (Mickle Laboratory Engineering, USA)
Kaltlichtquelle (Schott): KL 1500 electronic

Priparations-Stereomikrokop (Zeiss): STEMI-SR

Sterilbank (Biohit-Helios)

Préparationsbesteck

Feine Pinzetten, Loffelchen, Skalpellhalter, Kapsulotomieschere (Hermle, Tuttlingen)
spitze und runde Skalpellklingen (Nr. 10, Nr. 11) (Feather)

2.3.3  Vorbereitung und Anlegen der Retinakulturen

Beschichtung der Petripermschalen

Fiir dieses Regenerationsmodell wurden die Kulturen in Petripermschalen angelegt,
deren diinner gaspermeabler Membranboden einen guten Gasaustausch des retinalen
Gewebes nach unten erlaubte (Halfter et al. 1984) und somit die kontinuierliche Be-

obachtung der auswachsenden Neuriten mit einem inversen Mikroskop ermdoglichte.
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Nach Letourneau (Letourneau 1979) hat sich als Substrat eine natiirliche
polykathionische Oberfliche fiir das Neuritenwachstum als gilinstig erwiesen. Laminin-1
(aus Maus-Engelbreth-Holm-Swarm Sarkom, Roche) erfiillt diese Anspriiche und ist
bisher damit das beste Wachstumssubstrat fiir retinale Axone (Smalheiser et al. 1984;
Ford-Holevinski et al. 1986; Bahr et al. 1988).

Das grofe extrazelluldre Glykoptotein Laminin besteht jeweils aus einer a-, f- und v-
Polypeptidkette, welche iiber Disulfidbriicken verbunden sind und eine kreuzformige
Struktur bilden (Timpl et al. 1979). Es stellt die Hauptkomponente der nicht-kollagenen
Glykoproteine der Basalmembran dar und ist dariiberhinaus an vielen Zell-Zell-

Interaktionen wie z. B. Adhésion, Migration oder Proliferation beteiligt.

Das Glykoprotein Laminin-1 kann durch die kombinierte Anwendung mit Poly-D-Lysin
die ansonsten nur miBige Adhésion des retinalen Gewebes an Laminin verbessern und
somit die Anzahl der auswachsenden Axone der RGC erhohen. Poly-D-Lysin (Sigma)
ist ein weiler kristalliner Feststoff, der an vielen Materialien wie z. B. Plastik oder Glas

haften kann und dadurch die Haftung der retinalen Zellen an die Kulturgefde fordert.

Die gasdurchldssigen Petripermschalen wurden unter sterilen Bedingungen zunichst mit
1,5ul Poly-D-Lysin in HBSS (entspricht 15pg/cm?) vollstindig bedeckt und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. Nach Entfernung der Fliissigkeit wurden die Petripermschalen drei-
malig mit HBSS gewaschen und anschliefend jeweils mit 1,5ul Laminin-1 in HBSS
(entspricht 1,5pug/cm?) gefiillt. Diese Schilchen wurden erneut bei 37°C fiir mind. 3

Stunden inkubiert und die Losung erst unmittelbar vor Explantation der Retina entfernt.

Explantation, Prdparation und Kultivierung

Das zuvor operierte linke Auge wurde mit einer gebogenen Priparationsschere
enukleiert und sofort in ein Gefdll mit eiskaltem, sauerstoffgesittigtem HBSS gegeben.
Die nachfolgende Préparation musste unter sterilen Bedingungen innerhalb von 30 min
erfolgen, damit die Zellen mdoglichst kurz der Sauerstoff- und Nahrstoffunterbrechung

ausgesetzt waren.
Folgende zuvor durchgefiihrten Arbeitsschritte unterstiitzten eine schnelle Praparation:

- Diinne Whatmanfilterpapiere wurden zuvor geschnitten, autoklaviert und im

Trockenschrank bei 90°C getrocknet

- Eiskalte HBSS-Losung wurde mind. 10 min in einem Falcon-Tube oxygeniert

bis es eine violette Farbe annahm und danach auf Eis gekiihlt
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- Das Priparationsbesteck und die abnehmbaren Teile des Gewebehackers wurden

mind. 15 min mit 70%igem Ethanol desinfiziert

Die Préparation des operierten Ratten- oder des Affenauges erfolgte unter sterilen Be-
dingungen an einer Werkbank mit einem Praparationsmikroskop bei 8-20facher Ver-

groBBerung.

Zunichst wurde das Auge kurz mit lod (Povidon-lod, Betaisadona®) desinfiziert, um
eine Kontamination mit Bakterien und Pilzen zu verhindern und vereinzelte Tierhaare
noch zu entfernen. Bei den nachfolgenden Schritten wurde stets darauf geachtet, dass
sich das Auge in steriler, sauerstoffgesittigter, eiskalter HBSS-Losung befand. Nach
Entfernung der Bindehautreste wurde mit einem spitzen Skalpell das Auge dquatorial
eroffnet und mit Hilfe einer Kapsulotomieschere der vordere Teil des Bulbus (Cornea,
Iris und Linse) kreisformig abgetrennt. Nach Ubertragung des hinteren Bulbusanteils in
eine frische HBSS-Schale wurde dieser durch vier Papillen-zentrierte Einschnitte in vier
kleeblattartige Quadranten unterteilt, so dass eine flichige Ausbreitung der Retina auf
einem Nitrozellulosefilter ermdglicht wurde. Die Retina konnte mit Hilfe von zwei fei-
nen Pinzetten und einem postpapilldren Schnitt von der darunterliegenden Sklera gelost
werden, so dass sie anschlieBend mit der retinalen Ganglienzellschicht nach oben zei-

gend auf dem Filter ausgebreitet werden konnte.

Der Filter wurde auf einem Whatmanfilterpapier leicht angetrocknet, wodurch zum FEi-
nen die Retina besser auf dem darunterliegendem Filter fixiert wurde und zum Anderem
der transparente, gelartige Glaskorper besser abgeldst werden konnte. Zuriick in einer
neuen Schale mit HBSS-Losung wurden die iiberstehenden Filterrdnder mit einem
Skalpell abgetrennt und dann die einzelnen keilformigen Retina-Filter-Stiicke auf die
mit HBSS angefeuchtete Arbeitsplattform des Gewebehackers gelegt. Dieser teilte die
Retina mitsamt dem Filter in acht (Ratte) bzw. zwolf (Affe) papillenzentrierte Sektoren,
welche anschlieBend mit der RGC-Schicht nach unten in die vorbereiteten
Petripermschalen (sieche Abbildung 5) gelegt wurden. Die einzelnen Sektoren wurden
vorsichtig peripher angedriickt und leicht angetrocknet, damit sie sich nicht sofort 16s-
ten, als ein Tropfen des vorgewdrmten Kulturmediums (S4-Medium) hinzugeben wur-
de. Nach zweistiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurde in jede

Petripermschale weitere 3ml S4-Medium gegeben, welches als serumfreies Kulturmedi-
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um unerwiinschtes Fibroblastenwachstum verhindern kann (Needham et al. 1987). Au-
Berdem verhinderte ein Antibiotikum, das zuvor dem S4-Medium (10.000 Einheiten
Penicillin/Streptomycin, Sigma) hinzugegeben wurde, eine Kontamination der Kultur
mit Bakterien im Brutschrank. Die weitere in vitro Kultivierung der RGC erfolgte kon-
stant bei 37°C, einem Sauerstoffpartialdruck von 55%, einem CO,-Partialdruck von 5%

und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100%.

Filter
ausgebreitete Retina

VAl

: £

Schritt 1
Ausbreiten und
Schneiden der

Retina

Schritt 2
Umdrehen des
Retinasegmentes

Kultur

Schritt 3 & 4
Explantation &

regenerierende Axone

Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung S: Explantation und Priparation der Retina

24 Bestimmung der Anzahl der regenerierenden Axone

Nach einer Kultivierungszeit von 72h wurden in den retinalen Explantaten des Affen
Callithrix jacchus und der zuvor operierten Ratte die in vitro auswachsenden Axone mit
Hilfe eines inversen Mikroskops (Axiovert 35) bei 200facher VergroBerung fotografiert
und anschlieBend am Computer mit Hilfe des Programmes Axio Vision 4.7 (Zeiss) ge-
zahlt. Fiir die Analyse der Axondichte wurden nur die Axone gewertet, die iiber eine
imagindre Linie mit 200um Abstand vom Filter hinausgewachsen sind. Dabei wurde
sowohl eine Doppelzdhlung von zuriickwachsenden Axonen, als auch die Unterschit-

zung von den in Faszikeln wachsenden Axonen moglichst vermieden. Dariiberhinaus
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wurden Explantate, deren Haftung an den Petripermschalen unzureichend war, von der
Analyse ausgeschlossen. Fiir die Bewertung der Axonldnge wurde die Anzahl der Neu-
riten bei in einem Abstand von 500pum und 800um vom Filterrand gezéhlt. Die so ge-
zahlten Axone wurden fiir die Berechnung des arithmetischen Mittels und der Standard-

abweichung der Versuchsgruppen herangezogen.

2.5 Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie

Die Immunhistochemie kann in einem Gewebe mit Hilfe von Antikorpern Proteine oder
andere Epitope als Antigen-Antikorper-Reaktion nachweisen. Der Primérantikrper
bindet spezifisch das gesuchte Epitop, wihrend sich der fluoreszenzmarkierte Sekun-
dérantikorper wiederum spezifisch an den Primédrantikdrper anlagert und so den Kom-
plex aus Antikdrpern und dem gesuchten Protein unter dem Fluoreszenzmikroskop

sichtbar macht.

2.5.1 Material und Gerite

Blockierungslosung:

Fotales Kélberserum 10% Seromed

Einbettungsmedium fiir Kryostatschnitte

Tissue-Tek Sakura
Fixierlosung

Paraformaldehyd (PFA) 40g

PBS ad 1000ml

Die Suspension wird unter Erwérmen bis zur Losung des Feststoffes geriihrt und danach
lichtgeschiitzt gelagert.

Eindeckelmedium

Mowiol 4-88 Hoechst

Gerdte

Kryostat 2800 Frigocut E Reichert-Jung



Mikroskop, Axiophot mit Epifluoreszenz
Fluoreszenzfilter 395 — 440nm

450 — 490nm

510 — 560nm

AxioCam HRc - Kamera,
Quecksilberhochdrucklampe HBO 100 W

Axiovision 3.0 Programm

Beschichtete Objekttrdiger

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Zeiss

Zeiss
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Nach Reinigung der Objekttrager (Engelbrecht, Edermiinde) mit absolutem Alkohol

wurden diese mit frisch filtrierter Beschichtungslosung (0,5% Gelatine (Sigma) und
0,05% KCr(SO4), x H,O (Merck)) behandelt und anschlieend in staubfreier Umgebung

luftgetrocknet.

Erstantikorper (alle IeG)

Anti-GFAP (mc, mouse) Verdiinnung 1:500 Sigma

Anti-Rhodopsin (mc, mouse) Verdiinnung 1:100 Chemicon International

Anti-GAP-43 (mc, mouse) Verdiinnung 1:500 Sigma

Anti-Creb (mc, rabbit) Verdiinnung: 1:500 Sigma

Anti-Laminin (mc, mouse) Verdiinnung: 1:1000 Sigma

Anti-Integrin agf; (mc, mouse) Verdiinnung: 1:100 Chemicon International

Anti-Integrin asfB; (mc, mouse) Verdiinnung: 1:100 Chemicon International

Anti-Neurofilament 200 (mc, mou- | Verdiinnung: 1:400 Sigma

se)

Anti-B-Kristalin (rabbit) Verdiinnung: 1:400 freundl. Gabe von Dr. BSA
Lab, India
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Anti-GFAP (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:80 Sigma

Anti-y-Kristallin (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:100 freundl. Gabe von S. Zieg-
ler

Anti-B-Amyloid (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:200 Abcam

Anti-B-Amyloid (mc, mouse) Verdiinnung: 1:500 Sigma

Anti-APP (mc, mouse) Verdiinnung: 1:100 Chemicon International

Anti-BDNF (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:500 Chemicon International

Anti-BACE-1 (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:200 Abcam

Anti-Brn-3 (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:1000 Covance

Anti-Nestin (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:200 Chemicon International

Anti-ROCK-1 (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:200 Sigma

Anti-ROCK-2 (pc, rabbit) Verdiinnung: 1:200 Sigma

Anti-B-Tubulin (mc, mouse) Verdiinnung: 1:500 Covance

Zweitantikorper (alle 12G)

Anti-Mouse-Cy-2 (goat)

Verdiinnung 1: 200

Jackson Immuno Research

Anti-Rabbit-Cy-2 (goat)

Verdiinnung: 1:200

Jackson Immuno Research

Anti-Mouse-TRITC (goat)

Verdiinnung: 1:300

Sigma

Anti-Rabbit-TRITC (goat)

Verdiinnung: 1:400

Sigma

2.5.2 Immunhistochemie an empfindlichen kultivierten Gewebe

Zum einen wurden immunhistochemische Farbungen an regeneriertem retinalem Gewe-

be zur Differenzierung der glialen oder neuronalen Herkunft mittels Firbungen gegen
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GFAP und der 200kDa Untereinheit der Neurofilamente (NF) durchgefiihrt. Zum ande-
ren konnte mittels der Immunhistochemie die Expression von verschiedenen Proteinen

wie z. B. ROCK I in auswachsenden Axonen in vitro nachgewiesen werden.

Die Farbungen an dem empfindlichen retinalen Gewebe wurden nach folgendem Proto-
koll durchgefiihrt:

- Medium abpipettieren und Gewebe mit vorgewarmten (37°C) PBS (pH 7,4) wa-

schen

- Fixierung des Gewebes mit vorgewédrmten Paraformaldehyd (4%) fiir 10 min bei

Raumtemperatur und anschlieBendem Waschen mit PBS (pH 7,4)

- Blockierung mit 12 ml FCS (10%) und 1000ul Triton (1%) bei 4°C fiir 2h, an-

schlieBend Losung abpipettieren

- Zugabe des mit FCS (10%) verdiinnten Primérantikorpers je nach Anweisung
und Inkubation bei 4°C iiber Nacht

- Gewebe 2 x 30min mit gekiihltem PBS waschen

- Zugabe des verdiinnten Sekundérantikorpers je nach Anleitung fiir mind. 1h und

anschlieBend das Gewebe 3 x 1h mit gekiihltem PBS waschen

- Einbettung des ausgeschnittenen Gewebes mitsamt dem Petripermschalenboden
in Mowiol (Hoechst 33258)

- Auswertung der Immunhistochemie mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops

2.5.3 Immunhistochemie an Kryoschnitten

Zur Detektion und Analyse der Expression verschiedener regenerationsspezifischer Pro-
teine in der Retina des Affen Callithrix jacchus wurden immunhistochemische Farbun-
gen an unterschiedlich alten Geweben (fetal, postpartal, 4 Wochen, 22 Wochen und 4.5
Jahre) durchgefiihrt.

Alle immunhistochemischen Firbungen an den 10pum dicken Kryoschnitten wurden
nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- Fixierung der Schnitte in Methanol (Merck) bei -20°C fiir 10 min
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- Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir jeweils Smin in PBS (pH 7,4)

- Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit FCS (10%) fiir 30min im Kiihl-

schrank

- Zugabe des mit FCS verdiinnten Primédrantikérpers entsprechend der empfohle-
nen Verdiinnung (auf Kontrollen wurde nur FCS gegeben) und Inkubation iiber

Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer
- Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir jeweils Smin in PBS (pH 7,4)

- Zugabe des Sekundérantikorpers entsprechend der Verdiinnung und einstiindige

Inkubation in dunkler Umgebung
- Waschen der Schnitte fiir 3 x 5 min in PBS (pH 7,4)
- Eindeckeln der Schnitte in Dapi-Mowiol (Hoechst 33258)
- Lagerung der Objekttrager in Dunkelheit bei 4°C

- Betrachtung und Auswertung der immunhistochemischen Férbungen unter dem

Fluoreszenzmikroskops mittels zugehoriger Bildanalysesoftware

2.6 Western Blot

Zum semiquantitativen Nachweis der altersabhéngigen Proteinexpression wurden in
vier verschiedenen Altersstufen der Affenretina ausgewéhlte Proteine mit Hilfe des
Western Blots nachgewiesen. Dabei muss zundchst das Proteingemisch mittels denatu-
rierenden SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
elektrophoresis) aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran iibertra-
gen werden, wodurch ein getreuer Abdruck des Proteingemisches entsteht (blotting).
Anschliefend sind die auf der Membran gebundenen Proteine der Immunodetektion
durch eine Antikorper-Antigen-Reaktion zugénglich.

2.6.1 Materialien und Losungen

Chemikalien

Acrylamid-Stammlésung (0,8% Bisacrylamid, 30% Acrylamid) (Roth)
APS (Ammoniumperoxodisulfat) (Roth)
BSA (Rinderserumalbumin) (Sigma)
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Bromphenolblau (37, 37", 57, 5"-Tetrabromphenol-sulphonaphtalein) (Sigma)
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)
Coomassie Brilliant Blue G 250 (Merck)

ECL (Enhanced Chemoluminescence) (Amersham)
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) (Sigma)
Ethanol (absol.) (J. T. Baker)

Glycerin (Roth)

Glycin (Merck)

Magermilchpulver fiir die Molekularbiologie (Merck)
- Mercaptoethanol (Sigma)

Methanol (Burdick & Jackson)

Natriumchlorid

Natriumazid

Phosphorsiure (Merck)

Ponceau-S (Sigma)

Precision Plus Protein Standards, Dual Color (BioRad)
Salzsdure

Saccharose (Merck)

SDS (Natriumlaurylsulfat) (Sigma)

TEMED (N, N, N, N'-Tetramethylendiamin) (Sigma)
Trichloressigsdure (Merck)

Tris (Tris-(hydroxymethyl) aminomethan) (Roth)
Triton X-100 (Sigma)

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-monolaurat) (Fluka)

Gerdte

GelgieBstand und Zubehor (Glasplatten, Spacer, Probenkdmme) (BioRad)
Elektrophoreseapparatur (Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System) (BioRad)
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)

Power Supply Modell 200/2.0 (BioRad)

Rontgenfilmentwicklungsmaschine: Curix 60 (Agfa)

Schiittler (Vibrax VXR, IKA)



Ultraschallhomogenisator UW 70 (Bandelin)
pH-Elektrode: pH-Meter 766 Calimatic (Knick)
Tischzentrifuge: 5415 C (Eppendorf)

GroBe Zentrifuge: 6K15 (Sigma)

Photometer: Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech)
Blockthermostat: BT 200 (Kleinfeld)
Thermogefall (Nalgene)

Pistill (Eppendorf)

Vortexer (Bender & Hobein)

Verbrauchsmaterial:

Kiivetten (Sarstedt)

Nitrocellulosemembran Hybond ECL (Amersham)
Rontgenfilme (Cronex 5; Agfa)

Whatmann 3 MM Filterpapier

Eppendorfgefdlie 1,5ml

2.6.2  Probenverarbeitung
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Die fiir die biochemischen Experimente verwendete Retina des Affen Callithrix jacchus

stammte aus dem laboreigenen, in fliisssigem Stickstoff bei — 80°C konservierten Pro-

benmaterial. Fiir den semiquantitativen Proteinnachweis im Western Blot wurden vier

verschiedene Altersstufen des Callithrix jacchus verwendet: postpartale, vier Wochen,
vier Monate und 4.5 Jahre alte Retina (eingefrorenes Material vom 14.01.04, 16.05.07,

29.08.06 und 16.05.07).

Nach dem Auftauen der Proben wurde das retinale Gewebe mit Lysepuffer zersetzt, mit

einem Pistill und 3 x 5 Ultraschallstofen mechanisch zerkleinert. Anschlielend wurden

die unléslichen Bestandteile abzentrifugiert und der Uberstand zum weiteren Gebrauch

abgenommen.

Lysispuffer

20mM Tris/HCL, pH 7, 5
300mM Saccharose
0,ilmM EDTA
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1% Triton
0,1% Mercaptoethanol
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets in PBS

2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung der
zuvor denaturierten Proteine fiir den Western Blot. Fiir die Proteindenaturierung wird
der Probe ein SDS-haltiger Probenpuffer zugesetzt und das Gemisch anschlieBend auf
90°C erhitzt, um die Sekundar- und Tertidrstruktur der Proteine aufzubrechen. Danach
folgt die Auftrennung der Proteine im 5-14%igen Polyacrylamidgel im elektrischen
Feld. Die SDS-Proteinkomplexe wandern entlang des elektrischen Feldes durch ein aus
Acrylamid bestehendes Sammel- und Trenngel zur Anode. Dabei bewegen sich kleine-
re Proteine schneller durch das engmaschige Netz der Gelmatrix, wihrend gro3ere Pro-
teine gebremst werden. Schlielich sind alle Proteine der Grofe nach sortiert und kon-

nen auf die Nitrozellulose-Membran iibertragen werden.

Folgende Losungen und Gele wurden fiir die Vorbereitung zum Western Blot verwen-
det:

Sammelgelpuffer: 0,5M Tris/HCI, pH 6,8
0,4% SDS

Laufpuffer: 250mM Tris
1,92M Glycin
0,1% SDS

Trenngelpuffer: 1,5M Tris/HCI, pH 8,8
0,4% SDS

Probenpuffer: 130mM Tris/HCI, pH 6,8
10% SDS
10% Mercaptoethanol
20% Glycerin
0,06% Bromphenolblau

Trenngel (Dichte 12%): Acrylamid 30% 12ml
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Trenngelpuffer (4x) 7,5ml
Aqua bidest 10,5ml

Sammelgel: Acrylamid 30% 3ml
Aqua bidest. 12ml
Sammelgelpuffer (4x) Sml

2.6.4  Proteintransfer und Immunoblotting

Da die Proteine in der Gelmatrix den Antikorpern nicht zugénglich sind, miissen sie
nach der elektrophoretischen Trennung auf eine diinne Membran aus Nitrozellulose
tibertragen werden. Nach dem Semi-Dry-Verfahren wurden das Gel, die
Nitrozellulosemembran und vier Whatmanpapiere in Transferpuffer getrdnkt und mit
Hilfe der Blotting-Apparatur ein Sandwich aus drei Whatmanpapieren, der
Nitrozellulosemembran, dem Polyacrylamidgel und weiteren Whatmanpapieren auf der
Anodenplatte erstellt. Nach der Entfernung moglicher Luftblasen wurde die Kathoden-
platte aufgesetzt und eine Spannung von 1mA/cm” angelegt. Zur Uberpriifung des Pro-
teintransfers wurde nach 1 Stunde der Blot gestoppt, die Membran mit Ponceau-Rot
reversibel gefarbt und anschlieBend mit Aqua dest. wieder entfarbt, so dass die Protein-
banden sichtbar wurden. Die so transferierten Proteine konnten nun {iber spezifische

Antikorperreaktionen nachgewiesen werden.

Transferpuffer: 25mM Tris
192mM Glycin 20% Methanol

Ponceau-S-Férbelosung: 0,2% Ponceau-S

3% Trichloressigsdure

Die auf die Nitrozellulosemembran iibertragenen Proteine waren nun der immunologi-
schen Detektion mit Hilfe von Antikdrpern zugénglich. Dabei wurde nach folgendem

Protokoll vorgegangen:

- Blockade  unspezifischer = Bindungsstellen  durch  Inkubation  der
Nitrozellulosemembran in einer Proteinblocklosung (Magermilchpulver in
TBST)

- Waschen: 1 x 15 min und 3 x 5 min in TBS-T
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- Inkubation des mit TBS-T und BSA verdiinnten Primérantikorpers iiber Nacht
bei 4°C

- Entfernung von {iiberschiissigen Antikorper durch dreimaliges Waschen mit

TBS-T fiir je Smin

- Zugabe des Peroxidase-gekoppelten und mit TBS-T verdiinnten Sekundéranti-

korpers fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
- Waschen fur 1 x 15 min und 3 x 5 min in TBS-T
- Nachweis der Proteinbanden durch eine Chemilumineszenzreaktion

Fiir die Nachweisreaktion wurde die Membran in Mischung aus ECL 1 und ECL 2
(Verhiltnis 1:1) fiir Imin inkubiert und in Haushaltsfolie eingeschlagen. Die durch die
Reaktion der Peroxidase mit ECL entstehende Lumineszenz konnte durch Belichtung

eines Rontgensfilms sichtbar gemacht werden.

Tris-buffered saline-Tween (TBS-T): 10mM Tris/HCI, pH 7,6
150mM NaCl
0,1% Tween-20

Primérantikorper:

Anti-GAP-43 (polyclonal, Quelle: rabbit, Chemicon International), Verdiinnung: 1:2000
Anti-Brn-3b (polyclonal, Quelle: rabbit, Covance), Verdiinnung: 1:2000

Anti-Nestin (polyclonal, Quelle: rabbit, Chemicon International), Verdiinnung: 1:1000
Anti-y-Kristallin (polyklonal, Quelle: rabbit, Dr. BSR Lab., India), Verdiinnung: 1:700
Anti-Calnexin (polyklonal, Quelle: rabbit, Sigma), Verdiinnung: 1:10.000

Anti-Aktin (polyclonal, Quelle: rabbit, Sigma), Verdiinnung: 1:1000

Anti-GAPDH (polyclonal, Quelle: rabbit, Sigma), Verdiinnung 1:100.000

Peroxidase-konjugierter Sekundarantikorper:

Anti-rabbit IgG (Peroxidase-konjugiert, Quelle: goat, Sigma), Verdiinnung: 1:50.000
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2.7 Experimente mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 in vitro

Der ROCK-Inhibitor Y-27632 hat in bisherigen Studien (Lingor et al. 2007; Lingor et
al. 2008; Ahmed et al. 2009) einen positiven Effekt auf die axonale Regeneration und
das Uberleben der RGC gezeigt. In dieser Arbeit soll der Effekt anhand des hier ver-
wendeten Regenerationsmodelles an adulten, zuvor operierten Ratten und an un-

behandelten Affenaugen in vitro getestet werden.

Die Ratten wurden nach dem oben genannten Vorgehen operiert und 72h spiter wurden
die Augen innerhalb eines Zeitfensters von 25min explantiert und kultiviert. Der Kultur-
schale wurde drei Stunden nach Préparation zusétzlich zum S4-Medium (3ml,
Promocell) der ROCK-Inhibitor Y-27632 (Calbiochem) in einer Konzentration von 50
bzw. 100uMol zugesetzt. In der Kontrollgruppe wurde zu den Explantaten unter ansons-
ten gleichen Kulturbedingungen nur 3ml S4-Medium gegeben. Analog wurde bei den
zuvor unbehandelten Affenaugen vorgegangen, jedoch wurde eine dritte Gruppe, bei
welcher der ROCK-Inhibitor erst nach 24-stiindiger Vorinkubation im Brutschrank zu-
gesetzt wurde, geschaffen, um einen zeitlichen Unterschied der Rho-assoziierten

Proteinkinase-Inhibition zu analysieren.

Nach 72-stiindiger Kultivierung der Retina wurden die Dichte und Linge der auswach-
senden Neuriten mit dem Programm Axio Vision 7.4 (Zeiss) ausgewertet und mit der

Kontrollgruppe verglichen.

2.8 Statistik

Die im Rahmen der Regenerationsstudie erhobenen Daten iiber die Anzahl und Lange
der auswachsenden Axone in den Retinaexplantaten in vitro sind als Stichproben aufzu-
fassen und wurden der statistischen Analyse unterzogen. Nach der Priifung des Vorlie-
gens bzw. Fehlens einer Normalverteilung der Daten wurden die entsprechenden statis-
tischen Tests fiir unabhéngige Stichproben angewendet. Neben einer deskriptiven Statis-
tik mit Berechnung von arithmetischen Mittelwerten, Standardabweichungen und Va-
rianzen wurde auch die Signifikanz der Daten aus der Experimentalgruppe und Kont-
rollgruppe mit Hilfe des Programmes SPSS (IBM, USA) unter Annahme eines
Signifikanzlevels von a < 0,05 tiberpriift.
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3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden zunéchst die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse
von regenerationsassoziierten Proteinen in der Affenretina vorgestellt, anschlieend
folgt die semiquantitative Analyse einiger ausgesuchter Proteine mit Hilfe des Western
Blots. Danach werden die Daten aus den Regenerationsstudien an der Affen- und Rat-
tenretina getrennt nach Experimental- und Kontrollgruppe vorgestellt, wobei der Ein-
fluss des ROCK-Inhibitors Y-27632 auf das axonale Wachstum der RGC in vitro analy-

siert werden soll.

3.1 Expressionsanalyse bestimmter regenerationsspezifischer Proteine in der

Retina des Affen Callithrix jacchus

Zur immunhistochemischen Analyse der Proteinexpression wurden Kryoschnitte der
Affenretina aus finf Altersstufen durchgefiihrt: fetale, postpartale, 4 Wochen und 22
Wochen, sowie 4.5 Jahre alte Retina des Callithrix jacchus. An diesen Schnitten wurden
die entsprechenden Antikorperfirbungen und die Negativkontrollen (nicht gezeigt)
durchgefiihrt, welche im Nachfolgenden aufgefiihrt sind.

3.1.1 Die Entwicklung der Retina des Callithrix jacchus

Die retinale Entwicklung wéhrend der Fetalzeit verlduft dhnlich wie bei Makkakenaffen
oder Menschen (Mann 1964; Hendrickson 1992; Hendrickson et al. 1992), allerdings ist
beim Marmosetaffen die neonatale Unreife und schnelle postnatale Entwicklung der
Retina auffallend (Hendrickson et al. 2006). In dieser Arbeit wurden
immunhistochemische Farbungen an der peripheren, v. a. an der midperipheren
Marmosetretina durchgefiihrt, welche sich im ersten Drittel auf der Strecke zwischen
der Papilla nervi optici und dem duferen Rand der Retina befindet. Hendrickson et al.
haben 2006 die retinale Entwicklung im Callithrix jacchus an verschiedenen fetalen,
juvenilen und adulten Tieren analysiert. So ist am 100. Fetaltag eine duflere neuroblasti-
sche Schicht (outer neuroblastic layer, ONbL) ohne Anzeichen fiir eine weitere lamindre
Differenzierung erkennbar. Weiterhin stellt sich eine locker gepackte, mehrlagige Gang-
lienzellschicht (GCL) und eine diinne innere plexiforme Schicht (IPL) dar. Aber schon
3 Wochen spiter (125. Fetaltag) sind alle normalen retinalen Schichten in der
Midperipherie der Netzhaut erkennbar, nachdem sich die ONbL in eine du3ere nukleére
(ONL), duBere plexiforme (OPL) und eine innere nukledre Schicht (INL) aufgetrennt
hat. In der weiteren fetalen Entwicklung konnen die fiinf retinalen Schichten noch bes-

ser voneinander differenziert werden, wobei die GCL nun aus 2-3 Zelllagen besteht. In
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den postpartalen immunhistochemischen Farbungen in dieser Arbeit ist eine schon recht
reife Retina mit einer dicken ONL, die bis zu 6 Stdbchenreihen beinhaltet, erkennbar.
Auffallend ist eine ab diesem Alter bis zum adulten Stadium abnehmende Netzhautdi-
cke, wobei besonders die Ganglienzellen und in geringerem Ausmal} auch die innere
Kernschicht (INL) betroffen sind.

3.1.2 GAP-43

Die Expression des regenerationsspezifischen Proteins GAP-43 wird beim Affen ent-
wicklungsabhingig reguliert (siche Abbildung 6): es zeigt sich bei der fetalen Reifung
der Retina zunédchst eine Zunahme, nach der Geburt jedoch wieder eine Abnahme des
Signales. Die fetale Retina, die aufgrund der fehlenden lamindren Differenzierung 100
Tage oder jlinger sein muss (Hendrickson et al. 2006), zeigt eine dicke neuroblastische
Schicht (ONbL) und eine locker gepackte mehrlagige Ganglienzellschicht, welche an
der Grenze zur vitreo-retinalen Grenzschicht eine Signalzunahme fiir GAP-43 zeigt.
Wihrend der Reifung und Differenzierung der Retina kommt es zu einer starken Signal-
zunahme von GAP-43, welche besonders in der postpartalen Retina beobachtet werden
kann. Eine starke Proteinexpression kann in der Ganglienzellschicht und besonders in
der vitreo-retinalen Grenzschicht beobachtet werden, aber auch die anderen nukledren
Schichten und die innere plexiforme Schicht werden angeférbt. Im weiteren Verlauf der
Entwicklung erfolgt eine Akzentuierung des GAP-43-Signales in den Axonen in der
vitreo-retinalen Grenzschicht, aulerdem in der dueren plexiformen und der duBleren
nukledren Schicht. Auffallend ist in diesem Altersstadium die Betonung von Strukturen,
welche sich durch die gesamte Retina ziehen und Axone bzw. Dendriten der darstellen
konnen. Im adulten Stadium (4.5 Jahre) kann weiterhin eine ausgepridgte Farbung der
vitreo-retinalen Grenzschicht und der nukledren Schichten gesehen werden. Auch in
diesem Alter zeigt sich eine Anfiarbung von Axonen bzw. Dendriten, jedoch weniger

signalintensiv als in jiingeren Stadien.
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asPq Integrin

4 Wochen PO Fetus

22 Wochen

4.5 Jahre

Quelle: Eigene Darstellung.

Abbildung 6: Immunhistochemsche Analyse an kryokonservierter Marmosetretina
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Expression von GAP-43 (A-E), a5p1-Integrin (F-J) und GFAP (K-O) in unterschiedlich alter Retina des
Affen Callithrix jacchus

3.1.3 GFAP

Die Retina des Callithrix jacchus zeigt eine altersbedingte Aktivierung und strukturelle
Verdnderung der Miillerzellen (siche Abbildung 6). In der fetalen Retina zeigen sich nur
die Astrozyten in der Ganglienzellschicht als leicht GFAP-positiv, wihrend in der post-
natalen Retina diese Gliazellen schon stirker angefarbt werden konnen und zusétzlich
auch die Fortsitze der Miillerzellen ein leichtes Signal zeigen. Im fortschreitenden Alter
werden weiterhin die Astrozyten in der Ganglienzellschicht am stirksten angeférbt, aber
auch die Miillerzellen, die als radidre Glia die gesamte Retina durchziehen, zeigen eine
vermehrte Expression des GFAP. Auffillig ist beim adulten Affen (22 Wochen und 4.5
Jahre) ein im Verlauf der Miillerzellen intensiveres GFAP-Signal in der du3eren plexi-
formen Schicht bzw. an der Grenze zur INL, in der Fortsidtze der Horizontalzellen

mitangefarbt werden kdnnen (Lewis et al. 2003).

3.14 aspi-Integrin

Dieses Integrin, das hauptsdchlich in choroidalen und retinalen Gefdflen und nur zu ei-
nem sehr geringen Anteil in anderen retinalen Geweben exprimiert wird (Brem et al.
1994), wird wihrend der altersbedingten Reifung der Netzhaut variabel reguliert (siehe
Abbildung 6). Die immunhistochemische Farbung des fetalen Gewebes mit Anti-asf-
Integrin ergibt eine ausgepriagte aggregatformige Fluoreszenz in der Ganglienzell- und
Nervenfaserschicht, die die Lokalisation von den aus dem Sehnerven dorthin einwach-
senden Kapillaren darstellt. Weiterhin ist eine unspezifische Férbung der Choroidea
erkennbar, welche fiir die dichte Anordnung von Kapillaren in der GefdBBhaut spricht.
Im Verlauf der fetalen Entwicklung kommt es zunichst zu einer verstdrkten Signalin-
tensitdt und einer Ausbreitung der Fluoreszenz in Richtung der IPL, welche in der post-
natalen Retina das Wachstum der Kapillaren widerspiegelt. Sowohl in diesem Stadium,
als auch in der 4 Wochen alten Retina kann die rohrenartige Fluoreszenz gut als vasku-
lare Struktur identifiziert werden, wobei sie sich auch auf das Areal zwischen der INL
und OPL ausbreitet, wo schlielich der duBere GefdBplexus entsteht. Wéhrend der wei-
teren Reifung der Retina verliert das osP;-Signal zunehmend an Intensitdt, bis das
Integrin im adulten Stadium iiberhaupt nicht mehr exprimiert wird und nur noch eine

unspezifische Anfarbung des Hintergrundes erkennbar ist.
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3.1.5  PB- und y-Kristallin

Die als Strukturproteine der Linse bekannten Kristalline kénnen auch in der Retina des
Affen Callithrix jacchus immunhistochemisch nachgewiesen werden (siehe Abbildung
7). Dabei zeigt sich fiir das B-Kristallin eine altersabhdngige Expression im Verlauf der
retinalen Reifung: wihrend das Protein in der fetalen Netzhaut iiberhaupt nicht syntheti-
siert wird, kommt es zum Zeitpunkt der Geburt zu einer punktuellen Expression in den
Segmenten der Photorezeptoren, die sich im weiteren Verlauf der Entwicklung auf die
nukledren Schichten ausdehnt. Im Alter von 22 Wochen kann das B-Kristallin demnach
beim juvenilen Affen in den inneren und &uBeren nukleéren Schichten, der Ganglien-
zellschicht und der Photorezeptorschicht nachgewiesen werden. Auch beim adulten Tier
bleibt dieses Expressionsmuster bestehen, allerdings ist in diesem Alter die in der Lite-
ratur bekannte punktuelle Anfarbung der Phtotorezeptorsegmente auffillig (Xi et al.
2003).

Im Unterschied zum B-Kristallin kann das y-Kristallin in einer diffusen Verteilung in
der ONbL mit punktueller Akzentuierung der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht
schon in der fetalen Affenretina detektiert werden. Jedoch ist eine priazise Lokalisation
des Proteins aufgrund der fehlenden lamindren Differenzierung in diesem Alter noch
nicht mdglich. In der postpartalen Retina kann es dagegen schon in den einzelnen
nukledren Schichten nachgewiesen werden. Auch im weiteren Entwicklungsverlauf
andert sich dieses Expressionsmuster mit Anfarbung der GCL, der INL und ONL nicht
mehr signifikant, obwohl eine Betonung der Photorezeptorschicht und der Nervenfaser-
schicht beim juvenilen Tier (4 und 22 Wochen) auffillig ist.
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y-Kristallin

B-Kristallin

Fetus

22 Wochen 4 Wochen

4.5 Jahre

Quelle: Eigene Darstellung.
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Abbildung 7: Altersabhiingige Expression von Brn-3b (A-E), p-Kristallin (F-J) und
v- Kristallin (K-O) in der Retina des Callithrix jacchus
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3.1.6 Brn-3b

Der Transkriptionsfaktor Brn-3b ist ein nukledres Protein, das sowohl in den retinalen
Vorlduferzellen, als auch in ausdifferenzierten Ganglienzellen vieler verschiedener Ver-
tebraten wie Hiithnchen, Maus, Affe oder Mensch nachgewiesen werden konnte (Xiang
et al. 1993; Gan et al. 1996). In dieser Arbeit (sieche Abbildung 7) konnte Brn-3b noch
nicht in fetalem Gewebe, sondern erst in der postnatalen Retina detektiert werden. Da-
bei zeigt sich fluoreszenzmikroskopisch ein intensives Signal in den &ufleren
Photorezeptorkernen, in der OPL, in einigen Kernen der INL und in Ganglienzellen.
Auch mit zunehmendem Alter bleibt dieses Fluoreszenzmuster bestehen, allerdings fér-
ben sich beim adulten Affen alle Zellkerne der der ONL, INL und Ganglienzellschicht
intensiv an. Aufgrund der Vielzahl fritherer Studien zur immunhistochemischen Lokali-
sation dieses Transkriptionsfaktors kann daher von einer fehlerhaften immunhistoche-
mischen Anfarbung der retinalen Strukturen ausgegangen werden, die entweder durch
einen Anwendungsfehler oder durch Verwendung eines polyklonalen statt eines mono-

klonalen Antikdrpers bedingt ist.

3.1.7 APP und p-Amyloid

Die immunhistochemische Anfiarbung des transmembrandsen Amyloid Precursor Prote-
ins (APP) zeigt eine altersabhédngige Signalzunahme in der Retina des Callithrix jacchus
(sieche Abbildung 8). In der fetalen Affenretina kann das APP in der
Neurofilamentschicht und um die sich ausbildenden Ganglienzellen detektiert werden,
aber auch die anderen retinalen Strukturen werden unspezifisch mit angefarbt. Nach der
Geburt ist dagegen die Verteilung des Proteins in den inneren Schichten der Netzhaut
(NFL und RGC) und in vertikaler Ausrichtung auch in der restlichen Retina erkennbar.
Dabei ist eine Akzentuierung des Signales in der NFL und der OPL auffillig. Die verti-
kalen Signale und die hohe Signalintensitdt in der NFL an der Grenze zur Membrana
limitans interna sprechen fiir eine Lokalisation dieses Proteins in den Miillerzellen, be-
sonders in deren EndfiiBchen, aber evtl. auch in den Axonen der Ganglienzellen. Auch
mit zunehmendem Alter bleibt diese charakteristische Lokalisation des
Amyloidvorlduferproteins bestehen, allerdings ist eine altersabhingige Signalzunahme
in der NFL zu verzeichnen. Dabei kann immunhistochemisch nicht zwischen einer Pro-

teinlokalisation in Axonen oder den EndfiiBchen der Miillerzellen differenziert werden.

Die immunhistochemischen Farbungen mit sowohl einem monoklonalen, als auch ei-
nem polyklonalen Antikorper gegen verschiedene Isoformen des B-Amyloids (Sigma

und Abcam) zeigen dagegen iiberhaupt kein Signal in den unterschiedlichen Altersstu-
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fen der Affenretina (siche Abbildung 8). Diese fehlende Proteinexpression in der jungen
Retina korrespondiert dabei mit Ergebnissen aus fritheren immunhistochemischen Stu-
dien, die B-Amyloid nur bei neurodegenerativen Erkrankungen der Retina oder in der

alternden Retina nachweisen konnten (Loffler et al. 1995).
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Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis von APP (A-E), p-Amyloid (F-J)
und Nestin (K-O) in der Netzhaut des Marmosetaffens Callithrix

jacchus
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3.1.8 Nestin

Das zytoplasmatische Intermedidrfilament Nestin zeigt eine altersabhidngige Abnahme
seiner Expression in der Primatenretina (siche Abbildung 8). In der fetalen, circa 100
Tage alten Retina ist eine die gesamte Netzhaut durchspannende starke
Immunreaktivitdt fiir Nestin erkennbar, welche besonders an der du3eren ONbL und der
Ganglienzellschicht intensiviert ist. Dieses Expressionsmuster entspricht der Anfarbung
der neuroglialen Vorlduferzellen in der fetalen Retina. Nach der Geburt kommt es zu
einer zunchmenden Abnahme und Umverteilung des immunhistochemischen
Nestinsignals mit einer Akzentuierung der plexiformen Schicht, der GCL und der NFL,
welche eine Expression des Proteins in den glialen Miillerzellen der Netzhaut entspricht.
In der fortschreitenden Entwicklung kommt es in diesen Schichten zu einer weiteren
Abnahme der Immunreaktivitit und zudem scheinen die Farbungen im Alter von 4 und
22 Wochen aufgrund der verwaschenen Qualitét in der NFL gewissen Fehlern zu unter-
liegen. In der adulten Primatenretina wird Nestin schlieBlich {iberhaupt nicht mehr ge-
bildet, so dass diese Beobachtung mit der altersabhidngigen Abnahme des immunhisto-

chemischen Signals kongruiert.

Antikérper | Retinaschicht Fetus PO 4 Wochen 22 Wochen | 4.5 Jahre
PR - - - -
ONL - (+) + + +
a OPL - (+) + +-++ + - ++
rd INL - (+) + + +
o IPL - (+) + + +
GCL + + + ++ + + ++
NFL + + + + + + + + +
PR - - - - +
ONL - + + + +
2 OPL - - + +-++ +
2‘ INL - + + + +
(U] IPL - + + + +
GCL + ++ + + +
NFL + ++ ++ + + ++
PR - - - - -
ONL - - - - -
o OPL - - - - -
2 INL - - - - -
© IPL - - - - -
GCL - - - - -
NFL - - - - -
£ PR - - - - -
% ONL - - - - -
2 OPL - - - - -
[=
T, INL - - - - -
< IPL - - - - -
° GCL - - - - -
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NFL

osB; — Integrin

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

Laminin

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

B — Kristallin

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

y — Kristallin

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

(monoklonal)

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

Human 3 Amyloid | Human 8 Amyloid
(polyklonal)

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL
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Anti- APP

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

Anti-BDNF

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

Anti BACE-1

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

NFL

Brn-3

PR

ONL

OPL

INL

IPL

GCL

+ 1

+ |1

NFL

Anti-Nestin
(polyklonal)

PR

ONL

OPL

=+

(+)

(+)

INL

IPL

(+)

(+)

GCL

(+)

(+)

NFL

+ |+ |+ |

(+)

(+)

Quelle: Eigene Darstellung

Tabelle 1: Tabellarische Ubersicht aller immunhistochemisch untersuchten Prote-

ine und ihre altersabhiingige Expression in der Netzhaut des Callithrix jacchus.

3.1.9 Weitere immunhistochemischen Fiarbungen

Es wurden neben den hier vorgestellten immunhistochemischen Analysen auch weitere

Farbungen zur Detektion regenerationsassoziierter Proteine in der Retina des

Marmosetaffen durchgefiihrt. Die Farbungen des retinalen Gewebes mit Antikdrpern
gegen BDNF, CREB, osf;-Integrin, Laminin und BACE-1 (sieche Material und Metho-
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den) fielen allesamt negativ aus, wobei allerdings nicht zwischen einer fehlenden Ex-
pression des untersuchten Proteins in der Affenretina und einer fehlenden Spezifitdt des

Antikorpers gegeniiber Gewebe aus Marmosetaffen unterschieden werden kann.

3.2 Western Blot Analyse ausgesuchter regenerationsspezifischer Proteine in

der Retina des Affen Callithrix jacchus

Die Western Blot Analyse dient der Kontrolle einiger immunhistochemischer Ergebnis-
se. Nach vorheriger elektrophoretischer Separation konnen damit einzelne Proteine mit-
tels eines Antikorpers semiquantitativ in der Retina des Callithrix jacchus nachgewiesen

werden.

Das Protein Brn-3b zeigte dabei eine starke postnatale Expression, welche in den fol-
genden Wochen und Monaten stark abnahm, bis es in der adulten Marmosetretina nicht
mehr nachweisbar war. Dieses Ergebnis ergidnzt die wahrscheinlich fehlerhafte
immunhistochemische Analyse und beweist eine altersabhéingige Brn-3b Expression in
der Affenretina.

Neben diesem POU-Transkriptionsfaktor weist auch GAP-43 ein entwicklungsabhéngi-
ges Expressionsmuster auf: auffallend ist eine deutliche postnatale Proteinbildung, wel-
che zwischen der 4. Woche und dem adulten Stadium stark reduziert wird. Allerdings
ist in der Marmosetretina wihrend des gesamten Lebens eine konstante, wenn auch ge-

ringe Produktion dieses regenerationsassoziierten Proteins erkennbar.

Es wurden noch weitere Western Blots anderer ausgewahlter Proteine durchgefiihrt, die
jedoch aufgrund einer zu kleinen MolekiilgroBe (B-Amyloid, 4kDa) bzw. eines zu gro-
Ben Molekiils (Nestin, 200-220kDa) trotz unterschiedlicher Trenngele nicht erfolgreich
waren. Auch der Western Blot mit y-Kristallin erbrachte kein aussagekréftiges Ergebnis,
da eine Antigen-Antikorper-Bindung auf dem Trenngel ausblieb. Daher wird entweder
dieses Kristallin in der Marmosetretina nicht exprimiert oder der verwendete Antikorper
war fehlerhaft.
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Abbildung 9: Western Blot mit Gewebe von unterschiedlich alter Marmosetretina.

Quelle: Eigene Darstellung.

Die obere Abb. zeigt die altersabhdngige Expression von Brn-3b (45kDa) und die gleichmdfSige Auftra-
gungsmenge des Kontrollproteines GAPDH. Brn-3b zeigt eine deutliche postnatale Abnahme seiner Ex-
pression, wihrend GAP-43 (46kDa) eine starke postnatale und eine schwache, aber weiterhin konstante
Expression in den weiteren Altersstufen aufweist.

3.3 Immunhistochemische Detektion der Proteinkinasen ROCK I und ROCK

Il in der Retina verschiedener Spezies

Zum Nachweis der Proteinkinasen ROCK I und II in der Retina und damit einer poten-
tiellen Inhibitionsmdglichkeit wurden diese Kinasen in der Netzhaut der Ratte, des
Marmosetaffens und des Menschens immunhistochemisch nachgewiesen (siehe Abbil-
dung 10). In der Retina des Callithrix jacchus sind beide Proteinkinasen in allen Ent-
wicklungsstadien vorhanden, jedoch zeigt ROCK I eine tendentiell stirkere Expression
als ROCK 1II in den retinalen Schichten, insbesondere in den Ganglienzellschichten.
Auch in der humanen Retina sind beide Kinasen vorhanden, wobei auch hier ROCK I
eine stirkere Expression in den RGC aufweist. Dagegen wird ROCK II in der Rattenre-
tina iiberhaupt nicht und ROCK I in der Ganglienzellschicht der Ratten im Vergleich zu

der menschlichen und Primatenretina vermindert produziert.

Auch in regenerierenden Axonen neugeborener Marmosetaffen drei Tage nach Explan-
tation werden ROCK I und II exprimiert, so dass dem Inhibitor Y-27632 ein potentielles
Angriffsziel geboten wird (sieche Abbildung 11).
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Callithrix jacchus
Rock | Rock Il

human

Ratte

22 Wochen 4 Wochen

4.5 Jahre

Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 10: Die Expression von ROCK I und II in der Retina von
Marmosetaffen (A-J), Ratte (L, N) und Mensch (K, M).

34 Regeneration der Affenretina

Aufgrund einer Kooperation mit dem Institut fiir Reproduktionsmedizin des Universi-

titsklinikums Miinster wurden uns die Kadaver von neugeborenen Marmosetaffen
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(Callithrix jacchus) zur Verfiigung gestellt, so dass ohne zusitzliche tierexperimentelle
Versuche die Regeneration der RGC an diesem Gewebe analysiert werden konnte. Im
Gegensatz zur Rattenretina, die nur in einem kleinen zeitlichen Fenster von 14 bis 24
Tagen nach der Geburt spontan regeneriert, zeigt die Retina der Marmosetten in allen
Altersstufen ein spontanes Auswachsen von Axonen (Rose et al. 2008), so dass eine
Vorbehandlung in vivo nicht erfolgen musste. Das schon an den Ratten seit langem
etablierte Explantationsmodell (Ford-Holevinski et al. 1986; Béhr et al. 1988), das ein
Auswachsen der RGC in vitro unter sorgfaltig gewdhlten Bedingungen (s. Material und
Methoden) ermoglicht, wurde auf die Affenretina iibertragen und erwies sich wie bei

Rose et al. erneut als geeignet und regenerationsforderlich.

Die Retina des Callithrix jacchus zeigte ein spontanes, starkes Auswachsen der Axone,
das sich iiber die gesamte Breite des jeweiligen Explantates erstreckte (sieche Abbildung
11). Dabei wurden die einzelnen Fortsdtze bis zu 2000 pm lang und verzweigten sich
besonders bei zunehmender Lénge und Anzahl der Axone stark, so dass sich ihre exakte
Quantifizierung als schwierig erwies. Daher wurde die Anzahl und Lénge der auswach-
senden Axone nach 72h Kultivierung nur noch vorsichtig, eher unter der tatsdchlichen
Anzahl liegend, gezéhlt. Mit Hilfe des Programmes AxioVision 4.7 (Zeiss) wurde die
Anzahl der regenerierenden Axone in einem Abstand von 200um vom Rand des Filters,
welcher der Retina auflag, manuell gezihlt (siche Abbildung 11). Dabei konnten die
dicht beieinander liegenden, in Faszikeln gebiindelten Nervenfaserfortsitze nicht exakt
quantifiziert werden, so dass pro Faszikel eine Axonanzahl von n = 2 oder bei dickeren
Faszikel von n = 3 angenommen wurde. Die in die Statistik eingeflossenen Daten zur
Anzahl der Axone pro mm sind daher eher zu niedrige Werte. Im Gegensatz zur
Axondichte konnte die Axonldnge genauer quantifiziert werden, da mit zunehmender
Entfernung zum Filterrand die Axone besser gezéhlt werden konnten. Allerdings musste
dabei auf die Richtung dndernde Axone geachtet werden, damit diese nicht doppelt ge-

zahlt wurden.

Immunhistochemie der Retinaexplantate

Die aus dem Explantat auswachsenden Fasern waren diinn und lang und wiesen daher
die typische Morphologie von Axonen auf. Zur Bestdtigung der neuronalen Herkunft
dieser Fasern wurden an verschiedenen Kulturen immunhistochemische Farbungen mit
Antikorpern gegen Neurofilament 200 (NF 200), welcher spezifisch axonale Strukturen
anfarbt, durchgefiihrt (siche Abbildung 11). Eine weitere Farbung gegen das wachs-
tumsassoziierte GAP-43 zeigte dessen Lokalisation in Transportvesikel und Wachs-

tumskegeln der Axone an (siche Abbildung 11). Daneben konnten auch die fiir diese
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Arbeit wichtigen Rho-Kinasen ROCK I und II in regenerierenden Fasern nachgewiesen
werden. (siche Abbildung 11).

Quelle: Eigene Darstellung.

Abbildung 11: Regenerierende Callithrix jacchus-Axone.

Die Retina neugeborener Marmosetaffen zeigt drei Tage nach Explantation ein spontanes, starkes Aus-
wachsen ihrer RGC-Axone (B), so dass eine quantitative Bestimmung der Neuriten in einem Abstand von
200um vom Retinarand erschwert wurde (A). Eine immunhistochemische Analyse mit GAP-43 (C), ROCK
1 (griin) mit -Tubulin (rot) (D), Neurofilament 200 (E) und ROCK II (F) zeigte die jeweilige Proteinex-

pression in auswachsenden Axonen.
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Einfluss des ROCK-Inhibitors auf die axonale Regeneration

In dieser Arbeit soll aber nicht die Regenerationsleistung des postpartalen retinalen Ge-
webes von Marmosetten analysiert werden, sondern der schon in fritheren Studien beo-
bachtete Einfluss des ROCK-Inhibitors Y-27632 (Calbiochem) auf die auswachsenden
Axone der postpartalen Affenretina untersucht werden (Lingor et al. 2007; Lingor et al.
2008; Ahmed et al. 2009). Dabei wurde analog zum etablierten Explantationsmodel der
Ratte das Affengewebe sorgfiltig und ziigig priperiert (siche Material und Methoden)
und anschlieend die Affenretina unter den bekannten, konstanten Bedingungen kulti-
viert. Dabei wurde dem Kulturmedium (S4-Medium, Promocell) entweder 100uMol des
ROCK-Inhibitors Y-27632 (n = 4 Augen) nach der Explantation (3h nach der Explanta-
tion, als die retinalen Explantate der Pertripermschale anhafteten) oder 24h nach Ex-
plantation (n = 3 Augen) hinzugegeben, um sowohl einen Effekt des Inhibitors auf das
axonale Wachstum, als auch einen zeitabhingigen Einfluss des Hemmstoffes untersu-
chen zu konnen. Die Kontrollgruppe (n = 2 Augen) erhielt dagegen nur das Kulturme-
dium ohne Zusatz eines Inhibitors. Zusétzlich zu diesen drei Gruppen wurde einigen
Explantaten versuchsweise auch nur 50uMol des ROCK-Inhibitors nach 24 stiindiger
Vorinkubation im Brutschrank hinzugegeben (n = 1 Auge), um einen Unterschied zwi-
schen der Hemmstoffkonzentration und der Axondichte und —lénge feststellen zu kon-

nen.

Nach 72h im Brutschrank wurde der jeweilige Versuch beendet und die auswachsenden

Axone im Hinblick auf ihre Dichte und Linge analysiert.

3.4.1  Statistische Tests zur Auswertung der Axondichte und -lénge in den ver-

schiedenen Gruppen

Zuerst wurde mit Hilfe des Programmes SPSS Statistics (IBM) eine deskriptive Statistik
zur Berechnung von Medianen und Standardabweichungen sowie einer grafischen Dar-
stellung duchgefiihrt. AnschlieBend wurde ein statistischer Test fiir unabhéngige Stich-
proben, der Kruskal-Wallis-Test, durchgefiihrt, mit dem analysiert werden kann, ob sich
die Daten hinsichtlich einer ordinalskalierten Variablen in ihrem Mittelwert unterschei-
den. Die im Rahmen der Untersuchung erfassten intervallskalierten Variablen werden
hierbei in ordinale Rangstufen eingeteilt. Der gewdhlte Test kann im Gegensatz zum
klassischen t-Test oder zu einer univariaten Varianzanalye (ANOVA) auch dann zur
Anwendung kommen, wenn die der untersuchten Stichprobe zugrunde liegende Grund-
gesamtheit nicht normalverteilt ist. Im Rahmen eines Shapiro-Wilk- sowie eines

Kolmogorow-Smirnov-Tests zur Priifung auf eine Normalverteilung der untersuchten
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Stichprobe konnte kein signifikanter Nachweis fiir diese Hypothese erbracht werden
(siche Abbildung 12).

Tests auf Normalverteilung_; der Axonléng_;en

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Statistik Signifikanz Statistik Signifikanz
Axonlange > 500um 75 ,000 ,939 ,001
Axonldnge > 800um ,136 ,000 ,919 ,000

Tests auf Normalverteilung der Axondichte

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Statistik Signifikanz Statistik Signifikanz

Axondichte pro mm 112 ,198 ,937 ,016

Abbildung 12: Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung der Axonliinge und -

dichte

Der Vorteil des Kruskal-Wallis-Test gegeniiber einem einfachen Mann-Whitney-U-Test
besteht darin, dass es sich um einen globalen Test handelt, d.h. er fiir den Vergleich von
mehr als zwei Gruppen angewendet werden kann, also in diesem Fall fiir den Vergleich

von den drei untersuchten Gruppen.

Axondichte

Mit Hilfe des Programmes AxioVision 4.7 (Zeiss) wurde die Anzahl der Axone pro mm
in einem Abstand von 200um vom Filterrand in vitro gezihlt. Dabei wurde die Anzahl
der Axone, wie eingangs schon erldutert, eher unter dem tatsidchlichen Wert liegend
geschitzt, da eine exakte Quantifizierung der auswachsenden Fasern zu dem gewihlten

Bewertungszeitpunkt nicht moglich war.

In der Gruppe, welcher der ROCK-Inhibitor Y-27632 in einer Konzentration von
100uMol direkt nach der Explantation hinzugegeben wurde (Y-27632 direkt) liegt der
arithmetische Mittelwert bei 332,88 Axonen pro mm, der Median aber 337 Axonen pro
mm mit einer Standardabweichung (SA) von 98,2 Axonen. Fiir diese Statistik verwen-
den wir aufgrund der unterschiedlichen Werte im Folgenden nur den Median, da dieser
von extremen Werten (Ausreilern) kaum beeinflusst wird. Die Gruppe, welcher der
ROCK-Inhibitor (100uMol) erst nach 24 stiindiger Kultivierung hinzugegeben wurde
(Y-27632 nach 24h) zeigt dagegen einen Median von 360 Axonen pro mm (SA =

96,19). Die Mediane dieser beiden Gruppen unterscheiden sich also nur gering, so dass
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in diesem Fall die Annahme der Nullhypthese vermutet werden kann. Die relativ hohe
Standardabweichung zeigt eine hohe Variabilitit der Daten, also deutet auf eine hohe
Streuung der Daten hin. Dies beruht auf der Zahlung vieler verschiedener Abschnitte
der untersuchten Retinaexplantate, da nicht nur die am besten regenerierenden Fasern
gezahlt wurden. Aufgrund der hohen Anzahl an untersuchten Explantaten (Y-27632
direkt: n = 4 Augen, aufgeteilt auf 48 einzelne Retinaexplantate in 12 Kulturschalen; Y-
27632 nach 24h: n = 3 Augen, also 36 Explantate in insgesamt 9 Kulturschalen) sollte
sich dieser Effekt zwischen den Gruppen aber ausgleichen. Dagegen betrug die
Axondichte in der Kontrollgruppe im Median 202 Axone pro mm (SA = 119,97) und
weist damit auf einen moglichen signifikanten Unterschied im Vergleich zu den beiden

anderen Gruppen hin (Ablehnung der Nullhypothese).

Auch das Boxplotdiagramm kann diese Annahme grafisch unterstiitzen: Bei der Gegen-
iiberstellung aller drei Gruppen ist erkennbar, dass die Werte in den Gruppen Y-27632
direkt und Y-27632 nach 24h in einem dhnlichen Bereich liegen, der Median der ersten
Gruppe zeigt dabei eine geringere Axondichte pro mm an, aber gleichzeitig ist der
Streubereich, d.h. der Interquartilabstand bzw. die ,,box* im Diagramm groBer als in der
Y-27632 nach 24h Gruppe. Im Vergleich zur Kontrollgruppe scheint ein signifikanter
Unterschied zwischen dieser und der Experimentalgruppe aufzutreten (siche Abbildung
13).
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400

300

Axondichte pro mm

200

247
100 07
o]

T T T
Kortrollgruppe Y-2TE32 direkt -27632 nach 24h

Gruppe

Quelle: Eigene Darstellung.

Abbildung 13: Boxplot-Diagramm — Axondichte pro mm (Primatenretina)
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Zum Beweis des vermuteten Unterschiedes wurde ein Signifikanztest fiir unabhéngige
Stichproben und nicht vollstindig normalverteilte Werte verwendet. Der Kruskal-
Wallis-Test ist ein Signifikanztest, der das Vorliegen einer Nullhypothese (kein Effekt)
iiberpriift und dessen Ergebnis, der p-Wert, zur Beurteilung einer Datenreihe geeignet
ist. Wenn der p-Wert kleiner als das Signifikanzniveau a (o = 0,05) ist, gilt das Ergebnis
als statistisch signifikant. In dieser Datenreihe konnte zwischen den Gruppen Y-27632
direkt und Y-27632 nach 24h kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p =
0,189), aber zwischen der Kontrollgruppe und den Experimentalgruppen konnte ein
signifikanter Unterschied bewiesen werden (p = 0,00), so dass die Nullhypothese in

diesem Fall verworfen werden konnte.

Der ROCK-Inhibitor scheint daher unter Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
5% einen die Anzahl der auswachsenden Axone fordernden Effekt zu haben, allerdings
scheint der Zeitpunkt der Hemmstoffzugabe in die Kulturschale keine zusétzliche Aus-

wirkung zu haben.

Axonlinge

Analog zu der statistischen Datenauswertung der Axondichte wurde auch die Lange der
auswachsenden Axone bewertet. Dabei wurde in einem Abstand von 500pum und 800pum

vom Filter die Anzahl der auswachsenden Neuriten gezéhlt.
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T T T
Kortrollgruppe W-27632 clirekt -27632 nach 24h

Gruppe

Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 14: Boxplot-Diagramm — Axonlinge > 500pm (Primatenretina)
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In der Kontrollgruppe wuchsen im Median 33,5 Axone (SA 50,42) iiber die imagindre
Linie von 500pum vom Filterrand hinaus, 4 Axone besa3en ein Linge von > 800um (SA
15,14). Dagegen hatten in der Y-27632 Gruppe 86 Axone (SA 44,39) eine Lange von >
500um und 25 Axone (SA 21,67) von > 800um. Ein dhnliches Ergebnis fallt auch bei
der Gruppe Y-27632 nach 24h auf: 85 Axone > 500pum (SA 39,72) und 18 Axone >
800um (SA 13,54).
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Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 15: Boxplot-Diagramm — Axonliinge > 800pum (Primatenretina)

Ein Vergleich der Daten im Boxplot-Diagramm (siehe Abbildung 14, Abbildung 15)
zeigt wie bei der Axonlidnge einen dhnlichen Effekt des ROCK-Inhibitors in den Grup-
pen Y-27632 direkt und Y-27632 nach 24h. Die Mediane dieser beiden Gruppen sind
fast identisch, aber bei der Gruppe mit der direkten Hemmstoffzugabe ist die Streubreite
der Daten erheblich groBBer, was an der Lange der ,,box‘“ und der ,,Whisker* erkennbar
ist. Im direkten Vergleich zur Kontrollgruppe, dessen Median einen deutlich kleineren
Wert besitzt und die trotz einiger Ausreifler nach oben eine geringere Streubreite der
Daten aufweist, scheint es einen signifikanten Effekt des ROCK-Inhibitors auf die aus-

wachsenden RGC-Axone zu geben.

Dieser mogliche Effekt wurde erneut mit dem Kruskal-Wallis-Test statistisch unter An-
nahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05 untersucht. Dabei konnte im Ver-

gleich zwischen den Experimentalgruppen und der Kontrollgruppe sowohl fiir den Pa-
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rameter Axonldnge > 500um, als auch fiir Axonldnge > 800um die Nullhypothese abge-
lehnt werden, da der p-Wert jeweils p= 0,001 betrug.

Es gibt also nicht nur auf die Axondichte, sondern auch auf die Lange der auswachsen-
den Neuriten einen regenerationsférdernden Einfluss des Hemmstoffes Y-27632, der in

dieser Arbeit statistisch bewiesen werden konnte.

3.4.2 Vergleich der Regeneration bei Zugabe von 50puMol und 100puMol Y-27632
nach 24h

Bei einem einzelnen Experiment wurden die retinalen Explantate eines Affenauges nach
24 h probeweise mit S0uMol statt wie tiblicherweise mit 100pMol des ROCK-Inhibitors
Y-27632 behandelt, um die Wirkung einer unterschiedlichen Inhibitor-Konzentration

auf die axonale Regeneration der RGC zu testen.

Axondichte

Bei den Retinaexplantaten mit 50uMol Y-27632 (nach 24h im Brutschrank) wuchsen
im Mittel 198,83 Axone pro mm (SA 57,06) in einem Abstand von 200um vom Filter-
rand aus. In der vergleichsweise grofleren Gruppe, welcher 100uMol ROCK-Inhibitor
nach 24 h hinzugegeben wurde, wurden dagegen 346,65 Axone pro mm (SA 96,19)
gezdhlt.

Die Werte zeigen die ungleiche Verteilung der Daten, wobei die 100pMol-Gruppe auf-
grund der groBeren Menge an Daten auch eine stirkere Streuung der Werte aufweist.
Nach einer Signifikanztestung mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests kann die Nullhy-
pothese bei einem p = 0,000 abgelehnt werden, d. h. in diesem Fall, dass die Konzentra-
tion des ROCK-Inhibitors durchaus einen Einfluss auf die Anzahl der auswachsenden

Neuriten ausiibt.

Axonldnge

In der Gruppe 50 uMol Y-27632 nach 24 h nach Explantation konnte die Anzahl der
auswachsenden Axone in einem groBeren Abstand vom Filterrand folgendermal3en ge-
zahlt werden: in einem Abstand von > 500pum wurden 40,4 Axone pro mm (SA 16,84)
und von > 800um wurden 20,9 Axone pro mm (SA 17,87) gemessen. In der Gruppe mit
100puMol Inhibitor konnten dagegen folgende Werte berechnet werden: In einem Ab-
stand von > 500pum wuchsen 86,45 Axone (SA 39,72) und von > 800pum wuchsen
21,95 Neuriten pro mm (SA 13,54).
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Der Mann-Whitney-U-Test lehnt fiir die Messung der Axone > 500um die Nullhypothe-
se mit p = 0,000 ab, wihrend er diese bei den Werte fiir Axone > 800um beibehiélt (p =
0,631).

Die vorliegende statistische Auswertung weist somit einen konzentrationsabhéngigen
Effekt des ROCK-Inhibitors Y-27632 auf die Anzahl der auswachsenden Axone auf.
Die Zugabe von 100uMol Inhibitor hat sowohl in einem Abstand von 200um, als auch
von 500um einen signifikant stdrkeren wachstumsfordernden Einfluss auf die
Axondichte als 50uMol Y-27632. Allerdings scheint die Anzahl der lingsten Neuriten
(> 800um) nicht von der Hemmstoff-Konzentration beeinflusst zu werden, da fast iden-
tisch viele lange Axone in diesem Abstand vom Retinafilterrand beobachtet werden

konnten.

3.5 Regeneration der Rattenretina

Die Retinakultur der Ratte ist ein seit langem etabliertes Regenerationsmodell, welches
das Auswachsen von RGC-Axone in vitro unter konstanten Bedingungen ermdglicht.
Damit die Axone in vitro aus dem Retinaexplantat auswachsen konnen, ist vor der Ex-
plantation eine konditionierende, das Neuritenwachstum stimulierende Verletzung bzw.
Quetschung des Sehnervens notwendig (Ford-Holevinski et al. 1986; Bihr et al. 1988).
Zudem wurde diese Operation mit einer kataraktinduzierenden Linsenverletzung kom-
biniert, um eine deutliche Steigerung der Regenerationsleistung zu bewirken (Fischer et
al. 2000). Diese Eingriffe sind fiir die Regeneration adulter RGC der Ratte notwendig,
da eine spontane Regeneration im Gegensatz zur Affenretina nur in einem engen zeitli-
chen Fenster von 14-24 Tagen nach der Geburt stattfindet.

Die durch Sehnervquetschung und Linsenverletzung vorbehandelte Rattenretina zeigte
in vitro ein starkes Auswachsen der Ganglienzellaxone besonders im Bereich der Spitze
des einzelnen Retinaexplantates, da diese Lokalisation der fritheren Papilla nervi optici
entspricht (sieche Abbildung 16). Aber auch an den Kanten des jeweiligen Explantates
wurde ein unterschiedlich starkes Axonwachstum beobachtet, welches auch fiir die
Quantifizierung der Axondichte und —ldnge nach 72 stiindiger Kultivierung verwendet
wurde. Aus diesem Grund weisen die gewonnenen Daten zur Anzahl der Axone und
threr Lénge eine starke Streuung auf, da nicht nur die an der Retinaspitze besonders
stark auswachsenden Neuriten beriicksichtigt wurden. Zur Quantifizierung der Axone
wurden diese — analog zum Vorgehen bei der Marmosetretina - in einem Abstand von
200pm vom Filterrand gezdhlt, wobei auch in diesen Versuchen die Werte wegen der

hohen Axonfaszikulierung unter ihrer tatsdchlichen Anzahl liegen. Allerdings kann bei
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der Ratte im Vergleich zur Affenretina ein eher geringeres und damit iibersichtlicheres
Auswachsen der Axone beobachtet werden, so dass die hier gewonnenen Daten eher der
tatsdchlichen Neuritenanzahl entsprechen. Parallel zur Bestimmung der Axondichte pro
mm wurde erneut die Anzahl der auswachsenden Fasern in einem Abstand von 500um
und 800um vom Filterrand bestimmt, so dass auch eine Aussage zur Lange der Axone

getroffen werden kann.

Eine immunhistochemische Farbung der auswachsenden Fasern mit Anti-Neurofilament
200 und GAP-43 bestitigte wie bei der Marmosetretina die neuronale Herkunft der Fa-
sern (nicht abgebildet).

Retina

Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 16: Ubersicht eines Explantates adulter Rattenretina mit auswachsen-
den Axonen (A) und die im Vergleich zu Marmosetretina geringere Dichte der

Neuriten (B).

Einfluss des ROCK-Inhibitors auf die axonale Regeneration

Die in vivo vorbehandelte Rattenretina wurde ziligig préperiert und unter konstanten
Bedingungen (siehe Material und Methoden) im Brutschrank kultiviert. Dem S4-
Kulturmedium wurde dabei 3h nach der retinalen Explantation entweder der ROCK-
Inhibitor Y-27632 in einer Konzentration von 100uMol (ROCK-Inhibitor direkt) oder
iiberhaupt kein Hemmstoff (Kontrollgruppe) hinzugesetzt, um einen Einfluss der Rho-

Kinasehemmung auf die auswachsenden Fasern analysieren zu kénnen.
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Nach 72 stiindiger Kultivierung wurde der Versuch jeweils abgebrochen und die Anzahl
bzw. Linge der auswachsenden Axone in der ROCK-Inhibitor direkt Gruppe (n = 7
Augen) und der Kontrollgruppe (n = 6 Augen) quantifiziert.

3.5.1 Statistische Testung

Wie bei der Auswertung der Regenerationsleistung der Marmosetretina wurden auch bei
den Versuchen an der Ratte zuerst eine deskriptive Statistik mittels SPSS und anschlie-
end ein Signifikanztest durchgefiihrt. Allerdings wurde in diesem Fall der Mann-
Whitney-U-Test als Signifikanztest fiir unabhidngige paarweise Stichproben gewihlt, da

nur zwel zu vergleichende Gruppen vorlagen.

Axondichte

Die Anzahl der auswachsenden Fasern wurde mit Hilfe des Programmes AxioVision 4.7
(Zeiss) in einem Abstand von 200um vom Filterrand quantifiziert. In der ROCK-
Inhibitor direkt Gruppe wurde der Median mit 76,74 Fasern pro mm (SA 43,36) be-
stimmt, wihrend in der Kontrollgruppe 79 Axone pro mm (SA 51,26) gezihlt werden

konnten.
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Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 17: Boxplot-Diagramm — Axondichte pro mm (Rattenretina)

Besonders im Boxplot-Diagramm kann die Ahnlichkeit der Daten grafisch gut darge-

stellt werden: Die Mediane und der Interquartilabstand, der die Lage von 50% der Daten
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anzeigt, liegen in fast identischen Bereichen (sieche Abbildung 17). Allerdings sind in
der Kontrollgruppe deutlich mehr Ausreiller nach oben erkennbar, die ein sehr starkes
axonales Wachstum aus einigen Retinaexplantaten demonstrieren. Aufgrund dieser Da-
ten und ihrer Verteilung wurde ein nicht-signifikanter Effekt des ROCK-Inhibitors auf
auswachsende Fasern in adulten RGC der Ratte angenommen und somit die Beibehal-

tung der Nullhypothese vermutet.

Zum Beweis wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests der Signifikanzwert p = 0,513
bestimmt, so dass mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5% die Nullhypothese bei-

behalten werden konnte.

Y-27632 scheint demnach keinen hier messbaren Einfluss auf die Anzahl der auswach-

senden Axone in der adulten Rattenretina zu haben.

Axonlinge

Wie bei den regenerierten Fasern der Affenretina wurden auch die auswachsenden
Axone der Rattenretina in einem Abstand von 500pum und 800pum vom Filterrand be-
stimmt. Der Median fiir Neuriten > 500um liegt dabei bei 16 Axonen pro mm (SA
11,95) in der Experimentalgruppe, welcher 100uMol des ROCK-Inhibitors nach der
Explantation hinzugegeben wurde. In der Kontrollgruppe konnten auch 16 Axone pro
mm (SA 8,43) in dieser Entfernung gezihlt werden. Ahnliche Daten konnte fiir die An-
zahl der auswachsenden Fasern in einem Abstand von >800 um vom Filterrand gewon-
nen werden: 4,5 Axone pro mm (SA 5,44) in der Gruppe ROCK-Inhibitor direkt und 5
Axone pro mm (SA 4,08) in der Kontrollgruppe.
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Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 18: Boxplot-Diagramm — Axonléinge > 500pm (Rattenretina)

Die grafische Darstellung als Boxplotdiagramm zeigt sowohl bei der Axonlidnge >
500pm, als auch bei der Linge > 800um eine dhnliche Verteilung der Werte in den bei-
den Gruppen (siche Abbildung 18, Abbildung 19). Die Mediane nehmen fast identische
Werte an, nur die Streuung der Daten ist in der Experimentalgruppe stirker ausgepragt
als in der Kontrolle, wie an der Lénge der ,,Whisker* und an der Lange der ,,box‘ er-

kennbar ist.
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Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 19: Boxplot-Diagramm — Axonlinge > 800um (Rattenretina)

Eine anschlieende Testung mit dem Mann-Whitney-U-Test ergab nicht signifikante
Werte mit einem p=0,468 fiir die Verteilung der Axone > 500um und einem p=0,702
fiir den Parameter Axonldange > 800um, so dass in diesem Fall die Nullhypothese erneut

beibehalten werden konnte.

Die Auswertung der Daten beziiglich der Anzahl der auswachsenden Fasern und der
Lange der Axone ergab einen nicht-signifikanten Unterschied zwischen der Kontroll-
gruppe und der Gruppe, welche mit Y-27632 in einer Konzentration von 100puMol vor-
behandelt wurde. Die RGC der adulten Ratte scheinen damit im Vergleich zu dem
postpartalem Gewebe des Marmosetaffen nicht auf eine Inhibition der Rho-Kinase mit
einem vermehrten oder verstarkten Auswachsen von regenerierenden Fasern zu reagie-

ren.
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4 Diskussion

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde anhand von immunhistochemischen Farbungen an
kryokonservierter Affenretina die Expression regenerationsassoziierter Proteine wih-
rend der Reifung und Alterung der Retina untersucht. Im ersten Schritt sollte liberpriift
werden, ob der ausgewédhlte Antikorper iiberhaupt fiir das Gewebe des Callithrix
Jjacchus geeignet war, denn viele Antikorper sind nach Herstellerangaben nur fiir Ratte,
Maus oder andere Nager getestet worden. Insofern war es nicht iiberraschend, dass
sechs der 15 verwendeten Antikorper nicht mit dem Gewebe der Affenretina reagierten.
Dabei muss bedacht werden, dass in diesen Féllen keine Aussage hinsichtlich der Prote-
inexpression gemacht werden kann, da eine Unterscheidung zwischen einer fehlenden
Proteinexpression oder einer fehlenden Antikorperbindung nicht moglich ist. Im zwei-
ten Schritt wurden bei den positiven immunhistochemischen Fiarbungen das Regulati-
onsmuster der Proteine im Laufe der weiteren retinalen Entwicklung beschrieben und

mit Hilfe der Literatur mit bereits bestehenden Erkenntnissen verglichen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde anhand des etablierten Regenerationsmodelles
(Ford-Holevinski et al. 1986; Bihr et al. 1988) nach Quetschung des Sehnervens und
Linsenverletzung (Fischer 2000) das Wachstum retinaler Axone in vitro initiiert, damit
die regenerationsfordernde Wirkung des ROCK-Inhibitors Y-27632 an auswachsenden
Axonen analysiert werden konnte. Y-27632 zeigte in verschiedenen Studien (Ishizaki et
al. 2000; Lingor et al. 2007; Lingor et al. 2008; Ahmed et al. 2009) eine das
Neuritenwachstum stimulierende Wirkung, jedoch wurden diese Experimente in dieser
Arbeit erstmals an dem erprobten Regenerationsmodell der adulten Ratte (siche Materi-
al und Methoden) und an dem spontan regenerierenden postpartalen Gewebe des Affen
Callithrix jacchus durchgefiihrt.

4.1 Immunhistochemische Proteindetektion in der Affenretina

Im Folgenden werden nur die positiven Antikdrperfarbungen einzeln vorgestellt und mit

Ergebnissen aus fritheren Studien verglichen.

41.1 GAP-43

Das zytoplasmatische Growth associated Protein wurde erstmals bei Krdten (Skene et
al. 1981), spiter auch bei anderen Lebewesen wie z. B. Ratten, Schlangen, Kaninchen,
Kiihen und auch beim Menschen v. a. in der inneren plexiformen Schicht nachgewiesen

(Mclntosh et al. 1991). Das Phosphoprotein wird allgemein mit neuronaler Plastizitit,
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ZNS-Entwicklung und Regeneration in Verbindung gebracht, obwohl seine genaue
Funktion bis dato noch nicht vollstindig geklart ist. GAP-43 wird schon in der frithen
ZNS-Entwicklung ab dem 15. embryonalen Tag in den Somata und Axonen der
retinalen Ganglienzellen exprimiert (Reh et al. 1989) und postnatal bei den meisten
Vertebraten teilweise oder vollstdndig herrunterreguliert, wobei es sich dann meist in
der inneren plexiformen Schicht konzentriert. Dagegen wird es in assoziativen Hirnge-
bieten wie z. B. dem Hippocampus auch im adulten Zustand weiterhin gebildet, weswe-
gen es dort mit der neuronalen Plastizitit in Verbindung gebracht wird (Benowitz et al.
1997).

Im ZNS kann GAP-43 schon nach der letzten Zellteilung in Neuronen detektiert werden
(Dani et al. 1991). Reh und Kljavin (1989) zeigten, dass GAP-43 in der Retina wéhrend
der embryonalen Entwicklung und der ersten postnatalen Woche nur in den Somata und
Axonen der RGC exprimiert wird. Bei der Ratte ist in der weiteren postnatalen Entwick-
lung und im adulten Zustand die Immunreaktivitit fiir dieses Antigen auf die innere
plexiforme Schicht beschrinkt (Reh et al. 1989; Mclntosh et al. 1991), welche die Fort-
sitze der amakrinen, bipolaren und Ganglienzellen enthédlt. Auch in der inneren
nukledren Schicht kdnnen einige Zellen beim adulten Tier mit GAP-43 angefirbt wer-
den, aber Reh et al. (Reh et al. 1993) vermuteten, dass es sich hierbei um eine Unter-
klasse von amakrinen Zellen handelt, welche in direkter Nachbarschaft zur IPL liegt.
Generell wird GAP-43 wihrend des Axonwachstums und der Synapsenformierung ge-
bildet und postnatal herunter reguliert, wenn die neuronalen Verbindungen voll entwi-
ckelt sind (Skene et al. 1981). Eine Reexpression kann aber durch Axotomie (Doster et
al. 1991; Meyer et al. 1994), Ischdamie (Ju et al. 2002), ein peripheres Nerventransplan-
tat (Ng et al. 1995) oder nach einer Behandlung mit dem neurotrophen Faktor CNTF (Jo
et al. 1999) erneut iniitiert werden.

Die im ZNS von Vertebraten eingeschrinkte Regenerationsfahigkeit adulter RGC ist u.
a. auf die fehlende bzw. sehr geringe Expression von GAP-43 zuriickzufiihren (Meyer et
al. 1994; Schaden et al. 1994). Wihrend das zytoplasmatische Protein in der embryona-
len Entwicklung noch in den RGC, in Axonen und besonders in deren Wachstumske-
geln (Skene et al. 1986; Meyer et al. 1994) vorhanden ist, wird es postnatal weniger bis
gar nicht mehr exprimiert, sodass ein Zusammenhang mit dem verminderten Regenera-
tionspotential adulter Ganglienzellen angenommen wird (Benowitz et al. 1997). Diese
Annahme wird durch vielfdltige Versuche in den letzten zwei Jahrzehnten unterstiitzt.
Einerseits konnte mit Hilfe von Experimenten an transgenetischen Méusen bewiesen

werden, dass eine Uberexpression von GAP-43 zur spontanen Ausbildung aberranter
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Synapsen an der motorischen Endplatte und an den sog. Moosfasern der Kornerzellen
im Hippocampus flihrt (Aigner et al. 1995). Im Hippocampus projizierten diese Moos-
fasern bei den transgenetischen Mausen nicht nur vom Gyrus dentatus in das Stratum
lucidum, sondern auch dariiber hinaus in das Stratum oriens. Aber auch an der moto-
rischen Endplatte konnten Aigner et al. eine verstirkte spontane Synapsenbildung nach
Blockade der Erregungsiibertragung durch Botulinumtoxin beobachten, sodass sie

GAP-43 eine wichtige Rolle bei dem Auswachsen von Axonen zuschrieben.

Andererseits konnte in Studien, in denen die GAP-43 Expression supprimiert wurde,
die gegenteilige Bedeutung des Phosphoproteins dargestellt werden. In embryonalen
Hiithnchen verloren die priméren sensorischen Neurone auf einer Poly-D-Lysin-Kultur
die Fahigkeit, Axone auszubilden, wenn sie zuvor mit zu GAP-43 mRNA komplemen-
taren Antisense-Oligonukleotiden behandelt wurden (Aigner et al. 1993). Sobald diese
zuvor mit Antisense-Oligonukleotiden behandelten Zellen aber auf einem
Lamininsubstrat kultiviert wurden, bildeten die Neurone immerhin sehr diinne Prozesse
mit atrophierten Wachstumskegeln aus. Auch an Maiusen, die eine Nullmutation im
Exon des GAP-43 Genes aufzeigten, konnte die Bedeutung des Phosphoproteins fiir das
Axonwachstum bewiesen werden. Diese Miuse zeigten Defekte wihrend des Auswach-
sens der Axone durch das Chiasma opticum und verstarben meist kurz nach der Geburt

trotz eines ansonsten normalen Nervensystems (Strittmatter et al. 1995).

Studien zeigten immer wieder, dass GAP-43 neben anderen, hier nicht weiter untersuch-
ten Proteinen, einen groBen Einfluss auf das Auswachsen der Axone wihrend der Ent-
wicklung des ZNS und wihrend der Regeneration zentraler Neurone wie der RGC hat
(Doster et al. 1991; Meyer et al. 1994). Im Gegensatz zu der Ratte, die wihrend der
Entwicklung und postnatal GAP-43 in den RGC exprimiert und danach im adulten Zu-
stand herrunterreguliert (Benowitz et al. 1997), wird das Protein in der Affenretina auch
beim adulten Tier weiterhin gebildet (Rose et al. 2008). Diese altersunabhingige GAP-
43-Expression haben Rose et al. mit der lebenslangen, im Alter aber dennoch abneh-
menden Regenerationskapazitét retinaler Ganglienzellen in Verbindung gebracht. Auch
in der Hithnchenretina ist die spontane Regeneration der RGC mit einer konstitutiven
GAP-43 Expression assoziiert (Vanselow et al. 1991), wohingegen die Regeneration
retinaler Axone bei der Ratte eine konditionierende Vorbehandlung erfordert, aber dann
auch mit einer verstirkten GAP-43-Expression einhergeht (Schaden et al. 1994; Leon et
al. 2000).

Die immunhistochemischen Ergebnisse dieser Arbeit stehen damit in Einklang mit der

derzeitigen Literatur hinsichtlich der konstanten Expression des Phosphoproteins GAP-
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43 in der Retina des Affen Callithrix jacchus. In der fetalen Retina wird GAP-43 in den
Somata und Axonen der RGC gebildet (Reh et al. 1989) und ist somit in unseren im-
munhistochemischen Férbungen nur in der Ganglienzellschicht und der angrenzenden
vitreoretinalen Grenzschicht zu finden. In der weiteren Entwicklung zeigt sich ein Ma-
ximum der Proteinexpression in der postnatalen Retina, da zu diesem Zeitpunkt die
Synapsenformierung und die terminalen Verzweigungen der Axone im Vordergrund
stehen (Benowitz et al. 1997). Wiéhrend der weiteren Alterung der Retina kommt es
zwar — im Vergleich zum postnatalen Stadium - zu einer Reduktion der GAP-43 Bil-
dung in der Affennetzhaut, jedoch ist in allen Altersstufen eine durchgehende Protein-
expression erkennbar. Wéhrend in der Rattenretina sich diese hauptsédchlich auf die in-
nere plexiforme Schicht beschrinkt (Mclntosh et al. 1991), ist beim Affen eine
Immunreaktivitit in der ONL, OPL und besonders in der Ganglienzellschicht erkennbar.
Desweiteren werden Strukturen angeférbt, die von den RGC durch die innere nukledre
Schicht zur OPL ziehen und morphologisch den Fortsdtzen von bipolaren und interple-
xiformen Zellen entsprechen. Die Anférbbarkeit von diesen Strukturen wurde auch
schon von Mclntosh und Blazynski in der Netzhaut von Menschen beschrieben, sodass

hier ein enger Bezug zur Primatennetzhaut hergestellt werden kann.

4.1.2 GFAP

Das Intermedidrfilamentprotein GFAP wurde erstmals in Hirngewebe von Patienten mit
Multiple Sklerosis Plaques isoliert (Eng et al. 1971) und gilt bis heute als verldsslicher
Marker fiir Astrozyten im ZNS und findet daher u. a. Verwendung bei der Diagnostik
von glialen Hirntumoren. Als Hauptintermedidrfilament in den reifen Astrozyten hat es
vielfdltige Aufgaben wie z. B. die Modulation der Astrozytenbeweglichkeit und —form
oder ein Einfluss auf die Stabilitét der Astrozytenfortsitze. Allgemein kommt es einer-
seits zu einem graduellen Anstieg dieses zytoplasmatischen Proteins in Astrozyten wéh-
rend des gesamten Lebens (Nichols et al. 1993; Eng et al. 2000), andererseits kommt es
als Reaktion auf Stress im ZNS zu einem rapiden Anstieg von GFAP innerhalb weniger
Stunden, wenn die Astrozyten auf ein Trauma, Ischdmie oder eine Erkrankung reagieren
(Eng et al. 2008).

In der Retina von Sdugetieren gibt es zwei verschiedene Gliatypen: Die sternformigen
Astrozyten, deren Somata in der Ganglienzellschicht liegen und die mit ihren Fortsétzen
die Axone der Ganglienzellen bis zum Sehnerven begleiten. Als radidre Glia dagegen
werden die Miillerzellen bezeichnet, deren Somata in der INL verankert sind und deren
Fortsdtze sich durch die gesamte Retina ziehen, wodurch sie die benachbarten Zellen

stiitzen. Miillerzellen haben durch ihre spezielle Lokalisation in der Retina vielfdltige
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Aufgaben wie z. B. die Aufrechterhaltung der Homoostase durch Regulation der intra-
und extrazelluldren Konzentrationen von Calcium, Kalium und Glutamat, die Kontrolle
des retinalen pH-Wertes oder als unterstiitzende Energiequelle fiir Neuronen (Newman
et al. 1996). Sie kommunizieren dabei liber lonenkandle, Neurotransmitterrezeptoren

und verschiedenen Transportsystemen mit den einzelnen Zellen der Retina.

In der normalen Retina ist die konstitutive GFAP Expression bei den meisten Vertebra-
ten auf die Astrozyten in der Faserschicht beschriankt, aber nach einer Verletzung im
okulo-retinalen Bereich wird das zytoplasmatische Protein hauptsichlich in den Miiller-
zellen verstirkt exprimiert (Dahl 1979). Dabei kann das in den Miillerzellen ansonsten
nur gering exprimierte Intermedidrfilament als Antwort auf verschiedene degenerative
Prozesse oder Verletzungen plotzlich hochreguliert werden: durch Retinitis pigmentosa
(Rodrigues et al. 1987), altersbedingte Makuladegeneration (DiLoreto Jr et al. 1995),
retinale Ischdmie (Fitzgerald et al. 1990; Osborne et al. 2009), Quetschung des N.
opticus (Chen et al. 2002), Glaukom (Tanihara et al. 1997) oder durch andere retinale
Erkrankungen und Verletzungen (Lewis et al. 2003). Als Folge dieser pathologischen
Prozesse kommt es zu einer Aktivierung der retinalen Gliazellen mit konsekutiver
Uberexpression des Intermediirfilamentes GFAP im Zytoplasma. Reaktive Astrozyten
und v. a. Miillerzellen gehen mit einer sog. Astrogliose einher, die mit der Inhibierung
des axonalen Wachstums und einer Neuronendegeneration assoziiert ist (Ridet et al.
1997). Verschiedene Studien konnten allerdings auch einen regenerationsférdernden
Einfluss der aktivierten Gliazellen nachweisen, da die aktivierten Astrozyten auch
neurotrophe und regenerationsférdernde Faktoren sezernieren (Cai et al. 2001; Tardy
2002). Die retinalen Gliazellen konnen also nach einer Verletzung einerseits die neuro-
nale Regeneration durch ihre gliale Narbe inhibieren, andererseits produzieren sie aber
auch verschiedene regenerationsfordernde Faktoren, die damit das axonale Wachstum
positiv beeinflussen. Verschiedene Studien haben diesen kontroversen Einfluss der
Astrogliose auf die axonale Regeneration durch Experimente mit Antisense-
Oligonukleotiden und GFAP-knockout Méusen weiter untersucht. So zeigten z. B.
Lefrancois et al. in Neuronen-Astrozyten-Cokulturen, dass die Blockade der GFAP-
Synthese durch Antisense-Oligonukleotiden zu einer Reduktion der glialen Hypertro-
phie fiihrt und eine verstirkte neuronale Regeneration zur Folge hat (Lefrancois et al.
1997). So konnte die ansonsten iibliche Blockade des Neuritenwachstums wirkungsvoll

in einer in vitro-Studie unterdriickt werden.

In dieser Arbeit sollte die altersabhéingige Expression des zytoplasmatischen

Intermedidproteins GFAP in der Retina des Wei3biischelaffens untersucht werden. Bei
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der immunhistochemischen Analyse zeigte sich eine altersbedingte Zunahme des Prote-
ins. In der fetalen Retina wurden nur die Astrozyten in der Ganglienzellschicht ange-
farbt, wihrend in der postnatalen Retina zum einen diese Astrozyten eine deutliche Zu-
nahme in der GFAP-Signalintensitét zeigten, zum anderen aber auch schon die Fortsétze
der Miillerzellen leicht angefarbt werden konnten. Diese Beobachtung deckt sich mit
den Ergebnissen aus einer Studie an der menschlichen Retina, in der die GFAP-
Expression in der sich normal entwickelnden humanen Retina analysiert wurde (Karim
et al. 1996). Das Intermediérprotein konnte schon ab der 24. Schwangerschaftswoche in
der Ganglienzell- und Nervenfaserschicht zuerst in der Ndhe des Sehnerveneintrittes
und spéter auch in den {ibrigen Netzhautarealen nachgewiesen werden. Jedoch konnte
eine Anfarbung der Miillerzellen in der humanen Retina erst im adulten Stadium beo-
bachtet werden. Dagegen kommt es in der Primatenretina schon ab dem postnatalen
Alter zu einer stetig ansteigenden GFAP-Intensitit in den Miillerzellen, wobei diese
jedoch immer von einem stirkeren GFAP-Signal in den Astrozyten der Ganglienzell-
und Nervenfaserschicht liberlagert wird. Die Annahme, dass sich die GFAP-Expression
in der Retina nur auf die Astrozyten beschrinkt (Dahl 1979) und dass die Miillerzellen
in der normalen Netzhaut nur eine Hochregulation dieses Proteins als Folge von Verlet-
zungen und pathologischen Prozessen (siehe oben) zeigen, konnte in den letzten Jahren
widerlegt werden. Lewis und Fisher (2003) berichten in ihrem Review, dass der basale
GFAP-Level in den Miillerzellen je nach Spezies variiert. In Médusen, Ratten und Eich-
hornchen kann kein oder nur sehr wenig GFAP gefunden werden, wihrend in den Miil-
lerzellen von Katzen oder Menschen eine moderate Menge an GFAP exprimiert wird.
Dieses scheint auch bei den mit dem Menschen nah verwandten Primaten zuzutreffen,
denn in der hier untersuchten Retina konnte schon im postnatalen Alter sowie bei dem 4
Wochen alten Affen eine betrichtliche Menge an GFAP in den Miillerzellen nachge-
wiesen werden, die nicht mit dem graduellen Anstieg der GFAP-Expression im zuneh-
menden Alter erkldrt werden kann (Nichols et al. 1993; Eng et al. 2000). Eine vermehrte
GFAP-Synthese und Aktivierung der Miillerzellen kann mit steigendem Alter auch in
den hier vorliegenden immunhistochemischen Aufnahmen beobachtet werden. Dieser
Prozess ist dabei auf die Reifung der Gliazellen und auf eine altersbedingte retinale De-
generation zurlickzufithren (DiLoreto Jr et al. 1995). Aber nicht nur in den Miillerzellen
ist eine GFAP-Zunahme mit dem Alter zu verzeichnen, sondern auch die Astrozyten
zeigten eine vermehrte Expression dieses Intermedidrproteins wihrend ihrer altersbe-

dingten Reifung und nach einer Aktivierung (Eng et al. 2000).

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass GFAP eine alters-und

reifungsbedingte Zunahme seiner Expression in der Primatenretina zeigt, wobei diese
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nicht nur typischerweise in Astrozyten, sondern auch in Miillerzellen beobachtet werden
kann. Uberraschend war in diesem Kontext eine konstitutive GFAP-Produktion in den
Miillerzellen ab dem Tag der Geburt, da ein GFAP-Signal in diesen Zellen in den meis-
ten Studien nur mit altersbedingter Degeneration oder mit pathologischen Prozessen im

oculo-retinalen Bereich assoziiert wird.

4.1.3  asp; —Integrin

Die Integrine gehdren zu den transmembrandsen Zelladhdsionsmolekiilen, die den Zell-
Zell bzw. Zell-Extrazelluldrmatrixkontakt vermitteln und dadurch viele physiologische
und  pathologische Prozese wie z. B. Wundheilung, Immunantwort,
Thrombozytenaggregation, Tumorinvasion oder Embryogenese beeinflussen kdnnen
(Elner et al. 1996). Wichtige Bestandteile der Extrazelluldrmatrix sind neben den
Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen die Glykoproteine wie Kollagen, Laminin

und Fibronektin, welche die Substrate fiir die transmembrandsen Integrine darstellen.

Integrine sind heterodimere Molekiile, die aus einer nicht-kovalent gebundenen a- und
B-Untereinheit bestehen. Aus den derzeit bekannten 18 a-Untereinheiten und 8 (-
Untereinheiten konnen durch Kombination mehr als 20 verschiedene Integrine entste-
hen, die jeweils einen oder mehrere Liganden besitzen (van der Flier et al. 2001; Hynes
2002). Jedes Integrin hat dabei einen langen extrazelluldren, einen transmembrandsen
und einen kurzen intrazelluliren Anteil, wobei die intrazelluldre B-Kette das
Glykoprotein am Zytoskelett der Zelle verankert. Die extrazelluldre Proteindoméne da-
gegen erkennt spezifische Ligandenbereiche wie z. B. die Tripeptidsequenz Arginin-
Glycin-Asparaginsdure (die sog. RGD-Sequenz), wodurch ein extrazelluldres Molekiil
wie Fibronektin an seinen Rezeptor asf;-Integrin gebunden wird. Dadurch kann dieses
Integrinmolekiil Signale aus der Extrazelluldrmatrix oder von umgebenen Zellen an den
Intrazelluldrraum weiterleiten und spielt daher u. a. eine wichtige Rolle in der embryo-
nalen Entwicklung und Differenzierung. Dieses konnten Yang et al. in Experimenten an
genetisch verdnderten Méusen zeigen, denen das osf;-Integrin wihrend der embryona-
len Entwicklung fehlte. Die mutierten Embryonen wiesen schon ab dem 9. Schwanger-
schaftstag sichtbare Defekte am Hinterstrang und am Mesoderm des Dottersackes auf
und verstarben schlieBlich am 10-11. Tag (Yang et al. 1993). Weiterhin ist auch die
embryonale Blutgefdbildung neben anderen Integrinen, Extrazelluldrmolekiilen und
Wachstumsfaktoren wie VEGF auf das asf;-Integrin und seinen Liganden Fibronektin
angewiesen. Mdusen, denen das os-Integrin fehlte, zeigten erweiterte Blutgefdle im
Dottersack und im Embryo selbst sowie eine reduzierte BlutgefdBkomplexibilitit, die

mit der einer verminderten Aggregation von Fibronektin in vivo assoziiert war (Francis
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et al. 2002). Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass asp;-Integrin und
Fibronektin fiir die friithe Vasculogenese und Angiogenese bedeutsam sind. Auch andere
Arbeitsgruppen konnten durch Fibronektin-Knockout Versuche den Einflu3 dieses
Integrins und seines Liganden auf die Gefaflbildung nachweisen wie z. B. auf die Herz-
gefille (George et al. 1997). Wihrend osP;-Integrin im embryonalen Hithnchengewebe
noch weitverbreitet und reichlich vorhanden ist, kommt es dagegen beim adulten Tier
zu einer reduzierten Expression (Muschler et al. 1991). Die as-Untereinheit wird dann
hauptsichlich in Blutgefdlen und Bindegewebe exprimiert, aber nicht mehr in vielen
anderen Geweben wie adulten Neuronen. Diese dramatische Proteinreduktion nach der
terminalen Zelldifferenzierung konnte u. a. auch in Keratinozyten nachgewiesen werden
(Adams et al. 1990).

Auch im Auge wird der Fibronektinrezeptor asf;-Integrin in verschiedenen Geweben
gebildet: In der Hornhaut kann er auf epithelialen, stromalen und endothelialen Zellen
nachgewiesen werden und spielt dort eine bedeutsame Rolle wihrend der Wundheilung
nach cornealen Epithelverletzungen (Lauweryns et al. 1991; Tervo et al. 1991). Dane-
ben konnte er auch im trabekuldren Maschenwerk (Zhou et al. 1996) sowie in der hu-
manen Retina und der Choroidea immunhistochemisch detektiert werden (Brem et al.
1994). In der Netzhaut findet sich asf; hauptsidchlich im Endothel der retinalen Gefél3e,
aber auch in geringerem Mal} in der Photorezeptorschicht, der INL und der Ganglien-
zellschicht. Weiterhin konnte das EZM-Protein Fibronektin in der Membrana limitans
interna und externa lokalisiert werden (Kohno et al. 1987; Russell et al. 1991), wo es
zusammen mit Laminin der Befestigung der inneren Grenzmembran sowohl an den

Glaskorper, als auch an die Miillerzellen dient (Brem et al. 1994).

Weiterhin zeigten Studien eine Beteiligung der Integrine bei bestimmten pathologischen
Prozessen im Auge. So ist eine Akkumulation von EZM-Material in der verdickten Ba-
salmembran bei der diabetischen Mikroangiopathie bekannt. Es kommt dabei auch zu
einer verdnderten Expression der einzelnen Integrin-Subtypen in  den
GefaBendothelzellen und in den proliferativen Membranen, weshalb von einer stirkeren
Bindung der Endothelzellen an extrazelluldre Proteine wie Fibronektin, Kollagen und
Laminin ausgegangen wird (Roth et al. 1993; Robbins et al. 1994). Daneben zeigten
immunhistochemische Studien auch die Expression von verschiedenen Integrin-
Untereinheiten wie z. B. as und B; in den fibrozelluldren Membranen bei einer prolife-
rativen Vitreoretinopathie (Brem et al. 1994) und in choroidealen Neovaskularisationen
(Umeda et al. 2006). Bei letzteren konnte aufgrund der Bedeutung des osp;-Integrins bei

der Angiogenese eine Suppression der neu gebildeten GefdBBe durch selektive asp;-
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Antagonisten erwirkt werden. Umeda zeigte in seinen Experimenten, dass asf; in den
choroidalen Neovaskularisationen verstarkt exprimiert wird und dass seine kontinuierli-
che Blockade mit Hilfe einer osmotischen Minipumpe die Gefaneubildung unterdriickt

bzw. diese sich zuriickbildet, da in den Endothelzellen die Apoptose ausgeldst wird.

Aber nicht nur in pathologischen Prozessen, sondern auch in der physiologischen Ent-
wicklung der zerebralen Blutgefifie spielt das asp;-Integrins eine bedeutsame Rolle.
Brem und seine Kollegen zeigten die Omniprdsenz dieses Proteins in retinalen und
choroidalen GefaBen, aber 2002 konnte die Arbeitsgruppe um Milner die differentielle
Regulation dieses Integrins wéhrend der Angiogenese im ZNS beweisen (Milner et al.
2002). Wiahrend der normalen zerebralen GefaBentwicklung sind Wachstumsfaktoren
wie vascular endothelial growth factor (VEGF) und basic fibroblast factor (bFGF), aber
auch EZM-Proteine wie Fibronektin und Laminin von entscheidender Bedeutung. Be-
sonders den av-Integrinen wurde in diesem Zusammenhang viel Aufmerksamkeit zuteil
(Brooks et al. 1994; Clark et al. 1996), aber weitere Versuche zeigten auBBerdem eine
Rolle der B;-Integrine wéhrend der Angiogenese. So entwickelten embryonale Stamm-
zellen, denen f; fehlte, keine Blutgefalle (Bloch et al. 1997) und durch die Neutralisati-
on von asB; im Tumorangiogenesemodell in Maus oder Hiithnchen wurden die GefaB3-
neubildung und das Tumorwachstum gehemmt (Kim et al. 2000; Kim et al. 2000). Auf-
grund dieser Ergebnisse untersuchten Milner et al. die Integrinexpression im Gefal3sys-
tem von postnatalen und adulten Méiusehirnen und zeigten, dass es wihrend der Rei-
fung der ZNS-Gefdfle zu einem Wechsel in der Integrinexpression kommt: Die o; und
as-Untereinheit zeigen zwischen dem 1. postnatalen Tag bis zum adulten Stadium eine
kontinuierliche Expressionssteigerung, wohingegen o4 und os als typische
Fibronektinrezeptoren eine gegensitzliche Reaktion mit Abnahme der postnatal noch
hohen Proteinbildung aufweisen. Gleichzeitig nimmt auch die Synthese des
Fibronektins vom postnatalen bis zum adulten Alter ab. Die Reifung der ZNS-Gefif3e
geht also mit einer verstirkten Bildung von a,;f3; und oeP; sowie ihres Liganden Laminin
sowie mit einer verminderten Produktion von o4f; und osB; und ihrem Subtrat
Fibronektin einher. Fibronektin und sein Integrinrezeptor scheinen demnach wegen ih-
rer Expression in der frithen aktiven Angiogenese die weitere endotheliale Zellprolifera-

tion und —migration zu beeinflussen.

In dieser Arbeit wurde nicht wie bei Milner et al. die asP;-Integrinexpression in zerebra-
len, sondern in retinalem Gewebe analysiert. In der fetalen Affennetzhaut zeigt sich eine
ausgeprigte Signalintensitdt des osP; nur in Gefdllen der Ganglienzell- und Nervenfa-

serschicht, wobei die angefdrbten Zellen eher in Aggregaten bzw. Klumpen als in ge-
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faBartigen Rohren angeordnet sind. Diese Ergebnisse stimmen mit der von Hendrickson
untersuchten BlutgefaBBentwicklung im Callithrix jacchus tiberein (Hendrickson et al.
2006). Threr Studie nach gehen am 100. Fetaltag erste Blutgefdle aus dem Gewebe am
Sehnerven und an der Sehnervpapille hervor und wachsen weiter peripher in die Ner-
venfaser- und Ganglienzellschicht ein. Auch die sich entwickelnden Kapillaren des
Choroids kénnen zu diesem Zeitpunkt schon angefarbt werden wie an der diffusen Fér-
bung oberhalb der ONbL erkennbar ist. Desweiteren haben Hendrickson und ihre Kol-
legen auch die Assoziation der Blutgefile mit Astrozyten durch eine weitere GFAP-
Féarbung analysiert und haben entdeckt, dass die Astrozyten in der fetalen Entwickung
nicht nur die Blutgefdle wihrend ihres Wachstums begleiten, sondern ihnen auch bis

zum GefaBplexus zwischen INL und IPL immer rdumlich vorangehen.

In der hier vorgestellten immunhistochemischen Farbung der postpartalen Retina kann
eine im Vergleich zur fetalen Retina zunehmende und sich ausbreitende Fluoreszenz des
asPi-Integrins beobachtet werden. Die Zunahme dieses Signales ist wahrscheinlich auf
die Bedeutung dieses Membranproteins und seines Liganden Fibronektin in der frithen
Angiogenese zuriickzufiihren, da es nach Milner et al. zu diesem Zeitpunkt eine wichti-
ge Rolle bei der Endothelzellproliferation und -migration spielen soll. Die Lokalisation
des osP; dagegen ist mit der BlutgefdBentwicklung in der Retina assoziiert. Nach der
Geburt beginnen die Endothelzellen iiber die Ganglienzellschicht hinaus zur IPL weiter-
zuwachsen, um an der Grenze zwischen IPL und INL am Ende des 1. postnatalen Mo-
nats einen Kapillarplexus zu bilden. Mit der Fluoreszenzfiarbung der 4 Wochen alten
Affenretina kann aber nicht nur dieser innere Gefaflplexus dargestellt werden, sondern
auch schon der Plexus an der Grenze zwischen INL und OPL, der durch ein weiteres
Wachstum der Kapillaren iiber die INL hinaus entsteht. In der Retina des 1 Monat alten
Tieres ist allerdings auffillig, dass die Intensitit des Signales fiir asp; im Vergleich zur
postnatalen und fetalen Netzhaut abnimmt und dass das Integrin im adulten Stadium
iiberhaupt nicht mehr gebildet wird (in der Abbildung ist eine unspezifische Hinter-
grundfiarbung erkennbar). Diese Beobachtung korreliert mit dem von Milner untersuch-
ten Wechsel der Integrinexpression wahrend der Reifung von zerebralen Blutgefillen in
der Maus. Auch in der Primatenretina kommt es unseren Ergebnissen nach zu dieser
Verianderung in der Integrinproduktion und wahrscheinlich wiirde auch beim Affen eine
verstirkte Synthese von Laminin und seinen Rezeptoren a; und o dargestellt werden
konnen, da die Endothelzellen im adulten ZNS sehr feste Verbindungen mit der
lamininreichen Basalmembran von Blutgefden bilden, um die Blut-Hirn-Schranke

bzw. in unserem Fall die Blut-Retina-Schranke zu stabilisieren.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der hier durchgefiihrten osf;-Integrinfarbung
zum einen die Entwicklung und Ausbreitung der Blutgefille in der Retina des Callithrix
jacchus, zum anderen die differentielle Regulation des Integrins mit einer Abnahme des

as wahrend der Reifung der retinalen Endothelzellen.

4.1.4  PB- und y-Kristalline

Kristalline bilden eine Familie aus wasserloslichen Proteinen, die aufgrund ihres ab-
nehmenden Molekulargewichtes in eine a-, - und y-Gruppe eingeteilt werden und we-
gen ihrer Hauptlokalisation in der Linse lange Zeit als linsenspezifische Proteine galten,
wo sie fiir Transparenz und Refraktion mitverantwortlich sind (Graw 1997). Nach ihrer
Entdeckung in nicht-lentikuldren Geweben konnten sie jedoch auch in zahlreichen wei-
teren Organen wie der Retina, dem Gehirn oder den Hoden nachgewiesen werden
(Jones et al. 1999; Magabo et al. 2000), obwohl ihr Expressionslevel auB3erhalb der Lin-

se vergleichsweise gering ist.

Struktur und Funktion

B- und y-Kristalline bilden eine gemeinsame Superfamilie, da beide eine charakteristi-
sche antiparallele B-Faltblattstruktur besitzen, welche als Greek-key Motiv bezeichnet
wird. Diese Struktureigenschaften verleihen ihnen eine hohe Stabilitit und die Eigen-
schaft, Caliciumionen binden zu kdnnen (Graw 1997; Rajini et al. 2001). B-Kristalline
bestehen aus oligomeren Komplexen, die von sechs B-Kristallingenen kodiert werden,
wovon aber B2 aufgrund seines weit verbreiteten Expressionsmusters aullerhalb der
Linse am bedeutsamsten ist. y-Kristalline dagegen bilden Monomere und kdnnen in

weitere sechs Untergruppen eingeteilt werden.

Aufgrund dieser Eigenschaften, ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu mikrobiellen Stress-
proteinen (Jaenicke et al. 2001) und ihrer hohen intrinsischen Stabilitit wird ihnen eine
zytoprotektive Bedeutung wéhrend Stresssituationen zugesprochen. Jones und seine
Kollegen konnten z. B. eine transiente Erhdhung des y-Kristallins in der Retina von
Maiusen an den postnatalen Tagen 13-14, an denen die Tiere erstmals ihre Augen off-
nen, nachweisen (Jones et al. 1999). Auch andere Studien zeigten eine vermehrte
retinale Kristallinexpression nach Lichtexposition als Stressfaktor: Ein 2-3facher An-
stieg der Kristalline in lichtexponierter Rattenretina, v. a. in den &uBeren
Photorezeptorsegmenten und im Pigmentepithel wurde von Sakaguchi beobachtet, so
dass ein moglicher protektiver Einfluss dieser Proteine auf die Photorezeptoren vermu-
tet wurde (Sakaguchi et al. 2003). Aber nicht nur Licht als Stressor kann die
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Kristallinproduktion in der Netzhaut erhdhen, sondern auch retinaler Stress durch
Ischdmie mit anschlieBender Reperfusion oder durch retinale Verletzungen haben eine
erhohte Kristallinexpression zur Folge (Yoshimura et al. 2003; Vazquez-Chona et al.
2004). In diesen Studien fiel zudem auf, dass das temporale und spatiale Expressions-
muster der Kristalline dem des GFAPs dhnlich ist. Daher vermuteten die Autoren, dass
die Kristallinhochregulation wahrscheinlich eine generelle Antwort der Retina auf un-
terschiedliche Traumata darstellt. In diesem Zusammenhang sind auch die Experimente
von Coop bedeutsam, welche die Verlagerung der B-Kristalline von perinukledren zu
zytoplasmatischen Regionen neuronaler Zellen nach temporérer Hitzeschockbehandlung
in vitro zeigte (Coop et al. 1998). Dort konnten die Kristalline durch Bindung {iber-
schiissiger zytoplasmatischer Calciumionen oder durch Stabilisierung anderer Proteine

neuroprotektiv wirken.

AuBerhalb der Retina haben die Kristalline durch ihre Hauptlokalisation in der Linse
vielfdltige Funktionen im Bezug auf Transparenz und Refraktion (Andley 2007; Graw
2009). In diesem Zusammenhang sind sowohl Mutationen der B-, als auch der y-
Kristalline mit hereditiren und nicht-hereditiren Katarakten bekannt. Schon ab den frii-
hen Entwicklungsstadien werden B-Kristalline in der Linse vermehrt produziert und
konnen daher im Linsencortex am stirksten nachgewiesen werden. Dagegen scheinen
die y-Kristalline eher bei der Linsenentwicklung eine Rolle zu spielen, da ihre maximale
Proteinexpression zum Zeitpunkt der Geburt erreicht wird und danach stark abfillt.
Aber nicht nur die degenerativen Verdnderungen der Linse, sondern auch die in der Re-
tina sind mit einer verdnderten Kristallinproduktion assoziiert. So konnten verschiedene
B-und vy-Kristallinsubtypen vermehrt in Drusen von Patienten mit altersbedingter
Makuladegeneration detektiert werden (Crabb et al. 2002). Dariiberhinaus scheinen die
Kristalline auch bei der physiologischen Entwicklung von Blutgefilen im Auge von
Bedeutung zu sein (Zhang et al. 2005), so dass schon eine friihe Rolle der Kristalline
nicht nur wéhrend der Entwicklung der Linse, sondern auch der Blutgefdf3e und wahr-

scheinlich auch der Retina angenommen werden kann.

Kristalline und die Regeneration von RGC

Lange Zeit waren die Kristalline nur als Strukturproteine der Linse bekannt und iiber
eine Funktion in der Retina konnte nur spekuliert werden. Ihre Lokalisation in allen
nukledren Schichten der Retina und ihre altersunabhéngige Expression (Xi et al. 2003;
Rose 2004) deuten allerdings auf eine weiterfithrende Rolle in der Netzhaut hin. In Ex-
perimenten konnte nachgewiesen werden, dass eine Co-Kultivierung RGC mit verletz-

ten Linsen ein neuronales Auswachsen zeigt (Lorber et al. 2002). Daher wurde ange-
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nommen, dass dieser Effekt auf den Hauptbestandteil der Linse, den Kristalline, zuriick-
zufiihren ist. Weitere Regenerationsversuche mit Kristallinen konnten diesen Verdacht
weiter untermauern: Organkulturen des Riickenmarkes und isolierte Motoneurone des
Hiihnchens reagierten nach Zugabe von Kristallinen in vitro mit einer verstdrkten
Neuritenbildung und Axonelongation (Ahmann 2003). Ebenso konnten Liedtke et al.
zeigen, dass bestimmte B-Kristallinsubtypen wéahrend des Auswachsens regenerierender
Axone im Uberstand des Kulturmediums hochreguliert werden und dass dabei v. a.
Bb2-Kristallin in den Axonen und Filopodia der RGC exprimiert wird (Liedtke et al.
2007). Weitere Experimente mit Bb2-Kristallin transfizierten RGC-5-Zellen konnten
einen das Neuritenwachstum fordernden Effekt zeigen, so dass die positive Wirkung
einzelner Kristalline auf die Axiogenese bewiesen werden konnte. Der einzelne Mecha-
nismus, durch welchen die 16slichen Kristalline das retinale Axonwachstum direkt oder
indirekt beeinflussen, konnte allerdings erst in einer weiteren Studie genauer untersucht
werden. Dabei belegten Fischer et al. die das Axonwachstum von RGC fordernde Wir-
kung von B- und y-Kristallinen sowohl in vitro, als auch in vivo (Fischer et al. 2008):
Die intravitreale Injektion von gereinigten und aufbereiteten - oder y-Kristallinen hatte
nicht nur einen positiven Effekt auf das Neuritenwachstum in vitro, sondern auch in
vivo konnte dies anhand von mehrmaligen intravitrealen Kristallininjektionen am Rege-
nerationsmodell des peripheren Nerventransplantates gezeigt werden. Dariliberhinaus
induzieren die Kristalline die Freisetzung des ciliary neurotrophic factor (CNTF) in
retinalen Astrozyten, welcher wiederum in den RGC eine erhdhte Regenerationsbereit-
schaft bewirken konnte. Allerdings ist liber diese Wirkung der Kristalline auf die RGC
und liber den Mechanismus der CNTF-Freisetzung noch nicht allzu viel bekannt, so

dass weitere Studien in diesem Bereich notwendig sind.

Diese recht aktuellen Studien beweisen, dass die Kristalline nicht nur im Zusammen-
hang mit der Linse und deren Verénderungen, sondern auch in Bezug auf die Retina und

die Regeneration von RGC weiter betrachtet werden miissen.

Retinale Expression

Die extra-lentikuldre Expression eines a-Kristallins konnte erst 1989 von Bhat und Kol-
legen (Bhat et al. 1989) und die der - und y-Kristalline erst noch spiter bewiesen wer-
den (Head et al. 1995; Jones et al. 1999). Daher war iiber die Funktion der - und y-
Kristalline in der Retina auch lange Zeit wenig bekannt, bis Versuche mit regenerieren-
den Neuronen einen das Axonwachstum fordernden Einfluss bewiesen (Ahmann 2003;
Liedtke et al. 2007; Fischer et al. 2008). Die Expression dieser Proteine in der Retina
der Maus bzw. des Affens wurden von Xi (2003) und von Rose (2004) detailliert unter-
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sucht. Demnach wird B-Kristallin in der 12.5 Wochen alten Mausretina in allen
nukleédren Schichten und zusétzlich punktuell in den inneren Segmenten der Photorezep-
toren gebildet. Im Entwicklungsverlauf der Primatenretina vom postpartalen zum adul-
ten Gewebe dndert sich dieses Expressionsmuster laut Rose nicht weiter, so dass eine
altersunabhédngie Py-Konzentration angenommen wurde. Diese Ergebnisse koénnen
durch diese Arbeit nicht unterstiitzt werden: In unserer immunhistochemischen Analyse
konnte eine deutliche altersabhéngige B-Kristallin-Produktion mit kontinuierlich anstei-
gender Proteinbildung nachgewiesen werden. Dabei wird das Protein in der fetalen Re-
tina noch iiberhaupt nicht, in der postpartalen Retina nur in den Segmenten der Photore-
zeptoren und erst im weiteren Verlauf dann in den nukledren Schichten exprimiert. Da-
mit kann die von Xi und Rose beobachtete Proteinlokalisation bestétigt werden, jedoch
zeigen die hier vorliegenden Férbungen eine ausgepriagte Altersabhingigkeit. Zum ei-
nen kann das unterschiedliche Ergebnis durch die Verwendung verschiedener Antikor-
per — Rose verwendete einen Anti-By-Antikorper (Sanbio), wihrend in dieser Arbeit ein
genereller B-Kristallin-Antikdrper eingesetzt wurde — verursacht sein, zum anderen be-
obachtete schon Xi in seiner Studie, dass die immunhistochemische Analyse der (-
Kristallin-Expression in verschiedenen Tieren einem groBen Schwankungsbereich un-
terlegen war. Dariiberhinaus ist eine dhnliche altersabhingige B-Kristallin-Produktion
auch in der Linse bekannt (Graw 2009). Dort wird das Protein zwar schon in frithen
Entwicklungsstadien gebildet, aber seine Expression wird nach der Geburt weiter ge-
steigert, so dass die hochste B-Kristallinkonzentration schlieflich im Linsencortex ge-
funden werden kann. Weiterhin konnen B-Kristallinsubtypen bei degenerativen Erkran-
kungen wie der altersbedingen Makuladegeneration nachgewiesen werden (Crabb et al.
2002), was nicht nur seine Involvierung in den Stoffwechsel der Photorezeptoren er-
klart, sondern auch durch seine frithe Expression in den Photorezeptorsegmenten der

postpartalen Retina weitere entwicklungsabhidngige Funktionen vermuten ldsst.

Bei den y-Kristallinen ldsst sich dagegen nur eine geringere Altersabhédngigkeit ab der
postpartalen Entwicklung beobachten. In der fetalen Retina kann die duere neuroblasti-
sche Schicht, der noch jegliche weitere laminére Differenzierung fehlt, diffus angeférbt
werden, wihrend die Ganglienzell- und Nervenfaserschicht eine punktuelle Signalanhe-
bung zeigen. Doch schon ab der Geburt ldsst sich die vom Xi und Rose beschriebene
Proteinlokalisation in allen nukledren Schichten auch hier nachweisen. Dabei ist es auf-
grund der Aufnahmetechnik bzw. der verwendeten Lichtquelle nicht moglich, die Inten-
sitdt der einzelnen Fluoreszenzfarbungen ndher zu bestimmen, so dass eine Altersab-
héngigkeit nicht weiter untersucht werden kann. Allerdings kann eine im Vergleich zur

postpartalen Retina stirkere Kristallinexpression in den nukledren Schichten vermutet
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werden. Diese Annahme einer Altersabhingigkeit und die besonders in der juvenilen
Retina beobachtete Kristallinbildung in den Segmenten der Photorezeptoren wiirden im
Kontext der altersbedingten Makuladegeneration (Coop et al. 1998) eine Funktion der y-
Kristalline bei degenerativen Erkrankungen und der Reifung der Photorezeptoren unter-
stiitzen. Weiterhin ist bei der y-Kristallinexpression postpartal und im Alter von 4-22
Wochen eine ausgeprigte Anfarbung der Nervenfaserschicht auffillig, die mit einer
moglichen regenerationsfordernden Wirkung der Kristalline in Zusammenhang stehen
konnte (Fischer et al. 2008).

4.1.5 Brn-3b

Die POU-Doménen Transkriptionsfaktoren (TF) Brn-3a, 3b und 3c gehoren aufgrund
thres gemeinsamen DNA-Bindungsmotivs zu einer Familie, die neben anderen Trans-
kriptionsfaktoren wie HLH oder LIM-Faktoren die neuronale Proliferation und Diffe-
renzierung im peripheren und zentralen Nervensystem beeinflussen. Die einzelnen Brn-
3-Subtypen zeigen dabei eine hohe strukturelle Ahnlichkeit und charakteristische, iiber-
lappende Expressionsmuster in sensorischen Neuronen und sensomotorischen Hirn-

stammarealen (Xiang et al. 1995).

Die hoch konservierte DNA-bindende POU-Doméne zeigt eine 95%ige, die Regionen
auBerhalb der POU-Domine noch eine 70%ige Ubereinstimmung in der
Aminosdurensequenz innerhalb der drei Brn-3 TF (Xiang et al. 1995). Dennoch unter-
scheidet sich das spatiotemporale Expressionsmuster wihrend der embryonalen Ent-
wicklung und dadurch auch die einzelnen Funktionen der Brn-Subtypen erheblich, was
in knockout Versuchen mit Mdusen demonstriert werden konnte: Brn-3a Nullmutati-
onsmdiuse starben kurz nach der Geburt, da sie durch anormale Ganglia trigeminale und
Spinalganglien ihre Saugféhigkeit verloren und auflerdem beeintrdchtigte motorische
und somatosensorische Funktionen aufwiesen (McEvilly et al. 1996; Xiang et al. 1996).
Maiuse mit einer Nullmutation fiir Brn-3c iiberlebten dagegen und konnten sich auch
vermehren, aber sie zeigten einen vollstindigen Verlust der Haarzellen im Innenohr,
was zu zum einen zu Taubheit, zum anderen zu einem beeintrichtigten Gleichgewichts-
vermogen flihrte (Erkman et al. 1996; Xiang et al. 1997). Auch die Brn-3b defizienten
Maiusen waren lebensfdhig und fruchtbar, aber zeigten einen erheblichen Verlust an
RGC in der Retina (Erkman et al. 1996; Gan et al. 1996).
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Brn-3b in der Retina

Der Transkriptionsfaktor Brn-3b wird relativ friih wihrend der Embryogenese in der
Retina gebildet, wenn die undifferenzierten Vorlduferzellen postmitotisch werden (Gan
et al. 1996; Xiang 1998). In Miusen kann Brn-3b immunhistochemisch erstmals ab dem
Embryonaltag 11.5 in der neuroblastischen Schicht der zentralen Retina in den Vorldu-
ferzellen nachgewiesen werden. Wihrend der weiteren retinalen Entwicklung dehnt sich
auch die Brn-3b Expression auf die peripheren retinalen Bereiche aus und weist ein
Maximum an den Embryonaltagen 12.5 bis 15.5 auf, wenn die Mehrheit der Ganglien-
zellen entsteht. Dabei kann Brn-3b sowohl in den migrierenden RGC der neuroblasti-
schen Schicht, als auch postpartal in den differenzierten Zellen der neu gebildeten
Ganglienzellschicht nachgewiesen werden (Turner et al. 1994; Gan et al. 1996; Xiang
1998).

Die zeitliche Assoziation der Brn-3b-Expression wéhrend der Entstehung der retinalen
Ganglienzellen und ihr Nachweis in den differenzierten Zellen weisen auf seine bedeu-
tende Rolle wihrend der Differenzierung und Proliferation der RGC hin. Durch Brn-3b
knockout Versuche an Méusen konnte in der adulten Retina ein RGC-Verlust von 70-
80% verglichen mit Wildtyp-Méusen nachgewiesen werden. Zwar waren die Ganglien-
zellen spezifiziert und migrierten zur GCL, aber die meisten Zellen waren nicht fahig,
normale Axone zu bilden und schlieBlich wurden sie im perinatalen und friihen postna-
talen Zeitraum apoptotisch (Erkman et al. 1996; Xiang 1998; Gan et al. 1999; Wang et
al. 2000). Daher wiesen die Sehnerven der entsprechenden Tiere auch einen signifikant
geringeren Durchmesser mit weniger Axonbiindeln auf. Der Einfluss von Brn-3b auf die
Differenzierung der RGC und das axonale Wachstum konnten seither in vielen unter-
schiedlichen Studien nachgewiesen werden. Xiang et al. vermuteten 1998, dass Brn-3b
fiir die initiale Differenzierung von ca. 70% der RGC notwendig sei, denn die restlichen
20-30% der Ganglienzellen {iberlebten bis ins Erwachsenenalter und konnten zwar
Axone, wenn auch anormale Neuriten mit Projektionsdefekten bilden. Xiang propagier-
te daher einen Brn-3b-abhingigen und einen Brn-3b-unabhidngigen Differenzierungs-
weg, wobei Brn-3b in dem von ihm abhingigen Signalweg benétigt wird, um die Diffe-
renzierung der RGC anzustoBen. Auch der Einfluss des Brn-3b Proteins auf das axonale
Wachstum wurde in weiteren Experimenten analysiert. Wang konnte 2000 demonstrie-
ren, dass der 3b-Faktor fiir die Polarisation der RGC notwendig ist: In den 3b-
defizienten Mausen bildeten die Ganglienzellen eher dendritische als axonale Fortsitze.
Weiterhin waren diese Neuriten kiirzer, wuchsen langsamer und faszikulierten nicht

ordnungsgemal. Daher wurde vermutet, dass Brn-3b zum einen die Dendritenformation
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supprimiert, zum anderen dass es die Aktivitdt von Genen reguliert, welche an der Etab-

lierung der Zellpolaritdt beteiligt sind.

Zusammenfassend scheint Brn-3b fiir Wachstum, Wegfindung und Biindelung der Axo-
ne sowie fiir die Differenzierung und das Uberleben der Ganglienzellen erforderlich zu
sein. Allerdings haben weitere Versuche gezeigt, dass der Verlust von Brn-3b teilweise
durch andere Brn-TF kompensiert werden kann. Versuche mit Brn-3b und -3¢ double
knockout Méuse zeigten ndmlich einen weiteren Verlust von RGC und Axonen im Ver-
gleich zu den Brn-3b-defizienten Tieren (Wang et al. 2002), so dass sich iiberlappende
Funktionen fiir Brn-3b und 3c angenommen werden kdnnen. Dariiberhinaus konnte
durch in vitro Expression von Brn-3c mittels eines Vektors in Brn-3b-defiziente RGC
sogar das axonale Wachstum gefordert werden, wenngleich diese Axone auch nicht die
normale Morphologie aufwiesen. Brn-3c scheint also nur partiell die Funktionen von

Brn-3b ersetzen zu konnen.

Diese Kompensation durch einen anderen Brn-3 Subtyp konnte auch durch einen
knock-in Versuch, bei dem das Brn-3a-Gen in den 3b-Locus eingeschleust wurde, dar-
gestellt werden (Pan et al. 2005). Dadurch konnten die ansonsten bei Brn-3b-defizienten
Tieren auftretenden retinalen Defekte vermieden werden. Die RGC bildeten Axone,
angemessene zentrale Projektionen und umgingen den programmierten Zelltod, solange
Brn-3a im gleichen spatiotemporalen Muster vorhanden war wie ansonsten Brn-3b.
Dementsprechend wurde von Pan et al. postuliert, dass sich die einzelnen Brn-Faktoren
funktionell gleichen und dass ihre verschiedenen Rollen wéhrend der Neurogenese auf

ihr unterschiedliches spatiotemporales Expressionsmuster zurlickzufiihren seien.

Jedoch spielt Brn-3b nicht nur beim Axonwachstum in der Retina eine bedeutende Rol-
le, sondern auch bei der Differenzierung der postmitotischen Vorlduferzellen in entwe-
der RGC oder anderen retinalen Zellen wie amakrine oder Horizontalzellen. Gan be-
hauptete 1999, dass Brn-3b dabei nicht fiir die initiale Bestimmung des Zellschicksales,
sondern fiir die normale Differenzierung der RGC verantwortlich sei (Gan et al. 1999).
Aber dies konnte in einer neueren Studie von Qiu widerlegt werden (Qiu et al. 2008):
Demnach fordert Brn-3b die Differenzierung der multipotenten Vorlduferzellen in ear-
ly-born RGC und unterdriickt gleichzeitig die Bildung von /ate-born RGC, amakrinen
und horizontalen Zellen, indem es weitere Transkriptionsfaktoren supprimiert. Dieses
negative, durch Brn-3b kontrollierte Regulationsprogramm konnte die Differenzierung
der Vorlduferzellen in frithe RGC sicherstellen, denn sobald dieser Regelkreis unterbro-
chen ist, werden zu viele andere retinale Zellen und zu wenige RGC gebildet. Aller-

dings muss dabei angemerkt werden, dass Brn-3b nicht direkt die Differenzierung der
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Vorlduferzellen beeinflussen kann, sondern seine Expression iiber Math5 reguliert wird,
welches wiederum als basic helix-loop-helix (bHLH) TF-Gen durch GDF11 (growth
differentiation factor 11) und Follistatin gesteuert wird (Kim et al. 2005). Dieser Studie
nach soll Brn-3b also sowohl die Spezifikation der Vorlauferzellen, als auch die Diffe-

renzierung der RGC beeinflussen konnen.

Immunhistochemische Expression von Brn-3b in der Retina

Zahlreiche Studien der letzten Jahre haben Brn-3b immunhistochemisch in den fetalen
Vorlduferzellen der RGC und in den ausdifferenzierten Ganglienzellen in Maus, Kanin-
chen, Affe oder Mensch detektiert (Xiang et al. 1993; Xiang et al. 1995; Gan et al.
1996). Dabei konnte gelegentlich ein angefarbter Nucleus in der IPL oder der INL beo-
bachtet werden, allerdings stellen diese deplatzierte Ganglienzellen dar. Aufgrund die-
ser Ergebnisse scheint die immunhistochemische Anfiarbung der Retina des Callithrix
Jjacchus in dieser Arbeit gewissen Fehlern zu unterliegen. Zum einen konnte ein An-
wendungsfehler wahrend der immunhistochemischen Anfarbung oder der Probenverar-
beitung aufgetreten sein, zum anderen kann die fehlerhafte Anfarbung der Retina auf
den Antikorper selbst zuriickfithrbar sein. Wahrend in anderen Studien ein monoklona-
ler und damit ein spezifisch bindender Antikdrper verwendet wurde, wurde in dieser
Arbeit ein polyklonaler Antikdrper eingesetzt. Polyklonale Antikorper erkennen mehre-
re antigene Determinanten, da der Antikorper von verschiedenen B-Zellen im Tier ge-
bildet wurde und zudem noch oft die Antiseren mehrerer Tiere fiir ein Produkt gemischt
werden. Dies fiihrt zu einem breiten Reaktionsspektrum, das Kreuzreaktionen erleich-
tert, d. h. es kommt zu einer Bindung des Antikorpers an verschiedene Antigene, die das
gleiche oder ein dhnlich strukturiertes Epitop besitzen. Zusammengefasst konnen durch
die Verwendung eines polyklonalen Antikorpers falsch positive Ergebnisse auftreten,
falls andere Fehlerquellen wie Benutzerfehler ausgeschlossen werden konnen. Da nicht
nur andere Studien die immunhistochemische Anfarbung von anderen retinalen Struktu-
ren als den Ganglienzellen ausschlie8en, sondern auch ein intensives Signal in der OPL
gegen die Lokalisation des ansonsten nukledr lokalisierten Transkriptionsfaktors spricht,
deuten die vorliegenden immunhistochemischen Aufnahmen auf ein falsch positives
Ergebnis hin. Der polyklonale Primérantikdrper konnte also an strukturell dhnliche
Epitope in den retinalen Schichten binden. Die Bindung des Sekundirantikorpers
scheint jedoch aufgrund der negativen Kontrollfairbung (nicht abgebildet) keinem Fehler

zu unterliegen.

Dartiberhinaus ist das negative Signal in der fetalen Affenretina auffallend, da auch die

Vorlauferzellen der RGC vor deren Migration zur GCL angefarbt werden konnen (Gan
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et al. 1996). Brn-3b kann in Zellen der fetalen Mausretina schon am Embryonaltag 11
erstmals detektiert werden und besonders zwischen E12 und E15 steigt die Anzahl an
Brn-3b-exprimierenden Zellen kontinuierlich an, da zu diesem Zeitpunkt die meisten
RGC ihre letzte Mitose durchlaufen und anschlieBend zur spiateren GCL migrieren. Die
fehlende Anfarbbarkeit der fetalen Affenretina kann in diesem Fall entweder ein falsch
negatives Ergebnis darstellen oder die fetale Affenretina hat ein dem Embyronaltag 11
der Méuseretina noch nicht vergleichbares Alter erreicht, so dass zu diesem Zeitpunkt

noch keine Brn-3b exprimierenden Vorlduferzellen vorhanden sind.

Im Western Blot konnte eine deutliche Expression von Brn-3b in der postnatalen Prima-
tenretina und eine nachfolgende, altersabhidngige Abnahme des TF nachgewiesen wer-
den. Leider stand kein fetales Gewebe diesem Proteindetektionverfahren zur Verfiigung,
so dass keine Aussage iiber die Proteinmenge in der fetalen Affenretina getroffen wer-
den kann. Diese altersabhéngige Abnahme der Brn-3b-Expression steht in Einklang mit
den Ergebnissen aus anderen Studien, die die Bedeutung dieses Proteins fiir sowohl die
Differenzierung und Proliferation der RGC, als auch fiir das Wachstum und die Weg-

findung der Axone (siche oben) herausgestellt haben.

Zusammengefasst konnte die Bedeutung des POU-Transkriptionsfaktors Brn-3b fiir das
axonale Wachstum und die Differenzierung der RGC dargestellt werden, allerdings
konnte die immunhistochemische Farbung dieser Arbeit aufgrund der falsch positiven
Ergebnisse keine weiteren Informationen zur altersabhéngigen Proteinexpression in der

Retina des Callithrix jacchus liefern.

41.6 APP

Eine erhohte Immunreaktivitit von APP oder seinem Spaltprodukt B-Amyloid im Ge-
hirn konnte in vielen Studien mit der Pathogenese von neurodegenerativen Erkrankun-
gen wie Morbus Alzheimer oder zerebrale Amyloidangiopathie, aber auch mit dem phy-
siologischen Alterungsprozess in Verbindung gebracht werden. In dieser Arbeit wurde
dagegen die Expression dieser beiden Proteine in der normalen Retina des Callithrix

Jjacchus untersucht.

Das Amyloidvorlduferprotein APP ist ein transmembrandses Glykoprotein, das aus ei-
ner groBen extrazelluliren Domine, einer singuldren integralen Membranregion und
einem kurzen intrazelluldren Bereich besteht (Glenner et al. 1984; Kang et al. 1987,
Hardy et al. 2002). Es gibt drei verschiedene Isoformen des Proteins, die durch alterna-

tives Spleilen generiert werden, aber im Gehirn von Vertebraten stellt APPgos die do-



- 88 -

minante Isoform in Neuronen dar. Die einzelnen Funktionen von APP sind schwer zu
definieren, da es zum einen durch verschiedene Sekretasen in unterschiedliche Produkte
gespalten werden kann, welche wiederum eigene Funktionen im Gehirn innehaben
(Turner et al. 2003), zum anderen dndert sich kontinuierlich die Lokalisation des Prote-

ins wéhrend seiner Prozessierung in der Zelle (Wolfe et al. 2007).

Das transmembrandse Protein kann auf zwei unterschiedlichen Wegen weiter gespalten
werden (sieche Abbildung 20), wobei besonders der f-Amyloid erzeugende Spaltungs-
weg aufgrund dessen Relevanz in der Pathogenese des M. Alzheimer besondere Beach-
tung in der Literatur findet (Thinakaran et al. 2008). Der erste Schritt der Prozessierung
beinhaltet die APP-Spaltung durch entweder eine a- oder eine -Sekretase, wobei nur
letztere zur Bildung des B-Amyloids fiihrt. Allerdings erfolgt zu 90% die Spaltung auf
dem nicht-amyloidogenen Weg, bei dem durch die a-Sekretase ein groBes ldsliches
APP-Fragment (0a-sAPP) und ein in der Membran verankertes C83-Fragment entsteht,
welches im néchsten Schritt durch die y-Sekretase weiter zu einem kleinen extrazellulé-
ren p3-Peptid aufgespalten wird. Der zu nur 10% stattfindende amyloidogene
Prozessierungsweg beinhaltet die aufeinanderfolgende APP-Spaltung durch eine (-
Sekretase (BACE) und eine y-Sekretase. Neben dem l6slichen B-sAPP entsteht dabei
das fiir M. Alzheimer charakeristische B-Amyloid in den senilen Plaques. Dieser
Prozessierungsweg findet hauptsidchlich endosomal und weniger an der Zelloberfldche
statt, so dass das B-Amyloid erst durch anschlieBende Sekretion in den extrazelluldren

Raum gelangen kann.
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Quelle: Eigene Darstellung.
Abbildung 20: Die Prozessierung von APP durch Sekretasen

Das transmembrandise Gylokoprotein APP wird entweder durch Sekretasen zu einem kleinen extrazellu-
liren p3-Fragment und einer intrazelluldren Domdne von APP gespalten oder es wird iiber den amyloi-

den Signalweg in geringerem Ausmaf3 zu den bei M. Alzheimer bekannten p-Amyloid prozessiert.

Funktionen des APP

Neben seiner Rolle als Vorlauferprotein fiir die Entstehung des B-Amyloids hat APP
auch neurologische Funktionen, die durch seine groBBe N-terminale extrazelluldre oder
seine C-terminale zytoplasmatische Doméne vermittelt werden. Die extrazelluldre Do-
méne ist eine cysteinreiche Region, welche eine den Wachstumsfaktoren dhnliche
Struktur aufweist (Rossjohn et al. 1999), aber auch u. a. Heparin und Kupfer-bindende
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Stellen besitzt. Dadurch kann APP als Zellrezeptor auf Neuronen fungieren und somit

zu neuronalem Wachstum, Zelladhésion und Zellmobilitit beitragen.

In der Literatur wird APP eine Vielzahl an unterschiedlichen Funktionen zugeschrieben,
aber seine eigentliche physiologische Rolle bleibt noch zu ermitteln. Eine wachstums-
fordernde Bedeutung ist die am besten beschriebene Rolle des APP. So soll es das
Neuritenwachstum und die Bildung von Synapsen fordern (Milward et al. 1992; Priller
et al. 2006), aber auch einen Einfluss auf die Differenzierung von neuronalen Stamm-
zellen haben (Kwak et al. 2006). Dariiberhinaus werden dem Amyloidvorlduferprotein
anti-apoptotische und neuroprotektive Funktionen zugeschrieben. Eine weitere Rolle
wird dem Vorlduferprotein bei der Zelladhédsion zugesprochen, wo es einen fordernden
Einfluss besitzen soll. Es soll zusammen mit Integrinen an der Zelloberfldche von Axo-
nen und an Adhésionsbindungsstellen lokalisiert sein und auch mit extrazelluldren Mo-
lekiilen wie Laminin und Kollagenen interagieren (Beher et al. 1996; Storey et al. 1996;
Yamazaki et al. 1997).

Trotz dieser vielen unterschiedlichen Funktionen des APP ist der Phinotyp von APP-
defizienten Méusen eher uninteressant. Diese Mduse besitzen ein geringeres Korperge-
wicht und bilden im Alter eine Muskelschwéche aus. Im Gehirn kann eine unspezifische
Gliose und eine Beeintrachtigung des Lernverhaltens und des Gedéchtnisses sowie der
synaptischen Plastizitit beobachtet werden (Zheng et al. 1995; Wang et al. 2005; Wolfe
et al. 2007).

APP in der Retina

Im gesunden Auge konnte das Amyloidvorlduferprotein sowohl in der inneren Retina
(RGC und NFL), als auch in variablen Ausmal} in anderen retinalen Schichten nachge-
wiesen werden (Loffler et al. 1995). Dabei konnte eine altersabhingige Zunahme des
Proteins in der Ganglienzellschicht beobachtet werden, so dass eine Assoziation mit
dem altersbedingten Verlust der RGC moglich erscheint (Price et al. 1994). Aber nicht
nur wahrend des Alterungsprozesses, sondern auch bei neurodegenerativen Erkrankun-
gen wie der altersbedingten Makuladegeneration und dem chronischen Glaukom spielt
APP eine bedeutende Rolle (Guo et al. 2007). So konnten verschiedene Studien [-
Amyloid in Drusen und sein Vorlduferprotein im Zytoplasma der dariiberliegenden
retinalen Pigmentepithelzellen in Augen von AMD Patienten detektieren (Johnson et al.
2002; Dentchev et al. 2003; Seth et al. 2008).

Eine weitere Studie weist APP in den Ganglienzellen von Kaninchen nach (Morin et al.
1993): Demnach wird das Protein in den RGC synthetisiert und dann rasch mit Hilfe
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kleiner Vesikel zum Sehnerv transportiert, wo es in die axonale Plasmamembran und in
den priasynaptischen Nervenendigungen im Corpus geniculatum laterale eingebaut wird.
Dartiberhinaus weisen Morin et al. das Vorlduferprotein auch immunhistochemisch in
den retinalen Miillerzellen nach, allerdings wird die Anfarbung dieser Gliazellen mit
einer Aufnahme des zuvor intravitreal injizierten [*°>S] Methionin [*°S] Cystein erklrt.
In den fiir diese Arbeit vorliegenden immunhistochemischen Farbungen konnte APP v.
a. in der Neurofilamentschicht und in den Miillerzellen nachgewiesen werden, wobei es
bei ersteren eine altersbedingte Zunahme der Signalintensitéit in der Affenretina zeigt.
Demgegeniiber ist eine altersabhéngige Zunahme seiner Expression in den Ganglienzel-
len (Loffler et al. 1995) in dieser Arbeit nicht erkennbar. Allerdings wurde auch ein
APP-Antikorper verwendet, der laut Herstellerangaben nur fiir Paraffinschnitte und
nicht fiir kryokonservierte Gewebe entwickelt wurde. Ob diese falsche Handhabung
allerdings die Anfarbung der RGC verhindert, ist eher unwahrscheinlich. Dennoch sollte
in einer weiteren Studie die in der Literatur beschriebene Lokalisation des APPs in den
RGC auch in Affengewebe mittels eines anderen APP-AntikGrpers weiter untersucht
werden. Neben Morin und Kollegen konnte aber auch Chen das
Amyloidvorlduferprotein in Miillerzellen detektiren (Chen et al. 1996). Da die Expres-
sion von APP in Miillerzellen und Astrozyten unter verschiedenen pathologischen Um-
stainden schon in fritheren Studien beobachtet wurde (Gray et al. 1993; Topper et al.
1995), hat Chen die APP-Expression in Miillerzellen und RGC nach Durchtrennung des
N. opticus bei der Ratte untersucht. In der Kontrollgruppe konnte er - wie in dieser Stu-
die auch — das Amyloidvorlduferprotein in den Miillerzellfortsétzen und besonders in
deren Endfiilchen in der inneren Retina, aber nur zu einem geringen Ausmal} in den
Ganglienzellen nachweisen. Nach Durchtrennung des Sehnervens wurde ein signifikan-
ter Anstieg der APP-Expression in Miillerzellen, jedoch nicht in den RGC beobachtet.
Diese Reaktion wird mit einer nach RGC-Verletzung verinderten Kaliumleitfdhigkeit
der Miillerzellen erklart, wodurch die metabolische Aktivitit dieser Gliazellen verdndert
wird, was wiederum zu einer verstirkten Expression des APP fiihrt. Letztlich zeigt diese
Studie, dass die APP-Expression in den retinalen Miillerzellen nicht nur unter physiolo-
gischen Bedingungen erfolgt, sondern eine Steigerung der Proteinexpression unter pa-
thologischen Prozessen erfolgt. Daher erscheint auch die gesteigerte APP-Synthese in
den Miillerzellen der alternden Affenretina in dieser Studie keinem Fehler zu unterlie-
gen, allerdings scheint die von Loffler et al. beschriebene Hauptlokalisation von APP in
den Ganglienzellen nicht auf den Affen {ibertragbar zu sein, da in den vorliegenden im-
munhistochemischen Firbungen keine punktuelle APP-Expression in den RGC ab-
grenzbar ist. Es ist aber noch weiter zu untersuchen, warum Loffler nicht die Bildung

des Amyloidvorlduferproteins in den Miillerzellen identifizieren konnte, aber Chen und
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diese Studie beide eine intensive Anfarbung dieser retinalen Gliazellen feststellen konn-

ten.

417 p-Amyloid

Dieses 4KDa schwere Protein ist eines der Hauptbestandteile der extrazelluldren
Plaques in Gehirnen von Alzheimerpatienten oder auch in den Aggregaten der zerebra-
len Amyloidangiopathie. Es wird mit Hilfe einer B- und 7y-Sekretase aus dem
transmembrandsen Glykoprotein APP (siehe oben) abgespalten, wobei verschiedene
Isoformen wie AP4o oder APa, entstehen kdnnen. In gesunden Gehirnen wird das extra-
zelluldre B-Amyloid allerdings wieder von Astrozyten katabolisiert (Koistinaho et al.
2004), indem es iiber den Apo-E Rezeptor aufgenommen und enzymatisch abgebaut
wird, so dass extrazelluliren Amyloid-Ablagerung verhindert werden kénnen. Erst unter
pathologischen Bedingungen wie bei der Alzheimererkrankung akkumuliert es im Ge-
hirn. Dabei aggregiert monomeres AP zu Oligomeren, zu Protofibrillen und schlieBlich
zu Amyloidfibrillen. Dies erfordert eine erhohte AP-Konzentration, entweder durch
vermehrte Produktion von AP oder durch einen verminderten Abbau des Amyloids.
Diese extrazelluldren Amyloidablagerungen sind aber nicht nur die Ursache der Alz-
heimerkrankheit, sondern sie sind zudem noch neurotoxisch (Jen et al. 1998; Wirths et
al. 2001; Takahashi et al. 2004; Kokubo et al. 2005).

In dieser Arbeit sollte die Expression von B-Amyloid in der Affenretina unterschiedli-
chen Alters untersucht werden. Frithere Studien haben die Akkumulation von A in der
Retina mit der Pathogenese von zwei verschiedenen Augenerkrankungen, der AMD und
dem Glaukom, in Verbindung gebracht. Die altersbedingte Makuladegeneration ist wie
M. Alzheimer auch eine neurodegenerative Erkrankung, bei der die charakteristischen
Drusen zwischen der Bruchmembran und dem RPE das -Amyloid und verschiedene
Komplementfaktoren enthalten (Johnson et al. 2002; Dentchev et al. 2003). Dabei sollen
das AP und die Komplementfaktoren das Pigmentepithel pathophysiologisch beeinflus-
sen (Bruban et al. 2009) und dariiberhinaus auch die Synapsen der Photorezeptoren ver-
andern (Johnson et al. 2005), so dass es schlielich zur Degeneration der Photorezepto-
ren und der RGC kommt. Im AMD-Mausmodell konnte dementsprechend eine Immun-
therapie mit Anti-AB-Antikdrpern die Amyloidablagerungen im Auge und Hirn vermin-
dern, Defizite im ERG verbessern und somit die Progression der AMD verlangsamen
(Ding et al. 2008).

Neben seiner retinalen Expression in Drusen von AMD-Patienten konnte -Amyloid

auch eine Rolle in der Pathophysiologie des Glaukoms zugeschrieben werden (Guo et
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al. 2007). Im experimentellen Glaukommodell konnte B-Amyloid nicht nur in
apoptotischen RGC lokalisiert werden, sondern induzierte zeit- und dosisabhingig auch
deren Apoptose. Durch Hemmung der AB-Aggregation konnte zudem noch die RGC-
Apoptose in vivo reduziert werden, so dass das B-Amyloidmolekiil nach Ansicht der

Autoren einen neuen potentiellen Angriffsort in der Glaukomtherapie darstellen konnte.

B-Amyloid in der Retina

Immunhistochemische Analysen der Augen von AMD-Patienten konnten -Amyloid als
vesikuldre Struktur in Drusen und punktuell im Zytoplasma der RPE, aber nicht in der
neuronalen Retina lokalisieren (Johnson et al. 2002; Dentchev et al. 2003). Da aber eine
erhohte Immunreaktivitdt von APP (siehe diese Studie) und B-Amyloid auch ein Zei-
chen des normalen Alterns darstellt (Joachim et al. 1988) haben Loffler et al.
immunhistochemisch auch die Lokalisation dieses Proteins in der normalen alternden
Retina des Menschen untersucht. Dabei konnten sie in der gesunden Retina aufler einer
gelegentlichen fokalen Anfdarbung von subretinalen, drusendhnlichen Ablagerungen
keine gesteigerte Immunreaktivitdt fiir Anti-AB im Alter entdecken. Diese Ergebnisse
konnen auch durch die fiir diese Arbeit angefertigten immunhistochemischen Farbungen
bestdtigt werden. Mit Hilfe eines monoklonalen und polyklonalen Antikorpers (Sigma
und Abcam) konnten verschiedene Isoformen des B-Amyloids in den unterschiedlichen
Altersstufen der Affenretina nicht nachgewiesen werden. Auch die adulte Affenretina
zeigt immunhistochemisch kein Signal in subretinalen Strukturen, aber da die Lebens-
erwartung von Marmosetaffen bei circa 12 Jahren liegt, ist die hier verwendete adulte
Retina (4.5 Jahre) auch eher als juveniles Gewebe einzustufen und daher waren alters-

bedingte drusendhnliche Verdnderungen der Netzhaut noch nicht zu erwarten.

4.1.8 Nestin

Nestin gehort zu den 10nm groBen Intermedidrfilamenten Typ VI, die der mechanischen
Stabilitdt von Zellen dienen. Dieses zytoplasmatische Protein wird v. a. wihrend der
ZNS-Entwicklung von vielen Zellen exprimiert und wird nach deren Differenzierung
durch andere gewebespezifischen Intermedidrfilamente wie z. B. Neurofilament oder
GFAP ersetzt (Yang et al. 2000; Chen et al. 2002; Shibuya et al. 2002). Aufgrund seiner
Expression in multipotenten Stammzellen und den Vorlduferzellen von Neuronen und
Gliazellen im ZNS von Sdugetieren und seines Expressionsstopps nach deren terminaler
Differenzierung wird Nestin als Marker fiir ZNS-Vorlduferzellen eingesetzt (Ahmad et
al. 1999; Ahmad et al. 2000; Messam et al. 2002). Erstmals konnte das transiente

Intermedidrfilament in radialen Gliazellen und ZNS-Vorlduferzellen im Riickenmark
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detektiert werden, aber durch weitere Studien konnte Nestin in vielen sich teilenden
Zellarten im ZNS, PNS und anderen Geweben wie Muskelgewebe nachgewiesen wer-
den (Hockfield et al. 1985). Obwohl seine Expression in Neuronen {iblicherweise nur
transient wahrend deren Entwicklung stattfindet, sind dennoch auch zerebrale Neurone
mit kontinuierlicher Nestinbildung wie die Stammzellen in der subventrikuldren Zone
bekannt (Gu et al. 2002). Dariiberhinaus konnte auch in der humanen Retina eine bis ins

Erwachsenenalter anhaltende Nestinexpression bewiesen werden (Mayer et al. 2003).

Nestin in der Retina

Die Verteilung des Intermedidrproteines in der humanen Retina ist altersabhingig:
Schon im 5 Wochen alten Fetus kdnnen nestinpositive Zellen im Neuroepithel des Au-
genblasenstiels und der Augenblase nachgewiesen werden und auch in der weiteren
Entwicklung der embryonalen  Augenanlage nimmt die Anzahl der
nestinexprimierenden Zellen in der neuralen Retina weiter zu (Bozani et al. 2006). In
der 7-8 Wochen alten Retina kann das Intermedidrfilament zudem in der inneren neuro-
blastischen Schicht und der NFL sowie in dem Sehnerven nachgewiesen werden. Diese
Lokalisation entspricht der vorwiegenden Synthese von Nestin in multipotenten
Stammzellen und Vorlduferzellen von sowohl Neuronen, als auch Gliazellen im sich
entwickelnden ZNS bzw. in der zum Dienzephalon gehdrender Retina (Chen et al.
2002). Dariiberhinaus konnte Nestin auch in der adulten humanen Retina und in chirur-
gisch entfernten epiretinalen Membranen nachgewiesen werden (Mayer et al. 2003):
Sowohl in neuralen bzw. glialen Zellen der GCL und der INL, als auch in Zellen in der
peripheren Retina wurden nestinpositive Zellen immunhistochemisch detektiert, so dass
die Autoren in der Ora serrata eine Wachstumszone bzw. Keimschicht dhnlich dem
pigmentierte Ziliarkdrper vermuteten (Tropepe et al. 2000). Diese nestinexprimierenden
Zellen konnten demnach eine Population von Vorlduferzellen in der adulten Retina dar-
stellen, welche sich weiter differenzieren konnten, um retinale Narbengewebe zu bilden

oder um Regeneration in der Retina zu ermoglichen.

Allerdings kann diese potentielle Funktion von Nestin im adulten menschlichen Auge
nicht ohne weiteres auf andere Sédugetiere {ibertragen werden. In der Retina der Ratte
wird das Intermedidrfilament nur in bestimmter zeitlicher Abfolge gebildet. Wihrend es
im postnatalen Alter in den die gesamte Retina durchspannenden retinalen Vorlduferzel-
len und besonders nahe der Membrana limitans anterior gebildet wird, beschriankt sich
seine weitere Expression in den folgenden Lebenswochen auf die radial angeordneten
Miillerzellen und ihre EndfiiBchen (Xue et al. 2006). Die Intensitidt des immunhisto-

chemischen Signals nimmt danach in den folgenden Wochen weiter ab, bis ab der 12.
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Woche fast kein Nestin mehr in der Rattenretina nachweisbar ist. Dieses Ergebnis un-
terstiitzt frithere Studien, nach denen Nestin in sich differenzierenden und differenzier-
ten Miillerzellen nachgewiesen werden kann (Walcott et al. 2003), aber es zeigt auch,
dass in der Rattenretina wie in vielen anderen Geweben auch, nach terminaler Differen-

zierung der Neurone eine Abnahme der Nestinsynthese erfolgt.

In dieser Studie sollte die Expression des transienten Intermedidrfilaments in der Retina
des Callithrix jacchus analysiert werden und wie bei den anderen Sédugetieren ist auch
hier eine altersabhidngige Expression zu verzeichnen. In der fetalen, ca. 100 Tage alten
Affenretina ist die Immunreaktivitdt fiir Nestin radial in der gesamten Netzhaut verteilt,
erstreckt sich also in den retinalen Vorlduferzellen von der ONbL bis zur Ganglienzell-
schicht, wobei eine Akzentuierung des Signales in der dufleren ONbL und der GCL er-
kennbar ist. Nach der terminalen Differenzierung der multipotenten Vorlduferzellen in
Neurone und Gliazellen der Retina verdndert sich auch das Expressionsmuster von
Nestin in der Primatenretina. Im postnatalen Alter kann zwar auch noch ein
immunhistochemisches Signal in der gesamten Breite der Netzhaut beobachtet werden,
allerdings konzentriert sich die Immunreaktivitit auf die OPL, IPL und besonders auf
die Ganglienzellschicht und die angrenzende NFL, in der faserartige Fortsdtze abge-
grenzt werden konnen. Dieses Expressionsmuster spricht fiir eine Anfirbung der Miil-
lerzellen, welche als spezialisierte Gliazellen die gesamte Retina durchspannen und da-
durch zum einen als Stiitzzellen der Neurone fungieren, zum anderen aber auch fiir pa-
thologische und physiologische Prozesse wie der Kontrolle von Ionen- und
Transmitterkonzentrationen verantwortlich sind (Newman et al. 1996). Zur Bestdtigung
dieser Vermutung miisste allerdings eine gleichzeitige Anfarbung der
nestinproduzierenden Zellen mit Glutaminsynthetase erfolgen, welche als etablierter
Marker fiir Miillerzellen gilt. Auch in der weiteren Entwicklung der Primatenretina
konnen in abnehmender Intensitdt die plexiformen Schichten und die GCL bzw. NFL
angefarbt werden, allerdings wirken die immunhistochemischen Aufnahmen eher un-
spezifisch und fehlerhaft aufgrund der verwaschenenen retinalen Strukturen. In der
adulten Affenretina kann dagegen iiberhaupt kein Nestin mehr detektiert werden, so
dass von einer Abnahme der Nestinproduktion in den Miillergliazellen mit zunehmen-
dem Alter ausgegangen werden muss. Diese Beobachtung entspricht auch der retinalen
Expression von Nestin in der Rattennetzhaut, in der es ab der 12. postnatalen Woche zu
einer Abnahme bzw. zu einem vollstindigen Fehlen von Nestin in den retinalen Gliazel-
len kommt (Xue et al. 2006). Beim Menschen dagegen konnten auch in der adulten Re-
tina nestinpositive Zellen in der GCL, INL und in Gliazellen nachgewiesen werden

(Mayer et al. 2003). Die nach Angaben der Autoren potentielle Moglichkeit dieser
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nestinproduzierenden Zellen als Ausgangspunkt einer mdglichen Regeneration von
zentralen Neuronen wiirde dementsprechend nicht auf die Primatenretina zutreffen. Al-
lerdings ist die Affenretina besonders fiir die bis ins Erwachsenenalter erhaltene Rege-
nerationsmdglichkeit zentraler Neurone bekannt, so dass diese Funktion anscheinend
nicht auf die erhaltene Nestinproduktion in retinalen Zellen zuriickfiihrbar ist wie Mayer

et al. u. a. vermuteten.

Neben dieser mit der terminalen Differenzierung von Zellen abnehmende
Nestinexpression ist auch eine durch unterschiedliche Stimuli induzierbare erneute
Nestinproduktion in Miillerzellen bekannt. Nach Laserkoagulation (Kohno et al. 2006),
nach Verletzung des N. opticus (Xue et al. 2006), nach erhdhten intraokuldrem Druck
im Glaukommodell (Xue et al. 2006) oder durch andere pathologische Verdnderungen
wie epiretinale Membranen (Mayer et al. 2003) kann die Synthese von Nestin erneut
induziert werden. Daher sprechen manche Autoren wie Xue et al. von Nestin nicht nur
als Marker fiir neurogliale Vorlduferzellen, sondern auch als potentiellen Marker fiir
retinale Verletzungen, da die Hochregulation des Intermedidrproteines innerhalb eines

Tages nach der Verletzung und damit sehr rasch erfolgt.

4.2 Regeneration der RGC in der Ratte und Callithrix jacchus

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich am Regenerationsmodell der Ratten- und
Primatenretina mit den Effekten einer ROCK-Hemmung auf die auswachsenden RGC-
Axone in vitro. Dabei sollen eingangs zundchst die Probleme und Voraussetzungen fiir

eine Regeneration adulter ZNS-Neurone kurz erldutert werden.

Im Gegensatz zu Fischen und Amphibien, die nach Durchtrennung des Sehnervens eine
starke, spontane Regeneration aufweisen (Sperry 1944), kann die Retina der Séugetiere
nur unter bestimmten Bedingungen in vivo und in vitro auswachsen (Heiduschka et al.
2000). Die eingangs beschriebenen moglichen Ursachen einer fehlenden, spontanen
Regeneration adulter Neurone lassen sich auf wenige Hauptbereiche beschrinken: Die
Ausbildung einer glialen Narbe und damit einer moglichen physikalischen Barriere, das
Fehlen neurotropher, wachstumsfordernder Fakoren (z. B. CNTF, BDNF) und die An-
wesenheit von inhibitorischen Molekiilen, die sowohl aus dem Myelin, als auch aus dem
Narbengewebe (z. B. Chondroitinsulfatproteoglykane) stammen konnen. Bei ersteren
hat sich der gemeinsame intrazellulire Rho-ROCK-Signalweg als potentieller Angriffs-
punkt fiir die Beeinflussung des Axon- und Neuronenwachstum in vitro und in vivo her-
ausgestellt (Monnier et al. 2003; Kubo et al. 2007; Lingor et al. 2007; Lingor et al.
2008). Auch in dieser Arbeit sollte durch Hemmung der Rho-Kinasen mit Hilfe des
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zellpermeablen Inhibitors Y-27632 ein moglicher Effekt auf die auswachsenden Axone

der postnatalen Primatenretina und der adulten RGC der Ratte untersucht werden.

Das dabei verwendete, seit langem etablierte in vitro Modell der Retinaexplantatkultur
(Ford-Holevinski et al. 1986; Béhr et al. 1988) wurde fiir die adulte Rattenretina ver-
wendet, da diese nur eine sehr begrenzte spontane Regenerationsfihigkeit aufweist.
Durch eine konditionierende Vorbehandlung in Form einer Quetschung des N. opticus
und einer kataraktinduzierenden Linsenverletzung drei Tage vor der Explantation (Leon
et al. 2000; Fischer et al. 2001) wurden die RGC der adulten Ratte in einen Regenerati-
onszustand versetzt, so dass sie in vitro auswachsende Neuriten bildeten, welche durch
eine immunhistochemischen Farbung mit NF-200 als Axone identifiziert werden konn-
ten. Zusétzlich bietet dieses Modell im Gegensatz zu den in vivo-Modellen wie z. B. der
Transplantation eines peripheren Nervens (Vidal-Sanz et al. 1987) den Vorteil von kon-
stanten, reproduzierbaren Kulturbedingungen ohne einen Einfluss von korpereigenen
Stoffen aus dem Immun- und Blutsystem: ein chemisch definiertes Medium, eine kon-
trollierte sauerstoffreiche Atmosphire, eine konstante Temperatur, eine chemisch defi-
nierte Extrazelluldrmatrix (Laminin-1) und luftdurchldssige Petriperm-Kulturschalen.
Diese exakten und reproduzierbaren Kulturbedingungen wurden in den Versuchen so-
wohl bei der Regeneration der Rattenretina, als auch bei der der Affenretina angewandt.
Allerdings birgt die Vorbehandlung der Ratten die Gefahr zahlreicher Eigeneffekte,
welche das Ergebnis beeinflussen konnen. Der operative Eingriff zur Quetschung des
Sehnervens erfordert eine Narkotisierung der Ratten mit Ketamin und Xylaxin intraperi-
toneal, wobei das Muskelrelaxans als o,-Agonist zur Aktivierung des ras-MAPK-
Signalweges und zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT fiithren
(Peterson et al. 2000). Weiterhin entstehen durch die Traumatisierung und Verletzung
der Retina zahlreiche biochemische Verdanderungen wie z. B. die verdnderte Regulation
von GFAP, CNTF oder c-fos (Wen et al. 1995; Yoshida et al. 1995). Weitere Nebenef-
fekte entstehen durch die anschliefende Entziindungsreaktion mit Einwanderung von
Makrophagen nach der Linsenverletzung (Leon et al. 2000), durch die Entstehung einer
Katarakt und die Aktivierung von Gliazellen in der Retina. Doch nicht nur der operative
Eingriff, sondern auch die anschlieBende Explantation und Prédparation der Retina kon-

nen weitere Effekte durch den entstehenden mechanischen Stress zur Folge haben.

Trotz dieser multikausalen Mischeffekte ist dieses Modell geeignet fiir die Analyse der
RGC-Regeneration bei der Ratte, da durch die konditionierende Sehnervquetschung die
Ganglienzellen in einen reaktiven, apoptotischen Zustand versetzt werden, welcher zu

einer verzogerten Degeneration dieser Zellen fiihrt (Villegas-Pérez et al. 1993). Dage-
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gen miissen die durch Operation und Narkose entstehenden Mischeffekte bei der Prima-
tenretina nicht befiirchtet werden. Im Gegensatz zur adulten Rattenretina weisen die
RGC des Callithrix jacchus ein spontanes, starkes Auswachsen der Axone in vitro auf,
ohne dass eine Vorbehandlung zur Konditionierung notwendig ist. Allerdings miissen
auch bei diesem Tiermodell die durch den mechanischen Stress verursachten Nebenef-

fekte wihrend der Explantation und Préparation der Retina berticksichtigt werden.

Zur Regeneration der Callithrix-Retina sind nur wenige Studien bisher vorhanden. Eine
Atrophie der RGC nach traumatischer Verletzung des Sehnnervs oder der Retina mit
Folge eines partiellen, apoptotischen Zelltodes von bis zu 55% der RGC ist bei den
Primaten schon seit langem bekannt (Quigley et al. 1977; Quigley et al. 1995;
Levkovitch-Verbin et al. 2001). Aber durch neuere Studien konnte das Regenerations-
verhalten postnataler und adulter RGC des Callithrix jacchus weiter untersucht werden:
Rose et al. quantifizierte das spontane, starke Auswachsen der RGC-Axone in vitro und
verglich dieses mit der Regenerationsfdhigkeit von Rattenganglienzellen (Rose et al.
2008). Bei den Primaten zeigte sich mit 0,08% (adulte RGC) bzw. 0,8% (postnatale
RGC) eine 2-20fach hohere spontane Regenerationsfahigkeit als die der Ratte (3% nach
Vorbehandlung). Damit weist die Callithrix-Retina eine der stirksten spontanen Rege-
nerationsfahigkeiten unter den Mammalia auf. Allerdings muss dabei beriicksichtigt
werden, dass die Primaten auch eine vergleichsweise viel hohere Anzahl an RGC im
Vergleich zu der Ratte besitzen (1,5 Mio vs. 100 000 bei der Ratte), so dass sich da-
durch die verstirkte Regenerationsfahigkeit etwas relativiert. Im direkten Vergleich mit
Fischen und Amphibien wirken aber diese Regenerationszahlen noch immer verschwin-
dend gering, da bei diesen nicht-Sdugetieren eine spontane Regeneration von 30-60%
der RGC beobachtet werden kann (Humphrey et al. 1985; Stelzner et al. 1986). Darii-
berhinaus untersuchte Rose auch die Regenerationsfdhigkeit von adulten Callithrix-
Ganglienzellen, die wihrend ihres gesamten Lebens eine spontane, wenn auch im Ver-
gleich zur postnatalen Retina geringere Regenerationsfahigkeit erhalten. Dieses Regene-
rationsmodell, das keine Vorbehandlung in Form eines operativen Eingriffes bendtigt,
wurde auch in dieser Arbeit fiir den Vergleich der Auswirkung des ROCK-Inhibitors

auf adulte Rattenganglienzellen und auf postnatale Primaten-RGC verwendet.

4.3 ROCK-Inhibition

Erste Hinweise auf eine Rolle der Rho-GTPasen im ZNS von Séugetieren wurden in
den 1990er Jahren bei der Untersuchung unterschiedlicher Bereiche von adulten Ratten-
hirnen gefunden (Olenik et al. 1997). Weitere Studien wiesen dann einzelne Funktionen

von den GTPasen Rho, Rac und Cdc42 auf das Wachstum von Axonen nach: Deren
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Wachstum wird allgemein formuliert {iber die Bewegung des Wachstumskegels regu-
liert, wobei die Rho-abhingige Aktinpolymerisierung eine grofle Rolle spielt (Lin et al.
1994; Hall 1998). Weiterhin konnte in verschiedenen Zellreihen nachgewiesen werden,
dass die Aktivierung von Rac und Cdc42 zur Ausbildung von Filopodien und
Lamellipodien fiihrt, welche als Bestandteile des Wachstumskegels das Axonwachstum
auf diese Weise fordern konnen (Kozma et al. 1997; Lamoureux et al. 1997). Im Gegen-
satz zu Rac und Cdc42 bewirkt die Rho-GTPase dagegen eine Retraktion der Neuriten,
ein Zusammenfallen des Wachstumskegels und bremst somit axonales Wachstum
(Jalink et al. 1994; Niederost et al. 2002; Nikolic 2002; Ahmed et al. 2005). Daher wur-
de in vielen Studien durch eine entsprechende Inaktivierung von Rho bzw. ROCK ver-
sucht, das Auswachsen der Axone und damit die Regeneration adulter ZNS-Neurone

positiv zu beeinflussen.

Inhibitoren des Rho/ROCK-Signalweges

Durch die Beeinflussung der Aktindynamik in den Wachstumskegeln der Neuriten und
durch Hemmung des gemeinsamen Signalweges der inhibitorischen Molekiile aus
Mpyelin und glialen Narbengewebe (siehe Einleitung) soll die axonale Regeneration im
ZNS von Siugetieren gefordert werden. Dabei kann der gemeinsame intrazelluldre
Rho/ROCK-Signalweg auf verschiedenen Ebenen gehemmt werden: Zum einen kann
die GTPase Rho mit Hilfe der aus Clostridium botulinum stammenden C3-Transferase
durch ADP-Ribosylierung inaktiviert werden. Dazu kann die C3-Ribosyltransferase
entweder direkt zu den Zellen bzw. Axonen gegeben werden (Lehmann et al. 1999)
oder mittels eines Adenovirus werden die RGC mit einem Gen fiir die C3-Transferase
transfiziert (Fischer et al. 2004). Beide Methoden fiihrten jedoch nur zu einer geringen
axonalen Regeneration in den Sehnerv hinein. Allerdings konnte durch die Kombination
der Rho-Hemmung mit der Transplantation eines peripheren Nervens stirkere Effekte
erzielt werden (Hu et al. 2007).

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Hemmung der intrazelluliren Rho-Kinasen,
welche als nachgeschalteten Effektoren der Rho-GTPase einen potentiellen pharmako-
logischen Angriffspunkt darstellen. Derzeit sind mehrere ROCK-Inhibitoren erhéltlich,
die aber alle als kompetitive Antagonisten an der ATP-Bindungsstelle wirken. Fasudil
ist ein z. B. moderater Hemmstoff der ROCKs, der in Japan sogar schon klinisch als
Vasodilatator eingesetzt wird (Shibuya et al. 1992; Hirooka et al. 2005). In Experimen-
ten mit Ratten scheint er zudem auch die neurologischen Symptome nach Verletzung
des Riickenmarkes bei systemischer Gabe zu bessern (Hara et al. 2000). In dieser Arbeit

wurde allerdings der zellpermeable ROCK-Inhibitor Y-27632 eingesetzt, der sowohl bei
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in vitro, als auch in vivo-Experimenten eine Forderung des axonalen Wachstums zeigte
(Lehmann et al. 1999; Fournier et al. 2003; Monnier et al. 2003; Chan et al. 2005;
Lingor et al. 2008; Lingor et al. 2008). Das Pyridin-Derivat hat eine inhibitorische Wir-
kung auf sowohl ROCK I, als auch ROCK II, aber hemmt dariiberhinaus auch noch
konzentrationsabhéngig andere Kinasen wie die protein kinase C-related protein kinase
(PRK-2) oder MSK1 (mitogen- and stress-activated protein kinase-1) (Davies et al.
2000). Damit ist die PRK-2 ein Zielprotein von den beiden GTPasen Rho und Rac,
wihrend die ROCKSs v. a. von Rho aktiviert werden. Gemeinsam ist ihnen wiederum ihr
Einfluss auf die Regulation des Aktinzytoskelettes, wodurch ihnen in der Regenerati-
onsforschung grofle Beachtung zuteil wird (Vincent et al. 1997). In hoheren Y-27632-
Konzentrationen ab 50ul werden noch weitere Kinasen wie CaMKII, PKC, cAMP-
dependent kinase und die Myosinleichtkettenkinase (MLCK) gehemmt (Narumiya et al.
2000). Bei den hier durchgefiihrten Versuchen muss daher beriicksichtigt werden, dass
durch die verwendete Inhibitor-Konzentration (100uMol) nicht alle beobachteten Effek-
te auf die ROCK-Hemmung zuriickfiihrbar sind, sondern es zu einer Effektiiberlagerung
durch die Blockade anderer Kinasen kommen kann. Eine Studie zu den einzelnen Effek-
ten von ROCK [, IT und PRK-2 (Darenfed et al. 2007) analysierte durch individuelle
knockdown-Versuche deren = Wirkung auf auswachsende  Neuriten von
Cerebellumkulturen. Dabei stellte sich heraus, dass zwar der knockdown jeder einzelnen
Kinase eine regenerationsfordernde Wirkung aufwies, doch nur die gemeinsame Blo-
ckade aller drei Kinasen durch Y-27632 hatte ein robustes Wachstum zur Folge, so dass
die Wirkung dieses Inhibitors auf der Co-Hemmung mehrerer Kinasen zu beruhen

scheint.

Einfluss einer ROCK-Inhibition auf Neurone in vitro und in vivo

Wie anfangs erldutert (siehe Einleitung) wird die Regeneration postmitotischer ZNS-
Neurone nicht nur durch ihr abnehmendes intrinsisches Regenerationspotential und
durch die Abwesenheit wachstumsférdernder Substanzen limitiert, sondern auch durch
inhibitorische Molekiile aus dem Myelin und dem Narbengewebe beeinflusst: Myelin
associated glycoprotein (MAG), Nogo, oligodendrocyte myelin glykoprotein (OMgp),
Chondroitinsulfatproteoglykane (CSPG), Semaphorine und Ephrine aktivieren trotz
threr unterschiedlichen Herkunft den gemeinsamen intrazelluliren Rho/ROCK-
Signalweg und hemmen dadurch das axonale Wachstum (Schnell et al. 1990; Jalink et
al. 1994; Fournier et al. 2001; Shamah et al. 2001; Yamashita et al. 2002; Kubo et al.
2007). Die Blockade dieser Signalkaskade erdffnet daher die Moglichkeit die durch

inhibitorische Molekiile ausgeiibte Regenerationshemmung der RGC aufzuheben, da die
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Rho/ROCK-Effektoren in den retinalen Axonen und ihren Wachstumskegels exprimiert
werden (Wahl et al. 2000; Cheng et al. 2003).

Diese regenerationsfordernde Wirkung durch Blockade des Rho/ROCK-Signalweges
konnte in vielen unterschiedlichen Studien auf wachstumspermissiven und —
inhibitorischen Substraten an Spinalganglienzellen, Riickenmarksneuronen (Dergham et
al. 2002; Borisoff et al. 2003; Dubreuil et al. 2003; Fournier et al. 2003) und RGC
(Lehmann et al. 1999; Monnier et al. 2003; Bertrand et al. 2005; Lingor et al. 2007;
Lingor et al. 2008) sowohl in vitro, als auch in vivo dargestellt werden. In diesen Studi-
en wurde anhand verschiedener Zellkulturen bzw. Zelllinien und durch eine unter-
schiedliche Anordnung der in vivo-Experimente stets ein das Neuritenwachstum oder
gar ein das Uberleben der Zellen fordernder Effekt der Rho/ROCK-Hemmung beobach-
tet. Allerdings wurden in den meisten Versuchsreihen embryonale oder postnatale Zel-
len verwendet, die generell schon eine hohere intrinsische Regenerationsfahigkeit als
adulte Zellen aufweisen. Daher wurden in dieser Arbeit die in vitro-Versuche mit dem
ROCK-Inhibitor Y-27632 nicht nur an postnatalen Primatenganglienzellen, sondern
auch an adulten RGC der Ratte durchgefiihrt.

4.4 Regenerationsversuche an Ratten- und Primatenretina

Nach konditionierender Vorbehandlung in Form einer Quetschung des Sehnervens und
Verletzung der Linse wurde die adulte Rattenretina drei Tage nach dem operativen Ein-
griff explantiert und kultiviert. AnschlieBend wurde der ROCK-Inhibitor Y-27632 in
einer Konzentration von 100pMol zu den Retinaexplantaten hinzugegeben (Kontroll-
gruppe: nur S4-Medium). Eine Quantifizierung der Anzahl und Lénge der auswachsen-
den Neuriten drei Tage nach Explantation zeigte keinen signifikanten Unterschied (p =
0,513) zwischen den beiden Gruppen: Der Median der Experimentalgruppe betrug
76,74 Fasern pro mm, der in der Kontrollgruppe 79 Axone pro mm. Auch die Anzahl
der auswachsenden Neuriten > 500um und > 800um wies keinen signifikanten Unter-
schied (p = 0,468 bzw. p = 0,702) zwischen beiden Gruppen auf (16 und 4,5 Axone pro
mm in der Experimentalgruppe vs. 16 und 5 Axone pro mm in der Kontrollgruppe).
Daher scheint der ROCK-Inhibitor in der vorliegenden Versuchsreihe mit adultem Reti-
nagewebe der Ratte keinen regenerationsfordernden Einfluss auf das Axonwachstum

auszuiiben.

Im Gegensatz zu den adulten RGC der Ratte konnte in den Versuchen mit dem postpar-
talen Retinagewebe des Callithrix jacchus ein regenerationsfordernder Effekt der

ROCK-Hemmung beobachtet werden. Zwischen den drei Gruppen, den Experimental-
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gruppen (100uM ROCK-Inhibitor direkt nach der Retinaexplantation oder erst nach 24
stiindiger Kultivierung) und der Kontrollgruppe, besteht ein signifikanter Unterschied
sowohl in Hinblick auf die Anzahl, als auch auf die Lédnge der Axone: Die Axondichte
pro mm betrug in der ROCK-Inhibitor direkt-Gruppe 337, in der Inhibitor nach 24h-
Gruppe 360 und in der Kontrollgruppe 202 Axone pro mm (Mediane), so dass nach
Anwendung eines statistischen Tests und bei Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von o = 0,05 ein signifikanter Effekt zwischen den Experimental- und der Kontroll-
gruppe berechnet werden konnte (p = 0,00). Ein dhnliches Ergebnis konnte auch bei der
Messung der Axonlidngen festgestellt werden: Die Anzahl der Axone > 500pm betrug in
der Kontrollgruppe 33,5, in den Experimentalgruppen 86 (Y-27632 direkt) und 85 (Y-
27632 nach 24h) Axone pro mm. Die Anzahl der Axone, die > 800pum vom Filterrand
entfernt wuchsen, beliefen sich auf 4 Neuriten in der Kontrollgruppe und 25 (Y-27632
direkt) bzw. 18 (Y-27632 nach 24h) Axone pro mm in den Inhibitorgruppen. Durch die
anschlieBende Signifikanztestung konnte auch jeweils fiir den Parameter Axonldnge >
500 bzw. > 800um ein signifikanter Unterschied zwischen den Experimentalgruppen
und der Kontrollgruppe errechnet werden (jeweils p = 0,001). Daher scheint Y-27632 in
einer Konzentration von 100uM auf die auswachsenden Axone von postpartalen Prima-
tenganglienzellen einen signifikanten, regenerationsfordernden Einfluss zu haben,
wenngleich dieser Effekt in Anbetracht der generell niedrigen Regenerationsleistung der
RGC in vitro noch immer sehr gering erscheint. Allerdings scheint der Zeitpunkt der
Inhibitor-Zugabe (direkt nach Explantation vs. nach 24 h) keine zusitzliche Wirkung zu
zeigen, da der p-Wert mit p = 0,189 keinen statistisch signifikanten Unterschied zwi-

schen den beiden Experimentalgruppen beweist.

Dosisabhdngiger Effekt des ROCK-Inhibitors

In einem einzelnen Experiment wurde versuchsweise der ROCK-Inhibitor auch in einer
anderen Konzentration an der Affenretina getestet, um die optimale Hemmstoffkonzent-
ration fiir unsere Versuchsreihen zu finden. Der Vergleich von 50uMol und 100puMol
Y-27632 auf auswachsende Primatenganglienzellen zeigte im Bezug auf die Axondichte
einen signifikant stirkeren wachstumsférdernden Einfluss (p = 0,000) der hoheren
Hemmstoftkonzentration, da unter 100uMol ROCK-Inhibitor durchschnittlich 346,65
Axone und unter 50pMol nur 198,83 Axone pro mm auswuchsen. Eine dhnliche signifi-
kante Wirkung (p = 0,000) der héheren Inhibitorkonzentration konnte auch bei der Zéh-
lung der Axone in einem Abstand von > 500um vom Filterrand beobachtet werden: In
der Kultur mit 50uMol wuchsen durchschnittlich 40,4 Axone, in der mit 100uMol da-
gegen 86,45 Axone pro mm aus. Bei der Erfassung der Axonanzahl mir einer Linge >

800um wurde dagegen kein signifikanter Unterschied (p = 0,631) zwischen den beiden
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Konzentrationen beobachtet (20,9 Axone in der 5S0uMol-Gruppe vs. 21,95 Axone pro
mm in der 100 uMol-Gruppe), so dass zwar die Anzahl der Axone in einem Abstand
von 200 und 500um vom Filterrand durch die hohere Y-27632-Konzentration, nicht

jedoch die Anzahl der lingsten Neuriten > 800um beeinflusst wird.

Es gibt zahlreiche Studien mit unterschiedlichen Y-27632-Konzentrationen, die jeweils
die gewihlte Konzentration als die optimale herausstellen und hoéhere bzw. niedrigere
Konzentrationen dagegen als toxisch darstellen. Ahmed und Kollegen stellen in ihrer
aktuellen Studie (Ahmed et al. 2009) eine ROCK-Inhibitorkonzentration von 10uM als
optimale Konzentration dar, welche das Axonwachstum der zusammen mit CNTF auf
inhibitorischen Myelinsubstraten wachsenden RGC optimal stimulieren kann. Dieser
Studie zufolge sind hohere Y-27632-Konzentrationen wie 20, 30 oder 40uM dagegen
cher toxisch, da das Uberleben der RGC und das Axonwachstum in der Co-Kultur mit
CNTF deutlich reduziert wurde. Auch Lingor und Béhr (Lingor et al. 2008) verwende-
ten fir ihre in vitro-Versuche mit RGC-5 Zellkulturen eine ROCK-Inhibitor-
Konzentration von 10uM, wodurch sowohl das Uberleben der RGC, als auch das durch-
schnittliche Neuritenwachstum gesteigert werden konnte. Eine ihrer fritheren Studien
mit humanen Ntera-2 Zellen auf CSPG-Substraten (Lingor et al. 2007) beobachtet da-
gegen einen das Neuritenwachstum am starksten fordernden Effekt bei einer Y-27632-
Konzentration von 10-50pmol/L. Dies steht im Kontrast zu unseren Ergebnissen und zu
denen mit ROCK-Inhibitor-Versuchen am Modell von Riickenmarksverletzungen der
Ratte (Chan et al. 2005): Niedrige Y-27632-Konzentrationen (2mmol/L) wirkten sich in
diesem in vivo-Modell eher schédlich auf die Regenerationsleistung aus, wéihrend hohe
Konzentrationen (20mmol/L) sowohl die Anzahl der auswachsenden Axone, als auch
die funktionelle Erholung der motorischen Aktivitit nach der Riickenmarksverletzung
verbesserten. Eine die dosisabhédngigen Effekte von Y-27632 und Fasudil auf die RGC-
Regeneration von Katzen untersuchende Studie von 2008 unterstiitzt aber auch die Wir-
kung von hohen Y-27632-Konzentrationen wie die von uns gewéhlte Dosis (Ichikawa
et al. 2008). Thren Ergebnissen zufolge stellen 100uM die optimale Y-27632-
Konzentration dar, da zum einen in dieser Dosis das Wachstum der Fortsétze der Neuri-
ten und Gliazellen zu (fast) gleichen Anteilen gefoérdert wurde und zum anderen in vitro
die meisten und langsten Ganglienzellaxone auswuchsen. Allerdings zeigt diese Studie
auch einen wachstumshemmenden Effekt von zu hohen Y-27632-Konzentrationen, da
bei dem in vivo-Modell mit 300uM Inhibitor wieder ein regenerationshemmender Effekt

auftrat.
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Die in dieser Arbeit gewdhlte ROCK-Inhibitor-Konzentration von 100uMol wies in
unserem Vergleich zu 50uMol einen die Zahl der Axone, nicht jedoch die Lange der
Axone fordernden Effekt auf. In der Literatur wird die von uns gewédhlte Konzentration
teils als optimale Dosis, teils aber als toxische Konzentration bewertet. Anscheinend
muss fiir jedes Versuchstier bzw. fiir jede einzelne Zelllinie die passende Inhibitordosis
einzeln Uberpriift werden, da die verschiedenen Studien mit ihren unterschiedlichen
Versuchsbedingungen zum Teil gegensitzliche Ergebnisse zur optimalen Y-27632-
Dosis hervorbringen. Aber fiir die Regeneration der postnatalen Primatenganglienzellen
scheint unseren Daten zufolge 100uMol Y-27632 einen wachstumsfordernden Effekt
auf die Axone zu haben, da sowohl die Anzahl der Axone, als auch ihre Lédnge im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe signifikant anstiegen. Bei den adulten RGC der Ratte konnte
dieser Effekt jedoch nicht beobachtet werden, so dass bei dieser Versuchsanordnung

noch andere Faktoren eine Rolle spielen miissen.

Vergleich der Regeneration von embryonalen/postnatalen und adulten RGC

Y-27632 hat in verschiedenen Studien einen das Axonwachstum fordernden Effekt auf
inhibitorischen und nicht-inhibitorischen Substraten gezeigt: Diese Wirkung konnte an
embryonalen Spinalganglienzellen (Borisoff et al. 2003), retinalen Explantaten
(Monnier et al. 2003), PC-12 Zellen (Zhang et al. 2006) oder an humanen Ntera-2 Zel-
len (Lingor et al. 2007) beobachtet werden. Trotz dieser Erfolge ist die Regeneration der
RGC noch immer sehr begrenzt, da in vivo z. B. nur < 0,02% der Axone nach Verlet-
zung des N. opticus und intravitrealer Y-27632-Injektion regenerieren konnen und auch
in vitro sind die Erfolge im Vergleich zur der Anzahl der apoptotischen Zellen trotz
verschiedener regenerationsfordernder MalBinahmen klein (Lingor et al. 2007; Berry et
al. 2008; Lingor et al. 2008).

Lingor et al. haben 2007 das durch ROCK-Inhibition induzierte verstirkte
Neuritenwachstum auf CSPG-Substraten in vifro und die vermehrte axonale Regenera-
tion in den Sehnnerv in vivo beschrieben (Lingor et al. 2007). Threr Studie mit Ntera-2
Zellen zufolge schwicht die Zugabe von Y-27632 oder anderen ROCK-Inhibitoren die
durch CSPG-vermittelte Wachstumshemmung dosisabhéingig in vitro und am Modell
der Sehnervenquetschung auch in vivo ab, so dass ein verstirktes Auswachsen der Neu-
riten erfolgen konnte. Eine ihrer weiteren Studien mit RGC-5 Zellen, einer RGC-
Primérkultur und einem in vivo-Modell der Sehnervverletzung zeigt (Lingor et al.
2008), dass Y-27632 und besonders die gemeinsame Applikation mit dem neurotrophi-
schen Faktor CNTF das Uberleben der RGC sowohl in vitro, als auch in vivo signifikant

verstiarken konnten. Neben diesem neuroprotektiven Effekt konnte in vitro und in vivo
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jeweils fiir den ROCK-Inhibitor und CNTF ein erhohtes Neuritenwachstum belegt wer-
den, welches durch die kombinierte Behandlung mit beiden Substanzen noch weiter
gesteigert werden konnte. Dieser gemeinsame Effekt soll durch die von beiden Substan-
zen induzierte synergistische Aktivierung des MAPK-Signalweges, durch Phosphorylie-
rung von Akt und durch Abschwichung des negativen Wachstumsregulators STAT3
vermittelt werden. Diese neuroprotektiven und pro-regenerativen Effekte der Y-27632
und CNTF Kombinationsbehandlung waren jedoch in vitro stirker ausgeprigt als in
vivo, da fiir die in vitro-Versuche RGC-5 Zellen bzw. Primérkulturen von postnatalen
RGC und fiir die in vivo-Experimente adulte Rattenretina verwendet wurde. Aufgrund
des hoheren intrinsischen Regenerationspotentials der embryonalen und postnatalen
Zellen konnen die Y-27632-Effekte nicht direkt auf die in vivo-Situation libertragen
werden. Da aber die in vitro-Versuche von Lingor et al. nur an immortalisierten Zellli-
nien und Primérkulturen durchgefiihrt wurden, haben wir in dieser Arbeit das etablierte
und aussagekréftigere in vitro-Modell der Retinaorgankultur verwendet, um den Effekt

der ROCK-Inhibition auf adulte Ganglienzellen der Ratte zu analysieren.

Auch die zeitgleich zu dieser Arbeit durchgefiihrte Studie von Ahmed et al. (Ahmed et
al. 2009) hat aufgrund der Verwendung embryonaler und postnataler Zellen in fritheren
in vitro-Untersuchungen (Fournier et al. 2003; Monnier et al. 2003; Lingor et al. 2008;
Lingor et al. 2008) die Effekte von Y-27632 an adulten RGC untersucht. Im Gegensatz
zu dieser Arbeit wurden die Versuche zwar auf wachstumshemmenden Myelin-
Substraten durchgefiihrt, aber auch bei dieser Versuchsanordnung konnte der ROCK-
Inhibitor Y-27632 allein nicht das Wachstum der RGC-Neuriten stimulieren. Damit
bestitigt die Studie von Ahmed et al. unsere Ergebnisse am adulten Retinaorganmodell
der Ratte: Y-27632 hat im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen regenerationsférdern-
den Einfluss auf die Anzahl oder die Linge der auswachsenden Axone der adulten Reti-
na. Allerdings konnten Ahmed et al. durch Co-Stimulation von Y-27632 mit CNTF
oder durch erhohte cAMP-Level das Neuritenwachstum signifikant steigern, wobei die
Kombination von Y-27632, CNTF und erhohtem cAMP-Level die besten Resultate
zeigte. Daher vermuten die Autoren, dass adulte RGC eine Co-Stimulation mit
neurotrophen Faktoren und/oder mit erhohten cAMP-Leveln bendtigen, um eine robuste
Regeneration zu ermdglichen. Das hdhere intrinsische Regenerationspotential in emb-
ryonalen und postnatalen Neuronen, die einen héheren cAMP-Level als adulte Zellen
aufweisen (Cai et al. 2001), befdhigt diese dagegen zu einer Regenerationssteigerung
unter alleiniger Y-27632-Applikation. Diese Vermutung kann anhand unserer Ergebnis-
se aus den Versuchen mit postnatalen Primatenganglienzellen bestitigt werden: Die
Zugabe von 100uMol Y-27632 direkt nach der Retinaexplantation oder nach 24 stiindi-
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ger Kultivierung erhohte sowohl die Anzahl der Axone in einem Abstand von 200 und
500um vom Filterrand, als auch ihre Anzahl an langen Fortsédtzen > 800um, jedoch hat
der Zeitpunkt der Inhibitorzugabe keinen zusétzlichen Effekt auf die Regenerationsleis-
tung. Der erhohte cAMP-Level in embryonalen und frithen postnatalen Neuronen kann
demnach ihr im Vergleich zu adulten Zellen erhohte Regenerationsfahigkeit erkldren,

die keine zusédtzlichen wachstumsstimulierenden Faktoren bendtigt.

Diese und unsere Studie zeigen, dass eine einzige Strategie zur Authebung der regene-
rationshemmenden Mechanismen in adulten ZNS-Neuronen nicht ausreicht, um ein
robustes Axonwachstum zu induzieren. Vielmehr die Kombination von mehreren
wachstumsfordernden MaBnahmen wie die Hemmung des Signalweges inhibitorischer
Molekiile aus Myelin und Narbengewebe, die Erhohung des intrazelluldren cAMP-
Spiegels oder die Zugabe von wachstumsfordernden Substanzen wie CNTF kann das

Regenerationsdefizit der adulten Neurone {iberwinden.

Trotz der durch ROCK-Inhibiton beobachteten pro-regenerativen Effekte an postnatalen
Primatenganglienzellen und an adulten RGC der Ratte nach Co-Stimulation mit CNTF
und/oder erhhten cAMP-Spiegeln stellt sich immer noch die Frage, warum die Hem-
mung der Rho-Kinase, die bewiesenermallen ein negativen Regulator des
Neuritenwachstums ist, nur eine im Vergleich zum peripheren Nervensystem geringe
Regenerationsleistung zur Folge hat. Eine Moglichkeit besteht darin, dass neben dem
Rho/ROCK-Signalweg noch andere Signalkaskaden existieren, die durch weitere
inhibitorische Molekiile und Rezeptoren das Axonwachstum inhibieren koénnen. Das
Narbengewebe nach einer ZNS-Verletzung enthélt viele verschiedene inhibitorische
Molekiile wie MAG, Nogo, CSPG, RGM, Ephrine und Semaphorine (Moreau-
Fauvarque et al. 2003; Benson et al. 2005; Schwab et al. 2005; Fabes et al. 2006; Kubo
et al. 2007), die zum Teil unabhéngig von Rho die axonale Regeneration beeinflussen
konnen. Dies konnte z. B. fiir Semaphorin-3A und Semaphorin-4D bewiesen werden,
die Rho-unabhéngig durch Aktivierung von GSK-3f (Glykogen synthase kinase-3) das
Axonwachstum inhibieren und den Kollaps des Wachstumskegels induzieren konnen.
(Eickholt et al. 2002; Ito et al. 2006). Aufgrund dieses parallelen Signalweges ist fiir
eine stirkere Regenerationsantwort evtl. nicht nur eine ROCK-, sondern z. B. auch eine

GSK-3B-Inaktivierung notwendig.

Eine zusitzliche Ursache fiir die ungeniigende Regenerationsleistung adulter Neurone
nach Y-27632-Behandlung kann in der Hemmung weiterer regenerationsassoziierter
Kinasen durch den Inhibitor begriindet sein, da neben ROCK I und II auch andere

Kinasen wie die protein kinase A (PKA) oder die protein kinase G konzentrationsab-
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hiangig inhibiert werden (Davies et al. 2000) und dadurch der durch ROCK-

Inaktivierung entstandene regenerationsfordernde Effekt abgeschwicht werden kann.

Desweiteren darf nicht nur die GTPase Rho und ihre nachgeschalteten Effektoren allein
betrachtet werden, da auch andere GTPasen wie Rac und Cdc42 einen Einfluss auf aus-
wachsende Neuriten ausiiben: Die beiden GTPasen Rac und Cdc42 unterstiitzen das
Neuritenwachstum, wiahrend Rho eine Retraktion bzw. Wachstumshemmung verursacht
(Yamaguchi et al. 2001). Durch den ROCK-Inhibitor Y-27632 wird aber neben den
oben genannten Effekten auch noch Rac aktiviert, indem er den inhibitorischen Effekt
der Rho-Kinasen auf die GTPase Rac authebt. Daher verstirkt Y-27632 die Rac-
Aktivitdt und kann auf diesem Weg zusitzlich wachstumsfordernd auf die Neuriten

einwirken.

Schluffolgerung

Uber verschiedene Signalwege wie der Blockade der Rho-Kinasen mittels Y-27632, der
Applikation neurotropher Faktoren oder der Anhebung des cAMP-Spiegels kann auch
im adulten ZNS die neuronale Regeneration gefordert werden, obwohl die intrinsische
Regenerationsfiahigkeit im Vergleich zu embryonalen und frithen postnatalen Zellen
sehr gering ist. Diese Arbeit und die gleichzeitig publizierte Studie von Ahmed et al.
haben die Wirkung des ROCK-Inhibitors Y-27632 auf adulte und postnatale RGC un-
tersucht und konnten zwar einen regenerationsfordernden Effekt des Inhibitors auf post-
natale Zellen, jedoch keinen Effekt auf adulte Ganglienzellen nachweisen. Diese beno-
tigen daher zusitzlich eine Co-Stimulation mit wachstumsférdernden Substanzen wie
CNTF und/oder eine Anhebung des cAMP-Spiegel. Demnach ist fiir die Regeneration
adulter RGC sowohl eine Aktivierung des intrinsischen Wachstumspotentials, als auch
die Blockade von inhibitorischen Signalwegen notwendig, wéhrend die postnatalen
Ganglienzellen in unseren Versuchen aufgrund ihres noch erhohten cAMP-Spiegels
diese zusitzliche Wachstumsstimulation nicht bendtigen. Ein Grund, warum diese
Malnahmen dennoch in vivo zu keiner ausgedehnten axonalen Regeneration fiihren,
konnte darauf beruhen, dass die Beseitigung einiger wichtiger Wachstumsbarrieren
trotzdem nicht alle vorhandenen inhibitorischen Substrate erfasst und diese somit das
Axonwachstum durch andere Signalwege noch beeintriachtigen konnen. Selbst wenn
alle inhibitorischen Molekiile schlieBlich inaktiviert werden konnten, miisste in vivo
noch das Wachstumsprogramm der adulten Neurone durch verschiedene Mechanismen
wie einer Linsenverletzung oder einer Verletzung des N. opticus stimuliert werden. Erst
durch beide MaBBlnahmen gemeinsam, der Aktivierung des intrinsischen Wachstumspo-

tentials und der Blockade inhibitorischer Molekiile, kann eine robuste Steigerung der
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axonalen Regeneration erfolgen (Fischer et al. 2004). Daher ist die Kombination unter-
schiedlicher regenerationsfordernder Strategien notwendig und die in dieser Arbeit un-
tersuchte isolierte Blockade der Rho-abhédngigen Signalwege zur Aufhebung der
myelin- und narbengewebeinduzierten Wachstumshemmung fiir eine Regeneration
adulter RGC nicht ausreichend.
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5 Zusammenfassung

Das adulte zentrale Nervensystem zeigt im Gegensatz zu fetalem oder postpartalem
Gewebe eine abnehmende, spontane Regenerationsfahigkeit, so dass eine Modifikation
dieses komplexen Regenerationsvorganges nach Verletzung von zentralen Axonen von
groflem wissenschaftlichem Interesse ist. Im Rahmen der Regenerationsforschung wur-
den unterschiedliche Mdoglichkeiten einer verstiarkten axonalen Regeneration durch Be-
einflussung der glialen Narbenbildung, Zugabe von neurotrophen Faktoren oder der
Blockade von inhibitorischen Molekiilen aus dem umgebenen Myelin oder dem Nar-

bengewebe untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zundchst die Expression regenerations-und degenerati-
onsassoziierten Proteinen in der Primatenretina immunhistochemisch wéhrend deren
Reifung und Alterung analysiert, um mdgliche Ansatzpunkte fiir eine gezielte Beein-

flussung des Regenerationsgeschehens zu finden.

Ergebnisse der immunhistochemischen Analysen

Die postnatal abnehmende Expression von GAP-43 wird schon seit langem mit der re-
duzierten Regenerationsfihigkeit adulter RGC in Verbindung gebracht und auch diese
Arbeit zeigt eine abnehmende, jedoch in der Primatenretina weiterhin konstitutive Pro-
teinexpression im adulten Gewebe, welche dhnlich wie in der Netzhaut der Menschen
wéhrend der Alterung erhalten bleibt und damit mit einer lebenslang méglichen Rege-

nerationsfahigkeit assoziiert sein konnte.

Die immunhistochemischen Nachweise von GFAP und osf;-Integrin zeigen ein schon
in der Literatur bekanntes altersabhéngiges Expressionsmuster, welches sich fiir GFAP
auf Astrozyten und Miiller-Zellen und bei osP;-Integrin auf die die Vaskulo- und

Angiogenese der Retina beschrinkt.

Kristalline haben neben ihrer Aufgabe als Strukturproteine der Linse auch einen das
Axonwachstum fordernden Einfluss. Das B-Kristallin zeigt in den durchgefiihrten Fér-
bungen eine altersabhéngige Verteilung in den nukledren Schichten, welche in anderen
Studien nicht nachgewiesen werden konnte. Dagegen weist das y-Kristallin eine geringe
Altersabhédngigkeit auf und eine besonders bei der postpartalen und juvenilen Retina
auffillige Lokalisation in der Nervenfaserschicht, die mit der vermuteten regenerations-

fordernden Wirkung der Kristalline in Zusammenhang stehen kann.
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Die im Vergleich zu fritheren Studien abweichende immhistochemische Lokalisation
von Brn-3b und B-Amyloid in der Retina des Callithrix jacchus scheint durch eine feh-
lende Antigen-Antikorperbindung oder durch fehlende Expression dieses Proteins be-
dingt zu sein. Eine weitere immunhistochemische Untersuchung mit einem anderen

Antikorperprodukt sollte an der Primatenretina in Zukunft noch erfolgen.

Dagegen konnte fiir APP, dem Vorlduferprotein des B-Amyloids, ein altersabhéngiges
Expressionsmuster nachgewiesen werden. Dieses Glykoprotein soll neben vielen ande-
ren Funktionen das Neuritenwachstum fordern und anti-apototische Eigenschaften be-
sitzen. Die altersabhdnge Signalzunahme in der GCL und der NFL steht daher neben
einer regenerationsfordernden Funktion auch im Rahmen von neurodegenerativen Er-

krankungen wie der AMD oder dem Glaukom im Vordergrund.

Das Intermedidrprotein Nestin wird als Marker fiir neurogliale Vorlduferzellen benutzt
und zeigt entsprechend eine starke Expression in der fetalen Primatenretina mit an-
schlieBender Abnahme im weiteren Reifungsprozess. Allerdings kann es nach Angaben
anderer Autoren nach verschiedenen pathologischen Stimuli erneut und schnell hochre-

guliert werden, so dass es sich als Marker fiir retinale Verletzungen eignet.

Hemmung der intrazelluldren Rho-Kinase

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde am etablierten Regenerationsmodell der Ratte und
an dem spontan regenerierenden Modell der postpartalen Primatenretina der Einfluss
einer Blockade des intrazelluldren Rho-Kinase-Signalweges auf das Auswachsen von
retinalen Axonen in vitro analysiert. Im Gegensatz zu den bisher durchgefiihrten Expe-
rimenten mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 wurden in dieser Studie keine
immortalisierten oder embryonalen Zellkulturen verwendet, sondern nach konditionie-
render Vorbehandlung die Regeneration der RGC von adulten Ratten untersucht. Diese
zeigten sowohl in Hinblick auf die Dichte, als auch auf die Linge der auswachsenden
Axone keinen signifikanten regenerationsfordernden Einfluss durch die Hemmung der
intrazelluldren Rho-Kinase. Dagegen zeigte die Blockade des Rho/ROCK-Signalweges
in der postpartalen Retina des Callithrix jacchus einen regenerationsfordernden Effekt
auf die Anzahl der auswachsenden Axone und deren Léange. Allerdings war der Zeit-
punkt der Inhibitorzugabe zu den Explantaten (zu Beginn der Kultivierung bzw. nach

24h) fiir die Regenerationsleistung nicht relevant.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die alleinige Hemmung des Rho-Kinase-
Signalweges der inhibitorischen Molekiile aus Myelin und Narbengewebe nicht zu einer

robusten Regeneration adulter RGC fithren. Im Gegensatz dazu konnte Y-27632 in der
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Kultur der postpartalen Ganglienzellen der Primatenretina eine signifikante Steigerung
der Regenerationsleistung erzielen, jedoch haben embryonale oder postpartale Zellen
aufgrund des noch erhohten intrazelluliren cAMP-Spiegels ein stirkeres intrinsisches
Regenerationspotential. Dagegen bendtigen adulte RGC fiir eine robuste Regenerations-
leistung neben einer ROCK-Hemmung zusitzliche wachstumsfordernde MalBBnahmen
wie die aus anderen Studien bekannte Co-Stimulation mit neurotrophen Faktoren oder
eine Anhebung des cAMP-Levels, um das Regenerationsdefizit adulter Neurone zu

uberwinden.
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