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Einleitung

I.  Einleitung

Weltweit ist das Glaukom die zweithaufigste Ursache einer Erblindung. [20] Schatzungen
zufolge wird es im Jahr 2020 11, 9 Millionen Glaukom bedingte Erblindungsfalle und 79, 6
Millionen Glaukom Erkrankte geben. [20] Im Verlauf dieser neurodegenerativen Erkrankung
kommt es zur Apoptose von Retinalen Ganglienzellen, was in Gesichtsfeldausfallen
(Skotome) und letztlich Erblindung enden kann. Bislang existieren nur symptomatische
Therapiemoglichkeiten. [31] Ein vielversprechender Therapieansatz konnte in der Protektion
Retinaler Ganglienzellen durch bestimmte neuroprotektive Molekiile liegen. TGF - B ist hier
ein mogliches Zielmolekdil. Es ist bereits als Regulator wichtiger Zell - und Organfunktionen
bekannt und spielt in der Regulation des Uberlebens neuronaler Zellen eine wichtige Rolle.

[12, 51, 11]

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, den TGF - B - Signalweg speziell im Hinblick auf
seine Funktion beim Uberleben Retinaler Ganglienzellen unter physiologischen und

pathologischen Bedingungen zu untersuchen.

.1  Aufbau der Augenkammern

Der Augapfel wird vom Glaskorper (Corpus vitreum) und der Linse eingenommen. Der
vordere Teil des Augapfels besteht aus zwei kammerwassergefiilliten Raumen, der vorderen
und der hinteren Augenkammer (siehe Abb. 1). Diese sind Uber die Pupille miteinander

verbunden. [102]

Die vordere Augenkammer (Camera anterior) wird ventral durch die Hornhaut (Cornea),
dorsal durch die Vorderseite der Iris und den vorderen Linsenpol gebildet. Der
Kammerwinkel (Angulus iridocornealis) bildet die seitliche Begrenzung. Hier findet der
Kammerwasserabfluss durch das Trabekelwerk, Uber den Schlemm - Kanal statt

(siehe 1. 2, 1. 3). [102, 9]

Die Grenzlinie der hinteren Augenkammer bilden die Iris, der seitliche Linsenrand, die

Glaskorpergrenzmembran und der Ziliarkérper (Corpus ciliare). Beide Kammern enthalten
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das Kammerwasser. Nach posterior schlief3t sich der Glaskérperraum an, welcher durch den

gallertigen Glaskorper ausgefillt wird. [9]

hintere Augenkammer

vordere Augenkammer

Abbildung 1 Augenkammern
Schematische Darstellung der Augenkammern, Sagittalschnitt (vordere Augenhalfte) modifiziert aus

(3]

.2 Kammerwinkel

Der Kammerwinkel (Angulus iridocornealis) befindet sich in der vorderen Augenkammer und
dient dem Abfluss des im Corpus ciliare gebildeten Kammerwassers. [102] Die zum
Kammerwinkel gehérenden Strukturen sind der Ziliarkorper, das Trabekelwerk und der
Schlemm - Kanal (siehe Abb. 2). Der Schlemm - Kanal (Sinus venosus sclerae) liegt wie eine
Art Winkel zwischen dem Kornearand und der Miindungsstelle der Iris zum Ziliarkérper und
verldauft in der Sklera, wobei liber viele kleine Kanale Verbindung mit den episkleralen Venen
und den Venae ciliares breves besteht. [9] Uber diese fiihrt der Schlemm - Kanal das
Kammerwasser ab. Sein Endothel besteht aus Endothelzellen mit Vakuolen und einer
unvollstandigen Basallamina. [102] Nach auBen hin wird der Schlemm - Kanal durch flache
und glatte Zellen begrenzt, die Offnungsstellen fiir die Sammelkanile bilden. Diese ziehen
aus dem Schlemm - Kanal in einem abgeflachten Winkel und miinden direkt oder indirekt in

die episkleralen Venen. [44]

Durch die Vakuolen bedingt bildet sich im Endothelverbund ein Kandlchensystem, welches

es dem Schlemm - Kanal moéglich macht, bei erhohten Innendriicken des Auges den Abfluss
-2-
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des Kammerwassers zu steigern. So kdnnen sich bei erhohtem Augeninnendruck Vakuolen
bis zu einer GroBe von 20 um formieren, die sich nach beiden Seiten des Endothels

entleeren konnen. [44, 102]

Trabekelwerk mit vordere
Fontana-Raumen Cornea Augen-
‘v\ kammer

Schlemm-Kanal \

\ \
Conjunctiva \ P

Sklera-
spomn

episklerale ™
Venen

Sclera i ‘
/

Zonula-
fasern

Corpus  Kammer- hintere Iris  Linse
ciliare winkel Augenkammer

Abbildung 2 Kammerwinkel

Schematische Darstellung des Kammerwinkels. Die roten Pfeile beschreiben die Flussrichtung des
Kammerwassers, welches im Ziliarkdrperepithel gebildet, in die hintere Augenkammer sezerniert
wird und durch die Pupille in die vordere Augenkammer fliel3t. Dort flielSt es dann tber das
Trabekelwerk in den Schlemm - Kanal und die episkleralen Venen ab. Horizontalschnitt, Gbernommen
von [2]

Ein weiterer Abflussweg wird durch spezielle Eigenschaften des Kammerwinkels im vorderen
Ansatzbereich des Ziliarmuskels gewahrleistet. So findet sich in diesem Bereich kein Epithel,
das den Ziliarkorper auskleidet. Dadurch kann das Kammerwasser durch Einsickern in das
interstitielle Gewebe des Ziliarkérpers letztlich Uber die Kapillaren des Ziliarmuskels
abflieRen. [92] AuRerdem kann das Kammerwasser an dieser Stelle auch Uber das
LymphgefalRsystem der Orbita abtransportiert werden. Dieser unkonventionelle Abflussweg
des Kammerwassers wird auch uveoskleraler Abfluss genannt und ist im Gegensatz zum
konventionellen Abfluss Uber das Trabekelwerk (trabekuldrer Abfluss) nicht vom

Augeninnendruck abhangig. Damit ist der trabekuldre Abflussweg unter physiologischen

Bedingungen verantwortlich fiir den Aufbau des Augeninnendrucks. [91, 92]

Etwa 90 % des Kammerwassers kénnen Uber den konventionellen Weg taglich das Auge

verlassen. Die restlichen 10 % flieBen Gber den uveoskleralen Weg ab, durch das Einsickern
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in das lockere, die Muskelzellen des Ziliarkdpers umgebende Bindegewebe und die hier

stattfindende vendse Zirkulation. [44]

1.3 Trabekelwerk und extrazellulare Matrix

Das Trabekelwerk ist eine Gewebeformation im skleralen Sulcus. Dieser ist eine ringformige
Einsenkung, die sich auf der Innenseite der Sklera im korneoskleralen Limbus befindet und
von der Descemet - Membran zum Skleralsporn ragt. Der Schlemm - Kanal liegt auf der

AuBenseite des skleralen Sulcus, zwischen der Sklera und dem Trabekelwerk. [92]

Komea Schiemm-Kanal

Skleralsporn
Kammerwinkel
Tiliarmuskel

Linse fris Zonulagabel  Spannfasem  Hakefaser

Abbildung 3 Schematische Darstellung des Trabekelwerks und des Kammerwinkels

Das Trabekelwerk befindet sich im skleralen Sulcus. Dieser liegt auf der Innenseite der Sklera im
korneoskleralen Limbus und hat eine Ausdehnung von der Descemet - Membran (Basalmembran des
hinteren Korneaepithels des Auges) bis zum Skleralsporn. [31]

Das Trabekelwerk besteht aus Bindegewebslamellen (kollagene und elastische Fasern). Eine
Basallamina trennt die Kerne dieser Lamellen von den Trabekelwerkszellen, die durch ihre
geordnete Anordnung auf der Basallamina epitheliale Eigenschaften aufweisen. Dadurch,
dass zwischen diesen Bindegewebsstrangen Uber Fortsatze Verbindungen bestehen,
entsteht im Trabekelwerk eine schwammahnliche Morphologie. [92] Es bildet durch sein
verzweigtes Maschenwerk zahlreiche Rdume zwischen den Bindegewebstrabekeln. Diese

werden in ihrer Gesamtheit als Fontana - Rdume bezeichnet. [102, 52]


http://flexikon.doccheck.com/de/Basalmembran
http://flexikon.doccheck.com/de/Hornhaut
http://flexikon.doccheck.com/de/Auge
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Das Trabekelwerk setzt sich aus drei voneinander abgrenzbaren Abschnitten zusammen,
dem uvealen und dem korneoskleralen, sowie dem juxtakanalikuldren (cribriformen)
Gewebe. [91] Das uveale Maschenwerk ist das Innerste, an die vordere Augenkammer
grenzende und besteht aus ein bis drei [92] Schichten von Lamellen. Es gibt dem
Kammerwasser mit seinen im Vergleich groBen, trabekuldren Raumen als erste Struktur des
Kammerwinkels in der Kammerwasserpassage den geringsten Widerstand. Das
korneosklerale, nach aufRen hin nachst gelegene Trabekulum weist kleinere intratrabekulare
Rdaume auf. Es bietet dem Kammerwasserabfluss damit einen hoheren Widerstand. [44] Und
zuletzt das juxtakanalikulare (cribriforme) Gewebe, das sich zwischen den Lamellen des
korneoskleralen Trabekelwerks und dem Endothel des Schlemm- Kanals befindet. Dieses hat
keine Lamellen, sondern mehrere, etwa zwei bis flinf Lagen von Bindegewebszellen.
AuBerdem formieren sich diese Zellen sternformig in einer mesenchymalen Anordnung,
ahnlich denen der Fibroblasten. Dieses baut im Kammerwasserabfluss den hdchsten
Widerstand auf. [92] Die juxtakanalikuldren Trabekelwerkszellen liegen hier in einer
extrazelluldaren Matrix, die sich aus einer fibrillairen Komponente sowie Proteoglykanen und
Hyaluronsdure zusammensetzt. [5] Eine Besonderheit des juxtakanalikularen Gewebes ist
der cribriforme Plexus. Dieser besteht aus elastischen Fasern, die im Kern Elastin enthalten.
Die Struktur der Hille dieser Fasern ist noch ungeklart, soll aber aus Kollagen Typ IV und
Fibronektin bestehen. Nennenswert ist diese Hillstruktur aufgrund der Verbindung Uber ihre
feinen Fibrillen zwischen dem cribriformen Plexus und dem Endothel des Schlemm - Kanals.

Diese wiederum soll fiir die Haftung des Endothels entscheidend sein. [92]

Barany entdeckte 1962 kontraktile Elemente des Trabekelwerks, die Ahnlichkeit mit glatten
Muskelzellen haben. [10] Aktin - Isoform- a-Smooth - Muscle - Actin ist fir glatte
Muskelzellen sehr typisch und wurde in Zellen des juxtakanalikularen Gewebes im Bereich
des Skleralsporns vermehrt vorgefunden. Diese Zellen, die auRerdem Verbindungen zu
elastischen Fasern in diesem Bereich haben, sind senkrecht zu den Muskelfaserbiindeln des
Ziliark6rpers angeordnet. Man geht davon aus, dass das kontraktile System des
Trabekelwerks und das des Ziliarmuskels (siehe I. 4) antagonistisch wirken. Durch Aktionen
dieses Aktomyosinsystems wird der Abfluss des Kammerwassers gesenkt und durch

Relaxation erhoht. [91]
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Bevor das kontraktile System entdeckt wurde, wurden dem Trabekelwerk passive
Eigenschaften beim Kammerwasserabfluss zugeschrieben, an dessen Regulation nur der

Ziliarkorper beteiligt gewesen sein soll.

1.4  Ziliarkorper (Corpus ciliare) und seine Bedeutung beim Kammerwasserabfluss

Der Ziliarkorper (Corpus ciliare) ist funktionell fiir die Akkommodation und die Bildung des
Kammerwassers zustandig. Das Corpus ciliare reicht mit seiner Ausdehnung von der Ora
serrata bis zur Iriswurzel und besteht aus einem doppelreihigen Epithel und einem Stroma,
das nicht nur stark vaskularisiert ist, sondern auch glatte Muskelzellen enthilt, welche dem
Ziliarmuskel (M. ciliaris) entsprechen. [8] Der M. ciliaris hat seinen Ursprung am Skleralsporn,
an der Descemet - Membran des Korneaendothels und dem juxtakanalikuldren Trabekelwerk
sowie an der Wand des Schlemm - Kanals. Teilweise durchziehen die Muskelfasern des
Ziliarmuskels das Trabekelwerk nur, ohne Kontakt zu diesem zu nehmen. [32] Damit gibt es
eine Verbindung zwischen dem Ziliarmuskel, dem Skleralsporn und dem Trabekelwerk.
Kontrahiert nun der Ziliarmuskel, (ibt er gleichzeitig eine Zugkraft am Skleralsporn aus. Diese
wiederrum weitet die trabekularen Raume auf, wodurch das Kammerwasser abflieRen kann.
AulRerdem wird durch die Kontraktion des Ziliarkorpers auch der Schlemm - Kanal gedehnt,

was ebenfalls den Abfluss des Kammerwassers begiinstigt. [91]

Seinen Ansatz hat der Ziliarkérper an den elastischen Fasern der Bruch - Membran
(Grenzschicht zwischen Aderhaut und Netzhaut). Damit sind diese elastischen Fasern auch
die funktionellen Gegenspieler des Ziliarmuskels. [102] Histologisch setzt sich der Muskel
auBen aus langs verlaufenden Meridionalfasern (Briicke - Muskel), innen aus zirkularen
Muskeln (Miller - Muskel) und aus retikuldren Muskelfasern in der Mitte zusammen. Bei der
Akkommodation wird die Funktion dieser speziellen Muskelfaseranordnung deutlich. Die
zirkuldren Fasern des Ziliarmuskels kontrahieren sich, die vorderen Zonulafasern entspannen
sich, wodurch die Spannung der Linsenkapsel sinkt und die Brechkraft der Linse steigt.
Dadurch wird ein Sehen in der Ndahe moglich. [102, 9] Auf der posterioren Seite des
Strahlenkoérpers haben Ziliarzotten (Processus ciliares) ihren Ursprung. Diese Zotten haben in
ihrem Inneren zahlreiche Blutgefdlle sowie gefensterte Kapillaren und werden aufen von
einem zweischichtigen Epithel ausgekleidet. [102] Die auBere Schicht dieses Epithels

-6-
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(Stratum pigmenti corporis ciliaris) ist pigmentiert und setzt sich mit seiner Basalmembran
Uber elastische Fasern und eine fibroretikulare Faserschicht in die Bruch- Membran fort. An
der Basalmembran der inneren Epithelschicht inserieren die Zonulafasern (vgl. I. 2). Sie
ziehen dann zur Linsenkapsel und schaffen so eine Verbindung zwischen Ziliarkdrper und

Linse, die fur die Akkommodation unumganglich ist. [102]

.5 Kammerwasserproduktion

Produktionsort des Kammerwassers ist das Epithel der Ziliarzotten. Das Kammerwasser ist
wichtig fur die Erndhrung der Kornea sowie der Linse und fir die Aufrechterhaltung des
Augeninnendrucks. Es stammt aus dem Blut der Kapillaren, die im Stroma der Ziliarzotten
liegen. Die Bildung erfolgt mithilfe von Karboanhydrasen und durch aktiven Transport von
Natrium- und Chloridionen. So gelangen diese lonen zunichst in den perikapillaren
Interzellularraum. Von hier aus bewegen Transporter sie in das pigmentierte duRere
Ziliarepithel (PE) und anschlieBend in das nicht - pigmentierte innere Ziliarepithel (NPE). Das
NPE sezerniert dann das Kammerwasser unter Verbrauch von ATP sowie mithilfe von

Karboanhydrasen in die hintere Augenkammer. [102]

Die Ultrafiltration des Plasmas aus den Kapillaren in den Extrazellularraum des Ziliarepithels
erfolgt mit einer Geschwindigkeit von 2 mm3/min. [83] Der Abfluss des Kammerwassers
findet von der hinteren Augenkammer (iber die vordere Augenkammer und den
Kammerwinkel statt. Stehen Produktion und Abfluss des Kammerwassers nicht im
Gleichgewicht, fuhrt dies zu einem abweichenden Augeninnendruck. Dieser erhdohte Druck

beglinstigt Krankheitsbilder wie das Glaukom. [31]

.6  Augeninnendruck

Der intraokulare Druck (IOD) wird wesentlich von zwei Faktoren bestimmt: der Rate der
Kammerwassersekretion und der des Kammerwasserabflusses. Weitere Faktoren, die einen
Einfluss auf den intraokularen Druck haben, sind Herzschlag, Atmung und der arterielle
Blutdruck, sodass tageszeitliche Schwankungen von 5 mmHg moglich sind, mit tendenziell

hoheren Druckwerten am Morgen. Statistisch gesehen betragt der durchschnittliche

-7-
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Augeninnendruck in der Bevolkerung 11 bis 21 mmHg. Der Wert von 21 mmHg darf dabei
aber nicht als Obergrenze zu pathologischen Werten angesehen werden, da sich auch bei
kleineren Werten Krankheitszeichen zeigen kénnen und umgekehrt bei groBeren Werten

nicht zwingend eine Pathologie entstehen muss. [44]

Die Kenntnis Uber die am IOD beteiligten Strukturen des Auges und die der
Kammerwasserphysiologie sind entscheidend fiir das Verstandnis der Glaukomerkrankungen

(vgl. 1. 9) und der moglichen Therapien (vgl. I. 9. 5).

.7 Retina

Die Retina kleidet den posterioren Teil des Auges aus und wird auch als innere Augenhaut
(Tunica interna bulbi) bezeichnet. lhre Hauptfunktion ist die Lichtrezeption. Man
unterscheidet generell zwei Anteile: die lichtempfindliche Pars optica retinae und die
lichtunempfindliche Pars caeca retinae. Die Pars optica retinae kleidet den Fundus oculi aus
und liegt der Choroidea an. Die Ora serrata ragt bis an den Ziliarkérper und bedeckt die
posteriore Flache der Iris. Hier geht die Pars optica retinae in die Pars caeca retinae tber. [8,

9] Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung.

| | Pars caeca retinae |

Abbildung 4 Netzhaut - Grobe Gliederung

Schematische Darstellung der Netzhaut. Die blau gestrichelte Linie im vorderen Abschnitt des Auges
stellt die Pars caeca retinae dar, die blaue Flache im hinteren Abschnitt des Auges die Pars optica
retinae. Der Ubergang der beiden Netzhautfldchen wird als Ora serrata bezeichnet. Sagittalschnitt,
modifiziert nach [4]
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Die Netzhaut besteht in beiden Anteilen aus je zwei Blattern: einem dufieren Blatt, das dem
Pigmentepithel (Stratum pigmentosum retinae, RPE) entspricht, und einem inneren Blatt. [9]
Seinen Namen verdankt dieses einschichtige Epithel dem Melanin, das Uber den
Stoffwechsel des Tyrosins produziert wird. So sind die Melaninzellen sehr reich an
Mitochondrien, mit wichtigen zellzykluserhaltenden Enzymen des Citratzyklus sowie der
Atmungskette und reich an Lysosomen und Phosphatasen ausgestattet. Diese Zellelemente
ermoglichen dem Pigmentepithel Aufgaben wie den Stoffaustausch zwischen der Choroidea,
den Photorezeptoren und Nervenzellen der Retina sowie die Phagozytose gealterter
AuBensegmente der Photorezeptoren (v. a. der Stiabchen). AulRerdem ist das RPE an der
Regeneration von 11 - cis- Retinal beteiligt, welches lichtbedingt eine
Konformationsanderung zu all - trans - Retinal erfahrt und im Rahmen des Sehzyklus zur
aktivierbaren Form 11 -cis - Retinal regeneriert wird. Zusatzlich schitzt es die
Aulensegmente der Photorezeptoren vor Oxidation. [8, 9] Das innere Blatt unterscheidet
sich allerdings zwischen der Pars optica retinae und der Pars caeca retinae. In der Pars caeca
retinae wird es auch als Stratum epitheliale bezeichnet, da es lediglich aus einem
einschichtigen Epithel besteht. Im Bereich der Iris ist es pigmentiert. [9] In der Pars optica
retinae hingegen wird das innere Blatt durch das Stratum nervosum retinae gebildet, das die

Neurone der Retina enthalt. [8, 9, 102]

Das Stratum nervosum retinae besteht insgesamt aus neun unterschiedlichen Schichten
(siehe Abb. 5). Direkt an das Pigmentepithel angrenzend folgen nach innen hin die Innen -
und AuBensegmente der Photorezeptoren, wo die Umwandlung eines Lichtsignals in ein
neuronales Signal im Rahmen des Phototransduktionsprozesses stattfindet. Nachfolgend
bilden die Miller - Stitzzellen die dulRere Grenzmembran (Stratum limitans externum). Die
duBere Kornerschicht (Stratum nucleare externum) enthalt die Perikaryen der Zapfen und
Stabchen (1. Neuron), deren Axone liber Synapsen in der duReren plexiformen Schicht
(Stratum plexiforme externum) Verbindungen zwischen Bipolar - und Horizontalzellen
bilden. [9, 8] Die Bipolarzellen (2. Neuron) gehéren der inneren Kérnerschicht an (Stratum
nucleare internum), wo sie als Interneurone zwischen Ganglienzellen und den

Photorezeptoren dienen.
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Abbildung 5 Morphologie der Retina

Schematische Darstellung eines Vertikalschnitts der Retina. Das Licht fallt von unten ein und
durchdringt die einzelnen Schichten der Netzhaut bis sie auf die photorezeptiven Zellen (Stabchen
und Zapfen) im oberen Abschnitt treffen. Erste Verarbeitung der Impulse erfolgt tiber die
zwischengeschalteten Schichten mit Horizontal -, Bipolar - und Amakrinen Zellen. Weiterleitung der
Information an Schaltstellen auRerhalb des Auges findet Giber Ganglienzellen statt, die zum Sehnerv
zusammenlaufen. Modifiziert aus [34]

Weitere Zellen der inneren Koérnerschicht sind die Zellleiber der Millergliazellen und der
Horizontal - und Amakrinen Zellen, welche tGber dendro - dendritische Synapsen die visuellen
Signale modifizieren. [9] Die innere plexiforme Schicht, das Stratum plexiforme internum,
besteht aus synaptischen Verbindungen zwischen Bipolar -, Horizontal - und Amakrinen
Zellen und den Synapsen der Somata der Ganglienzellen des Stratum ganglionicum, die als
nachste Schicht folgt. [9] Nach innen hin folgt das Stratum neurofibrarum mit markhaltigen
Axonen der Ganglienzellen (Stratum neurofibrarum). Hier laufen sie zum Discus nervi optici
zusammen, von wo aus sie nach ca. 2 mm [52] (Lange der Pars intraocularis des N. opticus
mit noch marklosen Nervenfasern) als myelinisierte Axone des Sehnervs (am Ende der
Lamina cribrosa) zum Corpus geniculatum laterale laufen. SchliefRlich wird das Stratum
neurofibrarum durch die innere Grenzmembran (Stratum limitans internum), mit den

Endfortsatzen der Miiller - Stiitzzellen und einer Basalmembran, gegen das Corpus vitreum
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abgegrenzt. [9, 8] Da sich die vorliegende Arbeit mit dem Uberleben Retinaler Ganglienzellen

befasst, werden diese nachfolgend detailliert besprochen.

.8 Retinale Ganglienzellen

Wie bereits erwdhnt, liegen die Retinalen Ganglienzellen auf der Innenseite der Retina, dem
Glaskorper zugewandt. Die Axone der Retinalen Ganglienzellen verlaufen Uber deren
Zellsomata liegend auf der Netzhaut entlang zur Papille, wo sie sich vereinigen und als

Sehnerv zum Chiasma opticum und als Tractus opticus weiter ins Gehirn ziehen. [9]

Man unterscheidet mehrere funktionell und morphologisch unterschiedliche Subtypen von

Retinalen Ganglienzellen [83, 16, 17, 46, 71]

1. Parasolzellen (Projektion in das Magnozelluldre System/M - System)

2. Midgetzellen (Projektion in das Parvozelluldre System/P - System)

3. Koniozelluldre Zellen (Projektion in das K- System, kleinzellige, heterogene
Zellgruppe)

4. Photosensitive Retinale Ganglienzellen

Die grolRen Ganglienzellen, die Parasolzellen, gehéren dem Magnozelluldren System an und
ziehen zum Corpus geniculatum laterale. Sie haben groBe Zellkérper, einen groflen
Axondurchmesser und weitverzweigte Dendritenbdaume. Sie machen etwa 10% der
Retinalen Ganglienzellen aus. [17, 83] Ihre morphologische GroRe und das Dendritensystem
ermoglichen ihnen die Informationsaufnahme von vielen Sinneszellen, v.a. aber von
Stabchenzellen. Das rezeptive Feld auf der Retina ist entsprechend groR. Die vermittelte
visuelle Information dieser Zellen ist beziiglich der 6rtlichen Auflésung daher geringer und
beziiglich der Bewegungsdetektion hoher. [81] Sie sind zustiandig fur die

Bewegungswahrnehmung und die nichtfarbliche Objektwahrnehmung [56, 57]. [95]

Die mittelgrolen Ganglienzellen entsprechen dem Parvozelluldren System. Sie werden
Midgetzellen genannt. Sie bilden etwa 80 % der Retinalen Ganglienzellen. Ihre Zellkérper
sind im Vergleich zu den anderen Ganglienzellen mittelgroB. Die Axone dieser Zellen sind
klein. Das Dendritensystem ist sehr gering ausgepragt und dicht (5-10 um Durchmesser

[15]), sodass sie die Information von nur wenigen Sinneszellen erhalten, bevorzugt von
-11-
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Zapfenzellen. Damit sind auch die rezeptiven Felder dieser Zellen klein. [69] Sie vermitteln
hochauflésende und farblich definierte visuelle Information mit einer geringen zeitlichen

Auflésung. [65, 95]

Die heterogene Zellgruppe entspricht dem Koniozellularen (K -) System. Hierzu zdhlen die
bistratifizierten Ganglienzellen und die W - Ganglienzellen (Wide - field - Zellen). W - Zellen
reagieren nur langsam auf einen Lichtreiz. Die Zellen haben die kleinsten Zellkérper und
Axondurchmesser. Auch zahlenmaRig sind sie mit etwa 10 % der Ganglienzellen sehr gering
vertreten. Das Dendritensystem ist grof’ und nur wenig verzweigt. [83] Sie projizieren in die
Reflexzentren, Area praetectalis sowie den Colliculus superior, und in den Hypothalamus.
[69, 35] Die bistratifizierten Zellen besitzen einen gréBeren Dendritenbaum. Sie bilden
Synapsen mit den Blau - Zapfen - Bipolaren. Zustandig sind sie fiir die Farbempfindlichkeit

(Blau - Zellen). [49] Sie projizieren in die koniozelluldre Schicht. [37]

Zusatzlich werden noch Retinale Ganglienzellen beschrieben, welche gar nicht an der
Signalweiterleitung der Photorezeptorsignale, sondern vielmehr als photosensitive Retinale

Ganglienzellen an der Pupillenreaktion und circadianer Rhythmik beteiligt sind. [74]

In der Literatur findet man unterschiedliche Einteilungen der Retinalen Ganglienzellen von
Saugetieren. Hauptgrund dafir ist, dass es teilweise starke artspezifische Unterschiede gibt.

Aber auch die Tatsache, dass es keine einheitlichen Kriterien unter den Forschern gibt,

erschwert die Einteilung dieser Zellen.

Abbildung 6 Morphologie Retinaler Ganglienzellen
Retrograd markierte Retinale Ganglienzellen mit dem Carbocyaninfarbstoff DiASP, deren Axone in ein
Transplantat (Ischiasnerv) eingewachsen sind. Ubernommen von [88]
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Die Axone der Retinalen Ganglienzellen verlassen an der Papilla nervi optici
(Discus nervi optici, siehe I. 7) die Retina. Diese ist zentral eingesenkt (Excavatio papillae), wo
die GefidlRe (A. et V. centralis retinae) durch den Sehnerv ziehen. An der Papille ist die Sklera,
die als kollagenfaserreiche, dullere Augenhaut dem Augeninnendruck Widerstand leistet,
dicker als in den Ubrigen Abschnitten. Dieser Bereich wird als Lamina cribrosa sclerae

bezeichnet und ist etwa 1, 5 mm dick. [102]

Die Form der Exkavation ist quer - oval, da viele Sehnervenfasern vor allem am oberen und
unteren Pol einlaufen. Bei einem Glaukom kommt es zu einer grolRen Exkavation bis an den
Papillenrand sowie zu einer Asymmetrie der Exkavationen beider Augen durch den Schwund
der retinalen Neurone. Die Gefalle am Papillenrand kénnen abknicken und die Darstellung

der Nervenfasern neben der Papille abnehmen. [31]

Abbildung 7 Normale Papille
Funduskopie, normalfarbige Papille, randscharf und nicht prominent mit zentral verlaufenden

GefaRen. Ubernommen von [22]

-13-



Einleitung

Abbildung 8 Opticusatrophie
Funduskopie, weisse Papille mit einer Exkavation bis an den Papillenrand und steil verlaufenden
GefiaRen am Papillenrand. Ubernommen von [22]

Nachstehend wird das Glaukom mit seiner Pathophysiologie, dem klinischen Bild und der
Epidemiologie in Zusammenhang mit den bisher erlduterten physiologischen sowie

anatomischen Strukturen und Vorgangen dargestellt.

1.9 Glaukom

1.9.1 Allgemeines und Pathophysiologie

Laut der European Glaucoma Society handelt es sich bei einem Glaukom um eine progressive
Optikusneuropathie mit Schadigung des Sehnervs bzw. mit einer Schadigung Retinaler
Ganglienzellen und korrespondierenden Gesichtsfelddefekten. [20] Es gibt unterschiedliche
Glaukomarten, die sich sowohl in der Pathophysiologie als auch in der Symptomatik und
Therapie stark voneinander abgrenzen. Dadurch gibt es weder eine genaue Definition des
Glaukoms noch einen Grenzwert des Augeninnendrucks oder ein klinisches Bild, die die
Beschreibung des Glaukoms naher eingrenzen konnten. [44, 8] Klinisch dullert sich das
Glaukom durch Gesichtsfeldausfalle und Sehverschlechterung. Diagnostisch zeigen sich in
der Funduskopie eine Exkavation des Sehnervenkopfes (vgl. I.8) und in der Perimetrie
messbare Gesichtsfeldausfalle. Gegebenenfalls sind aullerdem eine

Augeninnendruckerhéhung in der Tonometrie und ein Verschluss des Kammerwinkels in der
-14 -
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Gonioskopie nachweisbar. Ursache der Gesichtsfeldausfdlle ist ein Substanzverlust der
Axone und der Untergang Retinaler Ganglienzellen. [44] Nach dem heutigen Stand der
Wissenschaft gibt es unterschiedliche Theorien zum Pathomechanismus des Glaukoms.
Vermutlich fiihrt nicht eine Theorie alleinig zum Krankheitsbild des Glaukoms, sondern das
Zusammenspiel von mehreren dieser Mechanismen. Die mechanische Schadigung der
Nervenfasern spielt dabei eine Rolle. Hierbei kommt es zu einer druckbedingten Verformung
der Lamina cribrosa mit resultierendem Verlust neuronaler Axone durch
Gewebsdeformation (vgl. I. 8). [103] Die Kollagenfibrillen der Lamina cribrosa verlieren ihre
geordnete Struktur. Es kommt zu einer Kollagenproliferation mit Einlagerung von
Fibroblasten und Astrozyten, wodurch es zu einer Kompression der Axone in diesem Bereich
kommt. [93] Weitere Studien ergaben, dass aus dem erhohten intraokularen Druck eine
Fehlregulation des okularen Blutflusses resultiert. So kommt es hierbei durch direkte
Druckwirkung und die Fehlregulation des Blutflusses zu retinalen Perfusionsstérungen und
Ischamien. [26, 25] Dadurch entstehen freie Radikale und Reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
die zu einer deutlichen Erhohung des oxidativen Stresses fiihren. [29] Hier sollen besonders
Mitochondrien der Axone des Sehnerven eine wichtige Rolle spielen. [26] Bei Schadigung
dieser, beispielsweise durch Permeabilitatsstorungen der Mitochondrienwand, werden
Faktoren wie Cytochrom C freigesetzt, die wiederum zur Apoptose fiuhren. [13, 68] Die
Erhohung freier Radikale fihrt weiterhin zu einer erhohten Konzentration extrazelluldaren
Glutamats und schlieflich zum Exzitotoxischen Zelltod. [26] AuRerdem soll die Apoptose der
Retinalen Ganglienzellen (RGZ) durch eine Deprivation von Neurotrophinen verursacht sein.
Hierbei kommt es zu einer Stérung des Transports dieser neuroprotektiver Faktoren vom
ZNS zu den RGZs. Diese Kommunikation findet physiologischerweise (iber einen
kontinuierlichen, retrograden Transport vom ZNS zu den Zellkérpern der RGZs statt. [98]
Auch autoimmune Faktoren sollen bei der Entstehung eines Glaukoms und der Schadigung
retinaler Neurone eine Rolle spielen. [101, 33] In diesem Zusammenhang sind die Gamma -
Enolase, die Glutathion - S - Transferase sowie Glucosaminoglykane oder

Antiphosphatidylserine zu nennen. [33]

Die wichtigsten Formen der Glaukome sollen hier kurz erlautert werden.
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1.9.2 Primares Offenwinkelglaukom

Das Primare Offenwinkelglaukom (POWG) tritt vorwiegend bilateral auf. Der Beginn der
Erkrankung liegt meist im Erwachsenenalter und ist definiert als eine Erkrankung mit einem
offenen, unauffilligen Kammerwinkel, der dem POWG seinen Namen verleiht. Man findet
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erhohte Augeninnendriicke von Uber 21 mmHg,
glaukomatose Papillenveranderungen und  Gesichtsfelddefekte. [44] Aktuelle
Untersuchungen zeigen einen Zusammenhang zwischen der Zunahme der extrazelluldren
Matrix und einem verstarkten TGF - B - Signal. So kommt es unter einer Zunahme des TGF - B
- Signals Uber die direkte Wirkung von CTGF (connective tissue growth factor) [27] auf
Trabekelwerkszellen zu einer Proliferation der extrazellularen Matrix, des Aktinzytoskeletts
und einer vermehrten Bildung des a-Smooth - Muscle - Actin. Dadurch wird das
Trabekelwerk steifer und der Abflusswiderstand hoher. [28] Weitere Untersuchungen
zeigten, dass ein durch CTGF erhohter Tonus im Trabekelwerk Uber einen erhdhten

Abflusswiderstand zum Offenwinkelglaukom fihrt. [42]

Epidemiologisch nimmt das primare Offenwinkelglaukom mit einer Haufigkeit von 40 — 70 %
aller Glaukome [8] eine wichtige Rolle ein. In GroRbritannien und Nordamerika sind 12 %
aller Erblindungen darauf zuriickzufiihren. Die Verteilung zwischen den Geschlechtern ist
gleichermalien. [44] Zu den Risikofaktoren zahlen ein Alter lber 65 Jahre, die genetische
Abstammung (gehduftes Auftreten bei afroamerikanischer Bevolkerungsgruppe), eine
positive Familienanamnese (Annahme der multifaktoriellen Vererbung), eine Myopie,
Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus und Thyreotiden [8] sowie bereits
bestehende Netzhauterkrankungen (Retinitis pigmentosa, rheumatogene

Netzhautabldsungen u. a.). [44]

1.9.3 Normaldruckglaukom

Das Normaldruckglaukom (Low - Tension - Glaukom) zahlt als eine Unterform zum POWG. Zu
den Krankheitskriterien zahlen glaukomatose Papillenveranderungen und
Gesichtsfelddefekte, sowie ein offener Kammerwinkel bei Augeninnendriicken unter
21 mmHg. Dabei sollten andere Ursachen einer Papillenstorung ausgeschlossen werden. Die

Pravalenz betragt 0,2 % bei der Bevélkerungsgruppe Uber 40 Jahre. Aullerdem gibt es
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weitere Kriterien, die bei einem Normaldruckglaukom gehaufter auftreten als bei einem
POWG. Dazu zdhlen das Raynaud- Syndrom, die Migrdne, systemische Hypotension (v. a. in
der Nacht), reduzierte Blutflussgeschwindigkeiten in der A. ophthalmica und eine

Paraproteinamie. [44]

1.9.4 Primares Engwinkelglaukom

Charakteristisch fir das primdre Engwinkelglaukom, auch bezeichnet als primares
Winkelblockglaukom, ist der Verschluss des Kammerwinkels, sodass eine Storung im
Kammerwasserabfluss resultiert. Werte von 60 mmHg des intraokularen Drucks sind

moglich. [8]

Pathophysiologisch ist ein Pupillarblock ursachlich fir die Behinderung des
Kammerwasserabflusses aus der Camera posterior in die Camera anterior. Physiologisch
herrscht in der Hinterkammer ein héherer Druck als in der Vorderkammer. Dieser ist unter
normalen Bedingungen dadurch bedingt, dass die Pupille einen Widerstand durch die
Auflagerung der Iris auf der Linsenkapsel erzeugt. Da der Mechanismus des Pupillarblocks
noch nicht endgitltig aufgeklart ist, geht man heute von folgenden Theorien aus: Zum einen
soll die Kontraktion des M. dilatator pupillae eine Konnexion der Iris und der Linse und damit
den Pupillarblock verstirken. Zum anderen kommt es zu einer Pupillenerweiterung und
einer Vorwolbung der lIris, bis die lIris letztendlich durch einen Kontakt mit der
Hornhautrickflache den Kammerwinkel blockiert. Als Folge steigt der Augeninnendruck. [44]
Eine weitere Theorie ist die Sphinkter - Theorie. Danach soll der durch den M. sphinkter

pupillae bedingte Pupillarblock am gréRten sein bei einer Pupillenweite von etwa 4 mm. [44]

Zu den Risikofaktoren zdhlen die Ethnie, das Alter, das Geschlecht, die LinsengréRe und eine
positive Familienanamnese. Das mittlere Manifestationsalter liegt bei 60 Jahren, mit einer
steigenden Inzidenz mit zunehmenden Lebensjahren, wobei Frauen mit einem Verhaltnis
von 4:1 haufiger betroffen sind. Bezliglich der Ethnie macht das primadre Engwinkelglaukom
ca. 6 % aller Glaukome bei Kaukasiern aus und ist gehauft zu finden bei Siidostasiaten. Bei
positiver Familienanamnese finden sich bei Familienangehorigen ersten Grades die gleichen
pradisponierenden anatomischen Gegebenheiten. Zu diesen zahlt die Lage des Iris - Linsen -

Diaphragmas, die abgeflachte Camera anterior und der enge Zugang zum Kammerwinkel,
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der durch die groRe Linse, den kleinen Hornhautdurchmesser und eine kurze Achsenlange

des Bulbus gegeben ist. [44]

1.9.5 Therapiemoéglichkeiten

Treten Schaden am N. opticus auf, liegt dem meist ein Uber einen langeren Zeitraum
erhohter Augeninnendruck zugrunde. Die heute vorhandenen Therapiemdglichkeiten
setzten genau hier an, namlich Uber das Senken des IOD. Damit stellt dies eine
symptomatische Therapieméglichkeit dar. Uber diese wird versucht, den Augeninnendruck
niedrig zu halten und damit weitere Schaden am Sehnerv zu verhindern. Der individuelle
,Normaldruck” muss fir jeden Patienten durch regelmaRige Kontrollen ermittelt werden.

[31]
Die aktuellen Therapieoptionen der European Glaucoma Society sind:

e Lokale Medikation mit Augentropfen als Monotherapie, bei fehlendem Ansprechen

als Kombinationstherapie

e Chirurgische Verfahren wie die Trabekulektomie (Goldstandard) oder alternativ zur

medikamentdsen Monotherapie die Laser - Trabekuloplastik [24]

Problem dieser therapeutischen Moglichkeiten liegt darin, dass bereits aufgetretene
Schaden des N. opticus dadurch nicht mehr rickgangig gemacht werden kdénnen. Umso
wichtiger werden Forschungsarbeiten, die das Ziel verfolgen, die Vulnerabilitdt der Retinalen
Ganglienzellen zu vermindern und so die potenzielle Zielzelle der Erkrankung vor Apoptose

zu schitzen.

.10 NMDA - Schadensmodell

NMDA - Rezeptoren werden physiologischerweise von Glutamat und seinem Co -
Transporter Glycin aktiviert. [75] NMDA - Rezeptoren und deren Agonist Glutamat nehmen
in der Signaltransduktion im Zentralen Nervensystem eine wichtige Rolle ein. Sie l6sen als

Kationenkanale Aktionspotentiale aus, indem sie Natrium- und Kaliumionen passieren
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lassen. [75] Aber auch Kalziumionen kénnen diese Kationenkanale benutzen. [59] N - Methyl
- D - Aspartat (NMDA), eine synthetische Verbindung, ist in der Lage, NMDA - Rezeptoren zu
aktivieren. [75] Dies fihrt zu einem intrazellularen Einstrom von Kalziumionen und zur
Exzitotoxizitat. [59] Der genaue Pathomechanismus der NMDA - induzierten Apoptose der
Retinalen Ganglienzellen ist weiterhin noch unklar. [87] Retinale Ganglienzellen und
Amakrine Zellen reagieren besonders sensibel auf Exzitotoxizitat, da sie praferentiell NMDA -
Typ - Glutamatrezeptoren exprimieren. [86] Die UberschieRende Stimulation dieser NMDA -
Rezeptoren spielt u.a. eine Rolle bei Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Chorea
Huntington und dem Glaukom, die zum Formenkreis der neurodegenerativen Erkrankungen

zahlen. [58]

.11 TGF - B - Signalweg

1.11.1 TGF-B

Transforming growth factor - beta (TGF - B) ist ein multifunktionelles Zytokin. Es gehort der
TGF - B - Superfamilie an, zu der auch Subfamilien der Aktivine, BMPs (bone morphogenetic
proteins), GDFs (growth/differentiation factors) und der GDNF (glial cell line - derived
neurotrophic factor) zahlen. [63, 51, 84] Insgesamt beinhaltet die TGF - B - Superfamilie
mehr als 50 Mitglieder. [11]

Beim Saduger sind drei Isoformen bekannt, TGF - B 1, TGF - B 2 und TGF - B 3. Die Isoform - 3 4
konnte bislang nur bei Hihnerembryos [40] und die Isoform - B 5 bei Froschen nachgewiesen
werden. [47] TGF - B findet man in verschiedenen Geweben und Zellen, wie Mesenchym,

Bindegewebe, Endothel, Thrombozyten und in Immun - und Knochenzellen. [89]

Zu den zahlreichen Funktionen des TGF - B - Signalwegs gehoéren die Zellzykluskontrolle, die
Regulation der Embryonalentwicklung, die Himatopoese, die Angiogenese, die Chemotaxis
und einige Immunfunktionen. [51, 84, 11] Weiterhin ist TGF - an der Regulation der
Apoptose wahrend des Gewebeumbaus und des ontogenetischen Todes von Neuronen, der
Apoptose in Zellen des digestiven Systems, des reproduktiven Systems, des Nervensystems

[84] sowie der Apoptose der retinalen Neurone beteiligt. [12, 23, 99]
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Abbildung 9 TGF - 8 - Familie

Die Mitglieder der TGF - B - Familie werden in vier Gruppen eingeteilt: TGF - Bs, Aktivine/Inhibine,
BMPs (bone morphogenetic proteins)/GDFs (growth and differentiation factors) und GDNF -
Liganden (glial cell line - derived neurotrophic factor), lbernommen von [1]

TGF - Bs weisen eine typische Struktur in ihrem molekularen Aufbau auf: Sie werden als
Praproproteine synthetisiert. Von diesen wird ein 110 - bis 140 - Aminosduren langes
Fragment abgespalten, das erst nach Homo - bzw. Heterodimerisierung die volle biologische
Aktivitat erlangt. [11] Die Mitglieder der TGF - B- Superfamilie haben eine Gemeinsamkeit in
ihrer Struktur, den ,Cystein - Knoten”. [64] Dieser besteht aus sieben dicht aneinander
gelagerten Cysteinresten, von welchen sechs drei intramolekulare Disulfidbriicken bilden.
Zwei der Disulfidbriicken sind zu einem Ring aus acht Gliedern zusammen gelagert. Durch

diesen Ring verlauft der dritte, verbliebene, Cysteinrest. [64, 11]

Die Signaltransduktion von TGF - B lauft iber membranstandige Serin -/Threonin - Kinasen,
den TGF-B - Rezeptor Typ | und Il (TBR-1 und TBR-II). Von zwei weiteren TGF - B-
Rezeptoren (TBR - lll), Betaglycan und Endoglin, wird angenommen, dass sie den Zugang zu
den anderen beiden TGF - B - Rezeptoren modulieren. [19, 11, 63] Serin -/Threonin - Kinase -

-20-



Einleitung

Rezeptoren sind Glykoproteine, bestehend aus einer extrazelluldren, kurzen
Ligandenbindungsregion, einem transmembrandren Segment und einer intrazelluldren
Region mit Serin -/Threonin - Kinaseaktivitdt. [11] Nach Bindung von TGF - B phosphoryliert
der Typ-Il - Rezeptor den Typ-I|-Rezeptor an der Aminosaure Serin 165 in der
juxtamembranadren Region. Dadurch wird der Typ -1 - Rezeptor aktiviert, welcher dann

intrazelluldr die Signaltransduktion von TGF - B Giber Smad - Proteine induziert. [11, 63]

1.11.2 Smad7 und andere Smad - Proteine

Smad - Proteine haben ihren Namen von der Ableitung des homologen Gens der Fliege
Drosophila melanogaster, genannt Mad (,mothers against decapentaplegic“), und der
homologen Gene des Fadenwurms C. elegans Sma 2, - 3 und - 4 (,,small body size”). [11, 63]
Sie konnen in drei Subfamilien eingeteilt werden: die durch die TGF-B - Familie -
Rezeptorkinase direkt regulierten R-Smads (Smadl, 2, 3, 5 und 8), das an der
Signallibertragung teilnehmende Co -Smad (Smad 4) und die signalinhibierenden Smads

(Smad6 und 7). [63, 7]

Aufgebaut sind Smad - Proteine aus einer MH-1 -, einer MH-2 - Doméne und einer
verbindenden Region, die von unterschiedlicher Lange und Sequenz sein kann. Die MH -1 -
Domane hat die Hauptaufgabe, im inaktiven Zustand der Smads die MH - 2 - Domane, die
u. a. in der Lage ist, die Signalkaskade weiterzuleiten, zu inhibieren. Die MH -2 - Domane
kann auBerdem ihre bindenden Rezeptoren phosphorylieren, selbst eine Effektorfunktion
Ubernehmen oder an Protein - Protein - Bindungen modulierend eingreifen. Der Erhalt der
homooligomerischen Struktur der Smads im inaktiven Basalzustand wird ebenso durch die
Domane MH - 2 Gbernommen. Dieser Zustand wird aber auch durch die Verbindungsregion

der Smads unterstiitzt. [63]

Die TGF - B - Signalkaskade startet nach Anlagerung von TGF - 3 an den TBR - Il (siehe I. 11. 1)
durch Phosphorylierung des TBR-1 an seiner GS-Domane (Glycin - und Serin - reiche
Region). Ist dieser aktiviert, phosphoryliert der Typ - | - Rezeptor die R - Smads mit Hilfe von
SARA (scafold protein Smad anchor for receptor activation) und dem Adapterprotein Dap2.
[77] Im Falle von TGF - B als Ligand werden Smad2 und 3 phosphoryliert. [7] Als nachstes

bildet das Co-Smad, Smad4, mit den R-Smads homomerische und heteromerische
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Komplexe. Diese Komplexe wandern in den Zellkern und binden dort jeweils an eine
Promoterregion der DNA, auch genannt SBE (,Smad - binding element”), bestehend aus
einer AGAC - Sequenz oder ihrer komplementaren Sequenz, GTCT. [77] Hier, auf DNA -
Ebene, konnen Smads auf diese Weise durch Bindung an verschiedene
Transkriptionsaktivatoren oder - inhibitoren die Genexpression positiv oder negativ

beeinflussen. [7]

TBRI

g I

CVRRRRRNNNY S\\'\\\\ iz:\\
N R R SN

Cytoplasm

Q

m NUCleus

Abbildung 10 TGF - B - Signalweg
Schematische Darstellung der TGF - B - Signalkaskade. TGF - B Gbermittelt seine Signalwirkung tiber
Ser - Thr - Kinasen, wobei der Typ - | - Rezeptor durch den Typ - Il - Rezeptor nach Bindung von

/ Transcription \

TGF - B phosphoryliert wird. Der Typ - | - Rezeptor nimmt dann nach Aktivierung die
Signalweiterleitung Gber Smads wahr. Smad2 und 3 werden ebenfalls phosphoryliert, die dann
zusammen mit Smad4 in den Zellkern wandern und dort auf DNA - Ebene nach Anlagerung an
Promotoren bestimmter Zielgene deren Transkription regulieren. Smad 7 wirkt im Sinne einer
negativen Rickkoppelung liber die Hemmung der Phosphorylierung von Smad2 /3, inhibierend auf
den TGF - B - Signalweg. [41]

Die inhibitorischen Smads, Smad6 und 7, hingegen wirken antagonistisch auf den TGF - R -
Signalweg durch die Ubiquitinligasen Smurfl und 2 oder durch die Phosphatase - 1.
AulRerdem konnen die |-Smads die R-Smads direkt inhibieren, indem sie mit dem
R - Smad/Co - Smad - Komplex interferieren, mit den R - Smads um die Bindung an Smad4

konkurrieren oder den Smad - DNA - Komplex im Zellkern beeinflussen. [77] Smurfl und 2
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konnen aber auch die | - und R -Smads ubiquitinieren und diese so dem Proteasom zum
Abbau liefern. Die TGF - B - Kaskade kann durch sie folglich im negativen aber auch im
positiven Sinne moduliert werden, wobei bei der Ubiquitinierung von einem positiven Effekt

ausgegangen wird. [77]

Weitere Moglichkeiten, den TGF - - Signalweg im Zusammenhang mit den Smads zu
regulieren, ist die Phosphorylierung dieser durch die MAPKs (mitogen - activated protein
kinases). Dabei kénnen die R - Smads und das Co - Smad speziell durch die MAPKs Erk1 und 2
(extracellular signal - regulated kinase) und die durch Zellstress aktiv werdenden
MAP - Kinasen p38 und JNK phosphoryliert werden. Es konnten sowohl negative als auch
positive Effekte auf den TGF - B - Signalweg nachgewiesen werden. [77] Weiterhin sollen
Acetylierungen verschiedener Smads bei der Regulierung der Signalkaskade eine Rolle
spielen. [77] So auch die Co - Repressorgene c - Ski und SnoN, die direkte Target - Gene von
TGF - B sind und die Kaskade im Sinne eines negativen Feedbacks beeinflussen, sobald Smad
- Proteine aktiviert werden. [39] Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass Smad -
Proteine in ihrer Kaskade stdndig zwischen Zytoplasma und Nucleus pendeln und in
Anwesenheit eines Liganden am TGF - B - Rezeptor langer im Nucleus verbleiben, dort also
die Regulation verschiedener Promotoren induzieren. Diese Signaltransduktionskaskade ist
folglich ein sehr komplexes Zusammenspiel vieler verschiedener Faktoren, die nicht nur von
der Konzentration ihrer Mitglieder, sondern auch von der Dauer ihrer Aktivitat abhangig ist.

[39]

.12 Cre/loxP - Rekombinationssystem

Mit dem Cre/loxP - Rekombinationssystem ist es moglich, gezielt DNA - Abschnitte aus dem
Genom zu entfernen und/oder einzelne Abschnitte der DNA wieder einzufiigen. [66]
Dadurch ist eine Modifikation chromosomaler DNA gegeben. Die Rekombination ist ein
physiologischer Prozess, der mithilfe spezieller Enzyme, den Rekombinasen, in allen

Organismen ablauft und so z. B. die Reparatur von Mutationen gewahrleistet. [61]

Das Rekombinationssystem der Cre - Rekombinase (cyclization recombination), hat ihren
Ursprung im Bakteriophagen P1. [80] Sie gehort der Familie der Integrasen an und ist ein

38 kDa grofdes Protein. So wird die Katalyse der Rekombination von zwei loxP - Sequenzen,
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die als Erkennungsstlicke dienen und auch als ,locus of X - over of P1“ bezeichnet werden
[61], von Cre Ubernommen. [66] Eine loxP - Sequenz besteht jeweils aus einem die
Orientierung bestimmenden Basenpaar, das in dieser Sequenz als zentrales Glied fungiert.
Dieser Teil ist acht Basenpaare groR (5" - GCATACAT - 3") und wird von zwei palindromischen
Basenabfolgen flankiert, bestehend aus je dreizehn Basenpaaren (5" - ATAACTTCGTATA - 37).
[61, 66] Ist das zentrale DNA- Stick von zwei gleichgerichteten Sequenzen flankiert
(,gefloxt”), wird es als Ring - DNA aus dem Chromosom herausgeschnitten und intrazellular
abgebaut. Das Produkt der Rekombination ist dann eine einzelne loxP - Sequenz. [61] Auf
diese Weise kann z.B. auch Uber die Rickreaktion fremde DNA in die Chromosomen
eingebaut oder es kdnnen Inversionen sowie Translokationen durchgefiihrt werden. Das
Besondere an der Cre - Rekombinase ist, dass sie keine Co - Faktoren, ausgenommen den

physiologischen Zellvorgangen, benétigt, um die Rekombination durchzufiihren. [66]

Seit den 90er Jahren weiR man, dass das Cre-loxP - Rekombinationssystem auch in
Sadugerzellen funktioniert und man so eine gewebsspezifische Deletion bei Mausen
durchfiihren kann. [66] Fiir diese Deletion braucht man zwei unterschiedliche Mauslinien.
Eine Mauslinie tragt dabei den loxP - flankierten Abschnitt in der DNA und die andere Linie
exprimiert die Cre - Rekombinase entweder ubiquitdr oder selektiv nur in bestimmten Zellen
(,gewebsspezifische Cre - Maus“). [76] Fir die Generierung der Cre- Maus wird ein
Cre - Transgen ins Genom der Maus eingeschleust, das unter der Kontrolle eines Promoters
steht, hinter welches es gesetzt wurde. Dieser Promoter wird danach ausgewahlt, ab wann
die Expression von Cre und in welchen Geweben bzw. Zellarten diese stattfinden soll. [61]
Die in dieser Arbeit verwendete Cre - Maus exprimiert die Cre - Rekombinase unter Kontrolle
des alpha - Enhancer - Elements des Pax6 - Promoters, welcher bereits ab dem Embryonaltag
8.5 im Auge aktiv wird. [100] Die Cre - Rekombinase wird mit kleiner Verzégerung ab E 10. 5
in allen Zellen der inneren Schicht des Augenbechers (retinale Neurone und Miillerzellen)
aktiv. [62] Die gefloxte Mauslinie wird durch das Flankieren eines Exons durch homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen mit zwei palindromischen loxP - Sites
hervorgerufen. Auf diese Weise werden die loxP - Sequenzen in die Keimbahn integriert [61,
66], aus der sich eine Zielmaus entwickelt, die einen gefloxten DNA - Abschnitt enthalt. Sie
ist aber trotzdem funktionsfahig und unterscheidet sich phanotypisch nicht von ihren

Wildtyp - Geschwistern. [53, 48] Um das gefloxte Zielgen zu deletieren, wird die gefloxte
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Maus mit einer Cre - Maus verpaart. Die Nachkommen dieser gekreuzten Mauslinien haben
die spezifische Deletion in allen Zellen, in denen die Cre - Rekombinase gebildet wird. Die in

flox/flox

dieser Doktorarbeit verwendeten Smad7 — Mause tragen die floxP - Sequenzen das

Exon 1 flankierend. [45]

N >

T Integration
Excision

3' TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA 5°

Abbildung 11 Cre/loxP - vermittelte Excision und Integration von DNA.
Die Basenfolge der loxP - Sequenz ist dargestellt. Der zentrale Abschnitt, innerhalb dem die
Rekombination erfolgt, ist blau markiert. Die Schnittstelle ist durch Pfeile gekennzeichnet. [61]

.13 Zielsetzung der Arbeit

Ein moglicher neuroprotektiver Effekt von TGF - B wahrend des ontogenetischen Zelltods
konnte durch eine Konditionelle Deletion von Smad 7 bereits gezeigt werden. [72, 18] Es
sollte nun der Einfluss des TGF - B - Signalwegs auf das Uberleben Retinaler Ganglienzellen in
adulten Tieren unter physiologischen und pathologischen (Schadensmodell) Bedingungen

untersucht werden.

Ziel war es, einen potentiellen neuroprotektiven Effekt des TGF - § - Signalwegs auf Retinale

Ganglienzellen im adulten Tier zu untersuchen.

Um diese zentrale Frage der Arbeit beantworten zu kénnen, generierten wir zunachst Mause

mit einer Desinhibition des TGF - - Signalwegs.

Hierfliir wurden o - Cre - Mause, welche die Cre - Rekombinase unter der Kontrolle des
alpha - Enhancer - Elements des Pax6 - Promoters exprimieren, mit
Smad 7 - Gen - ,gefloxten” Mdusen verpaart. Wir erwarteten bei aus dieser Verpaarung
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stammenden transgenen Mausen mit einer Konditionellen Deletion von Smad 7 in den
retinalen Neuronen und Miillerzellen einen verstarkten Effekt des TGF - B - Signalwegs in den
genannten Zellen. Die erfolgreiche Desinhibition des TGF - B - Signalwegs wurde mittels
molekularbiologischer und immunhistochemischer Methoden bestatigt. Anschliefend
wurden zunachst die unbehandelten Mause morphologisch untersucht. Unser besonderes
Augenmerk lag hierbei auf den Retinalen Ganglienzellen und deren Axonen. Anhand von
Semidlnnschnitten des N. opticus wurde die Anzahl an Axonen pro Sehnerv bestimmt und
mit wildtypischen Geschwistertieren verglichen. AuRerdem wurde der GefaRstatus mittels
in - vivo - Angiographie von Tieren mit einer Konditionellen Deletion des Smad 7 - Gens mit
ihrer Geschwisterkontrollgruppe Uberprift. Dadurch sollte ein Einfluss der Desinhibition des
TGF - B - Signals auf die Homoostase der retinalen Gefafle ausgeschlossen werden. Um eine
veranderte Funktion am unbehandelten Tier auszuschlieBen, wurde zusatzlich die
Netzhautfunktion mittels Elektroretinographie bei transgenen Tieren und Kontrollen

analysiert.

Um eine mogliche neuroprotektive Rolle des TGF-B - Signalwegs bei Retinalen
Ganglienzellen untersuchen zu kénnen, fihrten wir das Schadensmodell der intravitrealen
NMDA - Injektion durch. Dies fiihrte zur exzitotoxischen Apoptose vor allem Retinaler
Ganglienzellen und simuliert eine Glaukom bedingte Apoptose Retinaler Ganglienzellen.
Wieder wurde die Anzahl liberlebender Axone nach NMDA - Injektion bei Tieren mit einer
Konditionellen Deletion von Smad 7 und Kontrollgeschwistertieren morphometrisch

verglichen.
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Material - und Methodenteil

II.1 Materialliste

I.L1.1 Reagenzliste

10 x PCR - Puffer

2 - Mercaptoethanol

Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumperoxidsulfat (APS), 10 % (w/v)
Bioline - Puffer

Chloroform

Cocadylat — Natriumsalz - Trihydrat 0, 1 M
Coomassie®Brillant Blue R - 250
Deoxycholsdure

Diethylether

Di - Natriumhydrogenphosphat - Dihydrat
DL - Dithiothreitol, min. 99 % Titration
DMSO

dNTPs

2 - Dodecenylsuccinic - acid - anhydride (DDSA)

Dodecylsulfat (Na2 - Salz)

Epon Araldite 502

Essigsaure, glazial

Ethanol, absolut

Fluorescein

Fluorescent Mounting Medium
Glutaraldehyd

Glycerin

Glycinether 100

Glycin

Immobilon™Western HRP Substrat

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Bioline USA Inc, Taunton
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma - Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma - Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Ted Pella, Redding, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden
DakoCytomation, Hamburg
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Millipore Corporation,

Billerica, USA

-27-




Material - und Methodenteil

Immobilon™Western HRP Peroxidase Solution
Isofluran

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Ketamin

Magnesiumchlorid (25 mM)

Methanol

Methylnadicanhydrid MNA

Milchpulver

N,N,N*,N’, - Tetramethylethylendiamin, (TEMED)
Na2HPO4 x H20

Natriumchlorid

Natriumhydrogenphosphat - Monohydrat
NMDA (10 mM)

Paraformaldehyd (PFA)

PBS

Propylenoxid

Protease - Inhibitor - Mix M

Rotiphorese® Gel 30

Salzsdure 37 % (HCI)

Stickstoff 2. 8

Tergitol

Tissue - Tek®

2,4,6 - Tri (dimethylaminomethyl) Phenol (DPM - 30)
Tris Ultrapure, MB Grade

Tris/HCI
Tropicamid
Tween 20

Vectashield Mounting Medium for Fluorescence with DAPI

Millipore Corporation, USA
Baxter, UnterschleiBheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

WDT, Garbsen

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma -Aldrich, Taufkirchen
Sigma - Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Linde, Miinchen

Sigma - Aldrich, Taufkirchen
Sakura, Zoeterwoude, NL
Roth, Karlsruhe

Usb Corporation, Cleveland,
USA

Roth, Karlsruhe

Pharma Stulln, Stulln

Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories,
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Burlingame, USA
Wasser Rotisolv (Rnase - frei) Roth, Karlsruhe

Xylazin Serumwerk Bernburg,

Tabelle 1 Reagenzliste

1.L1.2 Enzyme und Kits

1.L1.2.1 Enzyme
Taq Polymerase Eigenproduktion
BioTag"™ DNA Polymerase Bioline USA Inc, Taunton

Tabelle 2 Enzyme

1I.1.3 Verbrauchsmaterialien und Geréate

1.1.3.1 Verbrauchsmaterialien

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
,Falcon” Reaktionsgefafie 15 ml, 50 ml Sarstedt, Niirnbrecht

3 MM Blotting ("Whatman") - Papiere Neolab, Heidelberg

Biosphere Filter Tips Sarstedt, Nlrnbrecht

Deckglaser, 24 x 60 mm Menzel - Glaser, Braunschweig
Deckglaser, 18 x 18 mm Menzel - Glaser, Braunschweig
Dispomed Einmalspritze Dispomed Witt oHG, Geinhausen

Ecoflo Perfusionsbesteck Dispomed Witt oHG, Geinhausen
Glaswaren Schott, Roth, VWR

Liquid Blocker PAP - Pen SCI Science Services, Miinchen
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Microseal®,,B“ Film

Multi- ReaktionsgefalRe 0,5 ml; 1,5 ml;
2,0ml

Omnifix sterile Einmalspritzen

Pasteurpipetten

Personna Rasierklingen

Pipettenspitzen

Powderfree Sempercare Handschuhe
PVDF - Western Blot Membran
Rotilabo 0, 22 um Spritzenfilter
Serologische Pipetten

Sterican Einmal - Injektions - Kaniile
SuperFrost®PIus Objekttrager

12 - Well Platten

Biorad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

B. Braun, Wertheim

Brand, Wertheim

American Safety Razor Company, Verona,

USA

Sarstedt, Nirnbrecht

Sempermed, Wien, AUS

Roche, Mannheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Niirnbrecht

B. Braun, Wertheim

Menzel - Glaser, Braunschweig

Tabelle 3 Verbrauchsmaterialien

11.1.3.2 Gerate

Axiovert 40 CFL

BioPhotometer

Einbettautomat EM - TP

Gewebe - Infiltrationsautomat HMP 110
Inolab pH - Meter

Julabo SW20 Wasserbad

Kern PJL 2100 - 2M Analysewaage

Zeiss, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Leica, NuRloch

Microm International, Walldorf
WTW GmbH, Weilheim

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach
Kern & Sohn GmbH, Balingen -
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LAS 3000 Intelligent Dark Box
Mastercycler gradient, personal
Memmert Wasserbad

Mettler AE 163 Feinwaage

Microm HM 500 OM Kryostats
Microtom Reichert Jung Supercut 2050
Mikroskop Axio Imager Z1

MilliQ Plus PF Reinwasseranlage

Model 45 - 101 - i Classll Electrophoresis System

Paraffin AusgieRstation MPS/P2
Pipetman Pipetten

Polymax 1040 Schittler
Research Pipetten

Semi - Dry Electrophoretic Transfer Cell

Systec V75 Autoklav

Thermomixer comfort

UV - Vis Spectometer

Vortex Genie 2

Zentrifuge 5415D, 5415R, 5804R, 5810R

Frommern

Fujifilm, Dlsseldorf

Eppendorf, Hamburg

Memmert GmbH, Schwabach
Mettler Toledo, GieRen

Microm International, Walldorf
Cambridge Instruments, NuRloch
Zeiss, Gottingen

Millipore Corporation, Billerica, USA
Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

SLEE Medical, Mainz

Gilson, Middleton, USA

Heidolph, Kelheim

Eppendorf, Hamburg

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen

Systec GmbH, Wettenburg
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Scientific Industries Inc., New York,
USA

Eppendorf, Hamburg

Tabelle 4 Gerdte

I.L1.4 Gele, Puffer und Lésungen

1.1.4.1 Gele

Sammelgel

Trenngel 12 %

dH,0 0,68 mL

1,6mL
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Rotiphorese” Gel 30
Tris/HCl, 1 M, pH 6, 8
Tris/HCI,1,5M, pH 8, 8
10 % SDS

10 % APS

TEMED

0,17 mL
0,13 mL
0,01 mL
0,01 mL
0,001 mL

2,0mL
1,3 mL
0,05 mL
0,05 mL
0,002 mL

Tabelle 5 Polyacrylamidgele

Es wurde ein Agarosegel (1 %) verwendet, das wie folgt hergestellt wurde.

100 pl TBE - Puffer wurden mit 1 g Agarose verriihrt. Das Gemisch wurde 3 min in der
Mikrowelle erhitzt. AnschlieBend wurde nach kurzem Schwenken des GefdaRes nochmals fur
1 min erhitzt. Nach dem Abkihlen wurden 3 pl Ethidumbromid hinzugefiigt und erneut
geschwenkt. Das entstandene Gel musste unmittelbar nach dem Schwenken in den Schlitten

gegossen und die Kimme in die daflir vorgesehenen Schienen eingehangt werden. Das Gel

wurde mindestens 30 min ausgehartet.

1.L1.4.2 Puffer und Losungen

0, 1 M Phosphatpuffer, pH 7, 4

100 mL O, 2 M NayHPO4 x 2 H,0

mit 0, 2 M NaH,PO,4 x H,0 auf pH 7, 4

auf 0, 1 M mit dH,0 verdiinnen

10 x Elektrodenpuffer

250 mM Tris/HCI

400 mM Glycin

1% (w/v) SDS in dH,0 lésen; ad 1 L

Coomassie - Entfarbeldsung

500 ml Methanol

10 ml Essigsaure

mit dH,0 auffiillen, ad 1 L
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Coomassie - Farbelosung 40 mL Methanol
2 mL Essigsaure

0, 2 g Coomassie - Brilliant Blue R - 250 mit
dH,0 auffiillen, ad 100 mL

0, 9 % NaCl 0,9 % (w/v) in dH,0, autoklavieren

PBS,10x,pH 7 ,4 80 g Natriumchlorid
2 g Kaliumchlorid 1
4,4 g Na;HPO,

2,4 g KH,PO,

mit dH,0 ad 1 L, autoklavieren

1 ml Sammelgel (SDS - Gel) 0, 68 ml H20 dest.

0, 17 ml Rotiphorese® Gel 30
0,13 ml 1 M Tris/HCI (pH 6, 8)
0,01 ml 10 % SDS

0,01 ml 10 % APS

0,001 mI TEMED

5 ml Trenngel 10 % (SDS - Gel) 1,9 ml H20 dest.

1, 7 ml Rotiphorese® Gel 30
1,3 ml 1,5 M Tris/HCl (pH 8, 8)
0, 05 ml 10 % SDS

0,05 ml 10 % APS

0,002 m| TEMED
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SDS - Lésung, 10 % (w/v) 10 g SDS

in dH,0 l6sen; ad 100 mL

SDS - PAGE - Laufpuffer, 10 x 250 mM Tris HCI

400 mM Glycin, 1 % (w/v) SDS in dH,0

[6sen; ad 1L

SDS - Probenpuffer, 4 x 0, 25M Tris/HCI, pH 6, 8

30 % Glycerin

8 % (w/v) SDS

0, 02 % (w/v) Bromphenolblau

0,3 M DTT bzw. 10 % B - Mercaptoethanol

TBS, 10x, pH 7, 4 30 g Tris

80 g Natriumchlorid

2 g Kaliumchlorid

mit dH,0 ad 1 |, autoklavieren

TBST, 1 x 100 ml 10 x TBS

0, 05 % (v/v) Tween 20

mit dH,0 ad 1 L

Transferpuffer, 10 x 5,8 g Tris

2,9 g Glycin

200 ml Methanol

3,7 ml 10 % (w/v) SDS

in dH,0 l6sen, ad 1L
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Tris/HCI, 1,0 M, pH 6, 8 121, 14 g Tris
in dH,0 l6sen;

pH einstellen; ad 1L

Tris/HCI, 1,5M, pH 8, 8 181, 71 g Tris in dH,0 Iésen;

pH einstellen; ad 1L

Mausschwanzlyse - Puffer 50 mM KCl

10 mM Tris - HCI, pH 8, 3
2 mM MgCl,

0, 1 mg/ml Gelatine

0, 45 % Nonidet P - 40

0, 45 % Tween 20

Tabelle 6 Puffer und Lésungen

Je 1 mL Lysispuffer wurden 500 pg Proteinase K vor Gebrauch frisch zugegeben.

11.L1.5 Antikorper

Protein Primarantikorper Bezugsquelle
pSmad3 Anti - pSmad3, rabbit Cell signaling
1:20

Tabelle 7 Primarantikorper
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Sekundarantikorper

Bezugsquelle

chicken anti - rabbit, HRP konjugiert

USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,

goat anti - rabbit, Alexa Fluor 488

konjugiert

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 8 Sekundarantikorper

In Tabelle 8 und 9 sind die in den Westernblotanalysen und Immunofarbungen verwendeten

Antikorper dargestellt. Der Proteinmolekulargewichtsmarker PageRuler™Prestained Protein

Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) diente zur GroRenbestimmung der detektierten

Banden.

1.L1.6 Oligonukleotidprimer fiir Genotypisierungs - PCR

Primer Spezies Sequenz Position | ProduktgroRe
o - Cre fwd mm 5’ - atgcttctgtecgtttgecg - 3’ 270 bp
o - Crerev mm 5’ - cctgttttgcacgttcacg - 3’ 270 bp
Smad7 fwd mm 5’ - gtcaggttggatcaccatgcc - 3’ Exon 1 568 bp
Smad7 rev mm 5’ - actgcctggagaagtgtgtcg - 3’ Exon 1 568 bp

Tabelle 9 Oligonukleotidprimer fiir Genotypisierungs - PCR

1.2 Versuchstiere und Tierhaltung

Die in vivo Experimente wurden mit den folgenden 2 Mauslinien durchgefiihrt:

e Smad7"/™ _M3zuse (Exon1l des Smad7-Gens mit loxP-Sites flankiert, in
Black6 - Hintergrund [45]

e a-Cre - Mause (Cre - Rekombinase unter der Kontrolle des Pax6 - Promoters, in
FVB - N - Hintergrund) [62]
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Fir die Versuche wurden Tiere verwendet, die alle unter standardisierten Bedingungen
(relative Luftfeuchtigkeit 55 % + 5 %, Raumtemperatur 23° C + 2° C, Futter und Wasser ad
libitum) in demselben Tierstall bei einem Zwolfstunden - Hell - Dunkel - Rhythmus gehalten
wurden. Die Tiere wurden im fir die Versuche notwendigen Alter durch zervikale Dislokation
getotet und anschlieBend deren Augen, inklusive Sehnerv, schonend aus der Orbita

prapariert.

.3 Molekularbiologische Methoden

1.3.1 Isolierung von DNA aus Mausschwanzbiopsie

Die genomische DNA fiir die PCR wurde durch eine vereinfachte Methode [70] aus Biopsien
von Mauseschwanzen isoliert. Daflir wurden etwa 0, 5 cm lange Mausschwanzbiopsien in ein
Gemisch aus 190 pl Mausschwanzlysepuffer und 10 pl Proteinase K (10 mg/ml) gegeben und
Uber Nacht bei 55°C im Thermomixer unter starkem Schitteln (1200 rpm) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Proteinase K fir 15 min bei 95° C im Thermomixer unter Schutteln
inaktiviert. Nach der Zentrifugation der Proben fiir 10 min bei maximaler Geschwindigkeit
von 16000 rpm wurden die Uberstinde abgenommen. Jeweils 50 ng DNA wurden in der PCR

verwendet.

1.3.2 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren

Die DNA - Lésungen wurden vor dem Einsatz in der PCR bezuglich ihrer Konzentration mittels
einer Absorptionsmessung photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm, dem
Absorptionsmaximum flir einzel - und doppelstrangige DNA, mit dem UV -Vis
Spectrophotometer NanoDrop 2000c (Firma Thermo Fischer Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland) bestimmt. Da das Absorptionsmaximum fiir geloste Proteine bei 280 nm liegt
und man eine Verunreinigung ausschlieBen sollte, missen die Messungen fir die
Beurteilung der Reinheit der DNA ins Verhaltnis gesetzt werden (Ratio A260/280). Bei einer

Ratio 2 1, 8 ist die Reinheit der Nukleinsduren ausreichend.
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I.3.3 Genotypisierung der Versuchstiere

11.3.3.1 Polymerase - Kettenreaktion (PCR)

Mithilfe der PCR kdnnen unterschiedlich groBe DNA - Abschnitte selektiv amplifiziert
werden. Die zu vervielfdltigende DNA- Sequenz wird dafiir bei hoher Temperatur erhitzt, um
eine Denaturierung dieser zu erreichen. Anschlielend wird auf die Annealingtemperatur
abgekihlt. In dieser Phase koénnen sich Oligonukleotidprimer an die denaturierte DNA
anlagern. Dabei flankieren die Primer, die zu der zu vervielfaltigenden DNA komplementar
sind, einen spezifischen Bereich der DNA. Bei der Amplifikation wird dieser DNA - Abschnitt
durch die Taq - Polymerase, die die Primer als Ausgangspunkt bendtigt, zur Synthese eines
diesem DNA - Abschnitt komplementdren DNA - Einzelstranges verwendet. Dieser Vorgang

kann zwanzig - bis flinfunddreiBigmal wiederholt werden [97, 79].

1.3.3.2 Cre - Rekombinase

Um die Genotypen der a - Cre - Versuchstiere voneinander unterscheiden zu kdnnen, wurde
eine PCR durchgefiihrt. Die Gewinnung der dafiir notwendigen DNA und die Bestimmung der
Konzentration der Nukleinsduren wurden in Punkt 1l.3.2 und II. 3. 3.1 beschrieben. So
wurden 50 ng der DNA mit dem folgenden Mastermix zu einem Volumen von 25 pl
angesetzt:

Mastermix Cre (fiir einen Ansatz)

10 x Puffer 2,5uL
a - Cre - Primer fwd 0,5uL
a - Cre - Primer rev 0,5uL
dNTP (10mM) 0,5uL
MgCl, (25mM) 0,7 uL
H,0 17,8 uL
Taq (Eigenproduktion) 0,5 L
verdliinnte DNA 2,0ul

Anschliefend wurden die Proben vorgetext und abzentrifugiert.
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Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocyler (Mastercycler personal, Eppendorf,

Hamburg) mit folgendem PCR - Programm:

PCR - Programm Cre

Schritt: T=962C 2 min

Schritt T=94°C 30 sek

Schritt T=592C 30 sek

Schritt T=72°C 1 min

Schritt gehe zu Schritt 2, Wiederholungen 29
Schritt T=72°C 2 min

N oo un ok~ woNoe

Schritt T=10°C oo

Nach der PCR wurden die Proben jeweils mit 5 pl 6 x Orange Loading Dye vermengt. 10 ul
des Gemisches wurden auf das vorher vorbereitete Agarosegel (1 %) in eine mit 1 x TBE -
Puffer gefillten Gelkammer pipettiert. Fiir alle durchgefiihrten Gelelektrophoresen (Cre,
Smad7) galten die gleichen Bedingungen von 120V, 500 mA, 150 W und 45 min. Fir die
GroRenbestimmung der Produkte wurde der Standard (New England Biolabs) als
Vergleichsprodukt herangezogen. Eine Konditionelle Deletion lag vor bei einer Bande auf
Hohe von 270 bp.

Zum Ausschluss einer Verunreinigung wurden bei allen PCR eine Negativkontrolle (23 uL
Mastermix und 2 pL H,0) und eine Positivkontrolle, die genau wie die Probe behandelt

wurden, mitgefihrt.

I.3.3.3 Smad7"*

Auch die Smad7*°° - Mause wurden mittels PCR genotypisiert. Die PCR wurde, genau wie in

Punkt Il. 3. 3. 2, durchgefiihrt mit dem folgenden Temperaturprotokoll und Mastermix:

Mastermix Smad 7

10 x Puffer Bioline 2,5uL
Primer Smad7 RT fw 0,5uL
Primer Smad7 RT rev 0,5uL
dNTP (10 mM) 0,5uL
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MgCl, (25 mM) 1,2 uL
H,O 17,5 puL
Taqg (MG) 0,5uL
verdiinnte DNA 2,0 L

PCR - Programm Smad 7

Schritt: T=952C 3 min

Schritt T=952C 30 sek

Schritt T=61°C 45 sek

Schritt T=72°C 1 min

Schritt gehe zu Schritt 2, Wiederholungen 35
Schritt T=72°C 5 min

N o v W N e

Schritt T=10°C oo

Bei der Vorbereitung und Durchfihrung der Gelelektrophorese wurde wie in Punkt Il. 3. 3. 2
vorgegangen. Es galten die gleichen Bedingungen von 120V, 500 mA, 150 W und 45 min. Fir
die GroBenbestimmung der Produkte wurde der Standard (New England Biolabs) als
Vergleichsprodukt herangezogen. Eine homozygote, Konditionelle Deletion lag vor bei einer
Bande auf Hohe von 568 bp.

Auch hier wurden nach den gleichen Bedingungen zum Ausschluss der Verunreinigung eine

Negativ - und eine Positivkontrolle mitgefiihrt.

1.4 Proteinbiochemische Methoden

I.4.1 Proteinisolierung nach der TRIzol® - Methode

Diese Methode dient der Extraktion der Proteine aus der Inter - und Phenol - Chloroform -
Phase. [14] Die Durchfihrung der Protein- Extraktion wurde nach folgenden Schritten

durchgefihrt:

Protein-Extraktion nach RNA - Isolation mit TRIzol’

Mischen des Uberstandes mit 1, 5 ml Isopropanol pro ml TRIzol’

10 min Inkubation bei RT
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10 min Zentrifugation bei 4° C und 12000 G

Verwerfen des Uberstandes, dreimaliges Waschen des Proteinpellet:
o 20 min Inkubation bei RT mit 2 ml Waschpuffer pro ml TRIzol’
o 5 min Zentrifugation bei 4° C und 7600 G

AnschlieBend Mischen des Pellet in 2 ml 95 % Ethanol pro ml TRIzol"

20 min Inkubation bei RT

5 min Zentrifugation bei 4° C und 7600 G

Trocknen des Pellet

je nach PelletgroRBe Aufnahme in bis zu 300 pL 1 % SDS

Losen des Pellet bei 50° C bei 750 Upm Uber Nacht

10 min Zentrifugation bei 4° C und 10000 G

Abnahme des Uberstandes mit Gesamtprotein

Lagerung bei—20° C bzw. - 80° C

1.4.2 Western - Blot

1.4.3 SDS - Polyacrylamid - Gelelektrophorese

Die Western - Blot - Analysen wurden mittels Gelelektrophorese durchgefiihrt. Diese und die
Herstellung der daflir notwendigen Polyacrylamidgele erfolgten nach der Methode von
Laemmli. [54]

Flr das GieBen des Gels wurde eine extra dafiir vorgesehene Vorrichtung der Firma peqlab
Biotechnology GmbH (Erlangen) verwendet. Nachdem das Trenngel zwischen die beiden
Glasplatten gebracht wurde, erfolgte eine Uberschichtung mit 200 pL Isopropanol.
AnschlieBend wurde nach stattgefundener Polymerisation der fliissige Uberstand
abgegossen und das Sammelgel auf das Trenngel aufgetragen. Fir die Bildung von Taschen
im Gel, die man spater fiir das Aufbringen von Proteinproben benétigt, wurde in das fllssige
Sammelgel ein Plastikkamm gesteckt.

Da das Gel SDS enthilt, werden die Proteine wahrend der Elektrophorese denaturiert,
entsprechend ihrem Gewicht negativ geladen und so im elektrischen Feld nach ihrer GroRe

aufgetrennt.
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Im Sammelgel werden somit wegen der unterschiedlichen PorengréBe, der
elektrophoretischen Beweglichkeit seiner lonen und des pH - Werts zum Trenngel die darin
wandernden Proteine konzentriert und im Trenngel nach ihrer ProteingroRe aufgetrennt.
Vor ihrer Verwendung in der Elektrophorese mussten die Proteine dafir in 1 % SDS mit
4 x SDS Probenpuffer, der durch das darin enthaltene R - Mercaptoethanol bzw. DDT
reduzierend wirkt, 5 min im kochenden Wasserbad denaturiert und unmittelbar danach kurz
zentrifugiert werden.

Die Elektrophoresekammer wurde nach Anleitung mit dem angefertigten Gel bestiickt und
der Puffertank mit 1 x Laufpuffer befiillt. Die Proteinproben (einheitliche Proteinmenge je
nach Versuch 10 - 20 pg) wurden mit jeweils 5 uL Proteinmolekulargewichtsmarker
(Fermentas, St. Leon - Rot) in die Geltaschen pipettiert. Die Gelelektrophorese wurde bei
20mA (pro Gel) fiir 75 - 90 min durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Sammelgel

abgetrennt und konnte verworfen werden.

1.4.3.1 Semidry - Blotting

Die Ubertragung der aufgetrennten Proteine aus dem Trenngel auf eine Polyvinylfluorid -
(PVDF) - Membran (Roche, Mannheim) wurde mittels ,Elektroblotting” in einer ,Semidry
Blotting“- Apparatur (Peglab Biotechnology GmbH, Erlangen) durchgefiihrt. Dafiir musste die
PVDF - Membran auf die GrofRe des Trenngels zugeschnitten und in Methanol getrankt
werden. Nachdem die Membran fir etwa 1 min in Aqua dest. gewaschen wurde, erfolgte
eine Aquilibierung mit Transferpuffer fir 5 min. Zusitzlich wurden die fiir den Blot
bendétigten Whatman - Papiere ebenfalls mit Transferpuffer beschichtet. Der Blot wurde bei

25V fir 90 min wie folgt durchgefiihrt:

Aufbau Semidry Blot

Kathode (-)

3 Lagen Whatman - Papier
Trenngel mit Proteinen
PVDF - Membran

2 Lagen Whatman - Papier
Anode (+)
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1.4.3.2 Nachweis spezifischer Proteinbanden

Der Nachweis der spezifischen Proteinbanden erfolgte nach dem Prinzip der Antigen -
Antikorperreaktion. Gegen das gesuchte Protein wurde ein Primdrantikorper eingesetzt. Fir
diesen Antigen - Antikérper - Komplex wurde ein Sekundarantikorper verwendet, der diesen
spezifisch bindet. Der Sekundarantikorper selbst ist an Meerrettich - Peroxidase (HRP)
gekoppelt. Somit kann dieser, nach Zugabe von Luminol, durch ein Chemilumineszenz -
Signal nachgewiesen werden, da die Meerrettich - Peroxidase die Umwandlung von Luminol

in die oxidierte Form bewirkt, welche ein Lumineszenzsignal aussendet.

Die Membranen wurden nach dem Semidry - Blot vorab 1 h bei Raumtemperatur blockiert,
anschlieRend die Primarantikdrper zugegeben und lber Nacht bei 4° C inkubiert. Vor der
weiteren Verwendung missen die Membranen fiir jeweils 10 min mit TBST gewaschen
werden. So wurde der Sekundéarantikérper auch fiir 1 h bei Raumtemperatur hinzugefiigt.
Nachfolgend wurde wieder dreimal fir 10 min mit TBST gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Membranen dann mit 1 ml HRP Substrate Luminol Reagent und
HRP Peroxidase Solution (1:1 gemischt) (Multipore Corporation, Billerica, USA) in einer Folie

fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Protein Blockierungslosung Primarantikorper Sekundarantikorper

Anti - rabbit,

biotinylated (Vector)
Anti - pSmad3, rabbit

pSmad3 4 % PFA 1:500,
1:20 Cell Signaling
Streptavidin Alexa
488 (Invitrogen)
GAPDH, HRP - konjugiert
GAPDH 5 % Magermilch 1:10000 -
Cell Signaling Technology,
Germany

Tabelle 10 Ubersicht iiber die nachgewiesenen Proteine und die Verwendung der spezifischen
Antikorper

Die Aufnahme des entstandenen Chemilumineszenz- Signals erfolgte digital mit dem

LAS 3000 (Fujifilm, Dusseldorf) mit einer entsprechenden Umsetzung in Graustufen. Die
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Analyse und die Quantifizierung der Chemilumineszenz- Signale wurden mit der Software

Aida Advanced Image Data Analyzer Version 4. 06 (Raytest, Straubenhardt) durchgefihrt.

I.5 Immunofarbungen

I.5.1 Paraffineinbettung und Herstellen von Paraffinschnitten

Fiir die Paraffineinbettung wurden die Augen der Tiere folgendermallen behandelt:

Die Augen wurden nach Totung der Tiere vorsichtig aus der Orbita enukleiert. Diese wurden
Uber Nacht in 4 % PFA - Losung fixiert, am nachsten Morgen dreimal in 0,1 M
Phosphatpuffer dreimal fir 20 min gewaschen und zusatzlich in 50 % Isopropanol fiir 1 h und
in 70 % lsopropanol ebenfalls fir 1 h gespilt. Das Lagern der Augen bis zur nachsten

Bearbeitung erfolgte in 70 % Isopropanol.

Die Paraffineinbettung wurde im HMP 110 (Microm International, Walldorf) nach folgendem
Programm durchgefiihrt:

Einbettprogramm

e 70% lsopropanol 1h
e 80% Isopropanol 1h
e 96 % Isopropanol | 1h
e 96 % Isopropanolll 2h
e 100 % Isopropanol | 1h
e 100 % Isopropanol I 1lh
e 100 % Isopropanol Il 2h
e Xyloll 1lh
e Xylolll 1,5h
e Paraffinl 2h
e Paraffinll 8h

AnschlieBend erfolgte die Ausbettung der Praparate mit der AusgieRstation MPS/P2 (SLEE
Medical, Mainz). Hier wurde unmittelbar nach dem AusgiefRen auch die Haltevorrichtung fir

die Paraffinschnitte eingesetzt. Die Paraffinblécke wurden dann mit dem Microtom Reichert
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Jung Supercut 2050 (Cambridge Instruments, NuBloch) geschnitten. Nach dem Schneiden
wurden die Schnitte vorsichtig mit einem Pinsel in ein 30° C warmes Wasserbad gelegt.
Sobald die Schnitte faltenfrei waren, wurden sie auf einen Objekttrager (SuperFrost®Plus,
Menzel - Glaser, Braunschweig) gebracht. Es wurden mittsagitale Schnitte verwendet, mit

geoffneter Pupille und Papille.

1.5.2 Immunhistochemische Firbungen

Mit immunhistochemischen Farbungen kann man bestimmte Proteine in Geweben
nachweisen. Daflr wurde eine indirekte Immunfluoreszenz durchgefiihrt, bei der ein Primar-
und ein Sekundarantikérper verwendet wurden. Dabei bindet der Primarantikorper an das
zu bestimmende Antigen. Um nun diesen gebundenen Primarantikorper nachweisen zu
konnen, wurde ein Sekundarantikdrper, der mit dem Fluorochrom, hier Alexa 488, gekoppelt
war, verwendet. Dieser Sekundarantikorper band an ein Epitop des Primarantikérpers und

ermoglichte folglich dessen Detektion.

Fir die Markierung der Zellkerne wurde auflerdem der in die DNA interkalierende
Fluoreszenzfarbstoff DAPI benutzt. Um den Fluoreszenzfarbstoff und das Fluorochrom
sichtbar zu machen, wurden diese mit Licht entsprechender Wellenlange (Alexa 488:
488 nm, DAPI: 381 nm) angeregt. Das dabei emittierte Licht, wurde jeweils mittels eines
Filters, der flr die jeweilige Wellenlange durchlassig ist, unter dem Fluoreszenzmikroskop

(Axio Imager. Z1, Zeiss, Gottingen) betrachtet.

Fur die Herstellung von immunhistochemischen Farbungen zum Nachweis von pSmad2/3

wurde nach folgendem Schema vorgegangen:

immunhistochemischer Nachweis von pSmad2/3

e Entparaffinieren:

Reagenz Zeit
Xylol | 10 min
Xylol Il 10 min

100 % Isopropanol | 10 min
100 % Isopropanol Il 10 min
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96 % Isopropanol 5 min
96 % Isopropanol 5 min
80 % Isopropanol 5 min
80 % Isopropanol 5 min
70% Isopropanol 5 min
50% Isopropanol 5 min

e 45 min Blockierlésung (0, 2 % (v/v) BSA (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
in 0,1M Phosphatpuffer mit 0,01% (v/v) NaN3) mit
Proteaseinhibitor - Mix (1:1000)

e 120 min Priméarantikorper gegen pSmad3 (Cell signaling)

e 2x5min0, 1M Phosphatpuffer

e 60 min Sekundarantikérper (ant - rabbit, biotinylated (Vector) 1:500,
Streptavidin Alexa 488 (Invitrogen))

e 3x5min0, 1 M Phosphatpuffer

e 1:10 DAPI Eindeckeln

Bis zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurden die Schnitte bei 4° C gelagert. Die
einzelnen Farbungen wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops (Axio Imager. Z1, Zeiss,
Gottingen) und dem Bildbearbeitungs - und Analysesystem Axiovision 4.8 (Carl Zeiss,

Gottingen) zu einem digitalen Bild zusammengefigt.

1.6 NMDA - induzierte Schadigung von Retinalen Ganglienzellen

Die Injektion von NMDA (10 mM in sterilem PBS) in die Tieraugen wurde nach einer Kurzzeit
- Inhalationsnarkose der Mad&use mit Isofluran (Baxter, UnterschleiRheim, Deutschland)
durchgefihrt. Es wurden jeweils 3 pul NMDA in die Glaskérper der Augen mit Hilfe einer
25 pl - Hamilton - Spritze (Roth, Karlsruhe, Deutschland) und einer diinnen Injektionsnadel
(33 g beveled NanoFil needle, World Precision Instruments, Berlin, Deutschland) injiziert. In
das jeweilige Partnerauge wurden 3 pl PBS gespritzt. Die Entnahme der Augen erfolgte drei

Wochen nach der Injektion. Nach der Einbettung in Epon wurden Semidiinnschnitte der
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Sehnerven angefertigt, welche fir die Auszdhlung der Axone der Nn. optici der

NMDA - Versuche verwendet wurden.

1.7 Phdnotypanalyse

I.7.1 Eponeinbettung von Geweben

Die prdparierten Sehnerven wurden in einer modifizierten Fixierung nach Ito und
Karnovsky 52 (2, 5 % Paraformaldehyd, 2, 5 % Glutaraldehyd in 0, 1 M Cacodylatpuffer) 12 h
immunfixiert. AnschlieBend erfolgte eine mehrfache, jeweils mehrstiindige Splilung dieser in
0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,4), um Uberschissige Fixierlosung auszuwaschen. Die
Nachfixierung der Sehnerven wurde mit Osmiumferrocyanid durchgefiihrt. Hier wurde die
Fixierlosung mit Aqua bidest. ausgewaschen. Unmittelbar nach dem Spiilen erfolgte die
Entwéasserung der Sehnerven in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 70 %, 80 %, 90 %,
100 %). Nachfolgend wurden die Schnitte in Epon (Araldite 502, Ted Pella, Redding, USA) im
Einbettautomat (EM - TP, Leica, Nuflloch, Deutschland) (iber Propylenoxid nach den

Standardmethoden eingebettet:

e Propylenoxid/Epon 2:1

e Propylenoxid/Epon 1:1

e Propylenoxid/Epon 1:2

e 100 % Epon

e Aushdrten im Brutschrank 24 h bei 60° C

Fir die Einbettung wurden auBerdem folgende Stammldsungen im Verhaltnis 1:1 mit 2 %

Beschleuniger DMP - 30 verwendet:

Stammlosung A der Eponldsung:

62 ml Glycidether 100, 100 ml DDSA

Stammlosung B der Eponlésung:

100 ml Glycidether 100, 89 ml MNA (Serva, Heidelberg,

Deutschland)
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I.7.2 Anfertigen von Semidiinnschnitten

Die Semidiinnschnitte der Sehnerven wurden mit dem Reichert Ultramikrotom geschnitten.
Anschliefend erfolgte eine Farbung nach Richardson und die Beurteilung mit einem
Lichtmikroskop (Axio Imager. Z1, Zeiss, Gottingen). Von diesen Schnitten wurden fir die

spatere Auszahlung der Sehnerven Ubersichtsaufnahmen (Mosaik - Aufnahmen) erstellt.

1.8 Auszdhlen von Axonen der Sehnerven

Die Gesamtzahl der Axone der einzelnen Sehnerven wurde mit dem Programm Jmage)
ausgezahlt. Die Flache der Sehnerven wurde mit dem Bildbearbeitungs - und Analysesystem

Axiovision 4. 8 (Carl Zeiss, Gottingen) ausgemessen.

1.9 Angiographie

Als Vorbereitung auf die Angiographie wurde die Hornhautpflege Corneregel (Bausch &
Lomb) auf die Augen der Méause aufgetragen und eine Andsthesie mit Ketamin (65 mg/kg
Korpergewicht) und Xylazin (13 mg/kg Korpergewicht) subkutan durchgefuhrt. Zur
Weitstellung der Pupillen wurden Tropicamid- Augentropfen (Mydriatucum Stulln; Pharma
Stulln) verwendet. Vorab wurde von beiden Augen mittels Funduskamera eine native
Fundusaufnahme angefertigt und die Augen im Seitenvergleich miteinander verglichen.
AnschlieBend wurden die Fundusaufnahmen unmittelbar nach der intraperitonealen
Injektion von 0, 02 ml Fluoreszein (Quiagen, Hilden) angefertigt (Frihphase/vendse Phase).
Dies erfolgte ebenso nach 10 min (Spatphase/arterielle Phase). Die Auswertung folgte

anschlieRend durch Vergleich der Fundusaufnahmen beziiglich des Phanotyps.

1.L10 Elektroretinographie

Vor der Durchfiihrung wurden die Versuchstiere zwolf Stunden dunkeladaptiert. Die
Anésthesie erfolgte mittels subkutaner Injektion von Ketamin (65 mg/kg Korpergewicht) und

Xylazin (13 mg/kg Korpergewicht) und die Weitstellung der Pupillen mit Tropicamid -
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Augentropfen (Mydriatucum Stulln; Pharma Stulln). Silberne Nadelelektroden dienten als
indifferente Elektroden an der Haut von Kopf und Schwanz der Mause und eine goldene
Ringelelektrode am Auge als aktive Elektrode. Um das Auge wahrend der Untersuchungszeit
feucht zu halten und einen sicheren elektrischen Kontakt zu gewahrleisten, wurde
Corneregel (Bausch & Lomb) auf die Augen aufgetragen. Die Elektroretinographien wurden
mit Hilfe einer Ganzfeld - Kugel (Ganzfeld QC 450 SCX, Roland Consult) und einer Verstarker-
und Empfangereinheit (RETI - Port, Roland Consult) aufgenommen. Aullerdem wurden die
ERGs von beiden Augen gleichzeitig aufgenommen, mit einem Bandpass (1 bis 300 Hz)
gefiltert und anschlieBend die Mittelwerte festgehalten. Einzelne skotopische
Spannungsanderungen wurden mittels einer Serie von zehn LED- Lichtblitzreihen von - 3,5
bis 1,0 log cd.s/m? mit einem Zwischenstimulationsintervall von 2 bis 20 sek fiir die héchste
Intensitat aufgezeichnet. Fir die Erhebung der temporalen Eigenschaften wurden
Spannungsanderungen auf blitzende Lichtstimuli mit einer Intensitat von 0,5 log cd.s/m? und
einer Frequenzbreite von 4 bis 25 Hz aufgenommen. Nach einer zehnmindtigen Adaptation
an eine weiRe Hintergrundbeleuchtung (25 cd/m?) wurden einzelne photopische
Spannungsanderungen (hell - adaptiert) auf eine Serie von drei Xenon - Blitzreihen (1, 2 und
3 log cd.s/m?) und Spannungsanderungen auf einen flimmernden Lichtstimulus (Intensitat
1,0 log cd.s/m?) mit einer Frequenz von 4 bis 25 Hz gemessen. Das Scotopic Threshold
Response (STR), das durch sehr schwaches weiRes Flimmern (Intensitat - 4,05, - 3,70 und
- 3,53 log cd.s/m?) entstand, wurde nach einer Dunkeladaptation von 16 Stunden gemessen.
Fur flackernde Wellenformen wurde eine schnelle Fouriertransformation verwendet, um die
Antwortstarke und - phase zu ermitteln und die Signifikanz der Signale zu beurteilen. Alle
Analysen erfolgten mit R 2. 14. 2 (The R Foundation for Statistical Computing) und ggplot
2.0. 5.1 (Wickham, 2009).

.11 Auswertung und Statistik

Zur Auswertung der numerischen Daten sowie deren graphische Darstellung diente die
Software Microsoft® Excel (Microsoft® Corporation, Redmond, USA). Die statistische Analyse

“"

der Versuche wurde mit dem ,Student’s” T - Test durchgefiihrt. Dabei galt ein statistisch

signifikanter Unterschiede fir p < 0, 05 und ein statistisch hoch signifikanter Unterschiede

-49-



Ergebnisse

fir p < 0,01. In den Diagrammen wurde dies mit * (p < 0, 05) bzw. ** (p < 0,01)

gekennzeichnet.
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Ergebnisse
.1 Nachweis der Konditionellen Deletion von Smad7 durch Western - Blot - Analyse

Zum Nachweis der erfolgreichen Konditionellen Deletion von Smad7 wurden Western - Blot -
Analysen auf das intrazelluldre Signalprotein pSmad3 durchgefiihrt. Im Kontrolltier wirkt das
inhibitorische Smad - Protein Smad7 hemmend auf die Phosphorylierung von Smad3 (siehe
I.11. 1 und I. 11. 2), wo hingegen bei den Smad7°° - Tieren dieser inhibierende Effekt von
Smad7 entfdllt und eine verstarkte Phosphorylierung von Smad3 (pSmad3) resultiert.

ErwartungsgemaR zeigten Smad7°*

- Mause eine deutlich intensiviere pSmad3 - Bande auf
Hohe von 54 kDa, welche im Vergleich zu den Kontrollgeschwistertieren (control) deutlich
schwacher war. Die densitometrische Auswertung bestéatigte die signifikante Erhohung an

pSmad3 bei den Tieren mit einer Desinhibition des TGF - B - Signalwegs (Smad7°°) (Abb. 12).

A B 4.5 7 p=0.05
§ 4 n=5/5
— A5
& ()
AN ’\v 5 3 -
&< O KC
& 6@ ™ 1l
&S g g 2.5 g
~=pSmad354kDa  E 21 S
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> 14 B
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Abbildung 12 Westernblot - Analysen retinaler Proteine auf pSmad3

A. Westernblot - Analysen retinaler Proteine auf pSmad3 von Smad7°° - Mausen (Smad7°°) und
deren Kontrollen (control). GAPDH ist die Ladungskontrolle. B. Densitometrische Auswertung der
Westernblot - Analysen. mRNA - Level von pSmad3 in der Retina von Smad7°° - Mausen (Smad7°%)
und der Retina der Kontrolltiere (control). Durchgefiihrt in Zusammenarbeit mit

Dr. Barbara Braunger, Universitdt Regensburg. Veroffentlicht in [12]
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I1I.2 Nachweis der Konditionellen Deletion von Smad7 durch immunhistochemische

Analyse

Der Nachweis der Konditionellen Deletion konnte auch immunhistochemisch in der Retina
an P10 erfolgen. Abbildung 13 zeigt ein pSmad3 - Signal bei der Geschwisterkontrolle
(control) in der Ganglienzellschicht und der Inneren Plexiformen Schicht. Bei den Smad7° -
Mausen ist das pSmad3 - Signal deutlich verstarkt im Vergleich zur Geschwisterkontrolle und
zeigt sich zusatzlich vermehrt in der Inneren Kdérnerschicht sowie in der AuReren Plexiformen
Schicht. Die Antikorperkontrolle ist sauber und die Farbung damit spezifisch. Insgesamt
sprechen die Ergebnisse fiir eine deutlich starkere Phosphorylierung von Smad3 und damit

Aoc

flir ein vermehrtes TGF - B - Signal in der Retina der Smad7~"" - Mause.

Smad3 DAPI

Smad7-/-
|0JJuoo Apoqiue

Abbildung 13 Nachweis der Konditionellen Deletion von Smad7 durch immunhistochemische
Analyse

Geschwisterkontrolltiere (control) verglichen mit Smad7°°*- Tieren (Smad7-/-). Ein pSmad3 - Signal
bei der Geschwisterkontrolle (control) in der Ganglienzellschicht und der Inneren Plexiformen
Schicht. Bei den Smad7°°° - Mausen (Smad7-/-) ist das pSmad3 - Signal deutlich verstarkt im Vergleich
zur Geschwisterkontrolle und zeigt sich zusatzlich vermehrt in der Inneren Kérnerschicht sowie in der
AuBeren Plexiformen Schicht. Die Antikdrperkontrolle ist sauber. Immunhistochemische Farbung
durchgefiihrt in Zusammenarbeit mit Dr. Barbara Braunger, Universitidt Regensburg. Veroffentlicht in
[12]

lII.3 Phénotypanalyse der a - Cre +/- - Tiere

Um festzustellen, ob die Cre - Rekombinase, die fiir die Smad7 - Deletion verwendet wurde,

selbst einen Einfluss auf Retinale Ganglienzellen hat, ist die a - Cre- Maus (a - Cre +/-) mit
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ihren Wildtyp - Geschwistertieren (wildtype) verglichen worden. Nach Praparation der Nervi
optici, Einbettung in Epon und dem Anfertigen von Semidinnschnitten lieen sich

phanotypisch keine strukturellen Unterschiede feststellen (Abb. 14).

wildtype a-Cre +/-

Abbildung 14 Phinotypanalyse der o - Cre +/- - Tiere
Sagittalschnitte der Sehnerven der a - Cre +/- - M3use mit den Wildtyptieren (wildtype). Alter ein
Monat.
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Abbildung 15 Statische Auswertung der Phidnotypanalyse der a - Cre +/- - Tiere
Absolute Zahl der Axone/Sehnerv der a - Cre +/- verglichen mit den Wildtyp - Kontrolltieren
(wildtype). Gezeigt sind Mittelwert £ SEM; n=4/5, p=0,26.
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Auch die Zahlung der Axone der Retinalen Ganglienzellen ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den a - Cre - Mausen und den Wildtyp - Kontrolltieren (p=0.26). Die
Anzahl der Axone lag bei den Wildtypen durchschnittlich bei 40.645,5 + 563
(Mittelwert £ SEM) Axonen/Sehnerv und bei den transgenen Tieren bei 35.721,2 + 3478

(Mittelwert £ SEM) Axonen/Sehnerv (Abb. 15).
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.4 Phinotypanalyse der Sagittalschnitte der Augen der Smad7°°- Tiere

Zum Nachweis eines moglichen Effektes durch die Smad7 - Deletion wurden Sagittalschnitte

der Augen von sieben Wochen alten Smad7

- Tieren zur Beurteilung struktureller
Veranderungen herangezogen. Es konnten keine strukturellen Verdanderungen in den
Sagittalschnitten der Augen verzeichnet werden (Abb. 16). Auch die mit abgebildete
detaillierte Aufnahme der Retina zeigte keine strukturellen Veranderungen zwischen Tieren

Aoc

mit einer Konditionellen Deletion von Smad7 (Smad7°"") und ihren Kontrollgeschwistertieren

(control).

control

L e % L O
'y P ‘.v : - % [ :
M Lk A

Lae WilEY, AR

Aoc

Abbildung 16 Phanotypanalyse der Sagittalschnitte der Augen der Smad7~°° - Tiere

Phanotyp der Smad7°° - Tiere (Smad7°°) verglichen mit Kontrollgeschwistertieren (control), Alter
sieben Wochen. Links Panoramaaufnahme ohne Nachweis struktureller Veranderungen. Rechts
Retina (VergroRerung 20 x) ohne Nachweis struktureller Veranderungen. Durchgefiihrt in
Zusammenarbeit mit Dr. Barbara Braunger, Universitat Regensburg
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Aoc

.5 Phanotypanalyse der Smad7™" - Tiere anhand der Angiographie

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob die Smad7 - Deletion und damit das verstarkte

TGF - B - Signal einen Effekt auf die GefaRsituation der Augen hat, ist eine Angiographie an

Aoc

den adulten Smad7™"" - Mdusen und an den adulten Kontrollmdusen durchgefiihrt worden.

Abbildung 17 zeigt links die nativen Fundusaufnahmen der Augen und rechts die

Aoc

Fluoreszenzangiographie der Augen der Kontrollmause und der Smad7™"" - Mause.

lundus Angio

ontrol

C

mad7 Aoc

Aoc

Abbildung 17 Phanotypanalyse der Smad7""" - Tiere anhand der Angiographie
Phanotypaufnahmen von Smad7°* - Tieren (Smad7°°) verglichen mit adulten
Kontrollgeschwistermausen (control) anhand von Fundusaufnahmen (links) und angiographischen
Aufnahmen (rechts), physiologischer Normalbefund, Alter sechs Monate. Durchgefiihrt in
Zusammenarbeit mit Dr. Cornelia Volz und Prof. Dr. Herbert Jagle, Universitatsklinikum Regensburg.

Es lieRen sich auch hier keine strukturellen Unterschiede nachweisen. Sowohl die
dargestellten Fundus- als auch die Angiographieaufnahmen entsprachen physiologischen
Normalbefunden. Aus dem erhdohten TGF-B - Signal ergaben sich somit keine

Veranderungen in der Gefal3situation.
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1.6 Phanotypanalyse der Nn. optici der Konditionellen Deletion von Smad?7

Abbildung 18 zeigt Semidiinnschnitte von acht Wochen alten Tieren. Phdnotypisch lieRen

sich bereits Unterschiede erkennen: Smad7°% -

Tiere wiesen weniger ausgebildetes
Gliagewebe auf und eine hohere Dichte an Axonen. Die quantitative Auswertung bestatigte
dies. Smad7 - Deletionstiere haben eine signifikant hohere Anzahl an Axonen im Vergleich zu
ihren Kontrollgeschwistertieren (p=0.02). Der Mittelwert der Axone/Sehnerv liegt bei den
Kontrollen bei 40.345,9 + 2285 (Mittelwert + SEM) und bei den Smad7 - Deletionstieren bei

47.777,5 + 892 (Mittelwert + SEM)(Abb. 19).

control Smad7*”

Abbildung 18 Phinotypanalyse der Nn. optici der Konditionellen Deletion von Smad7 (Smad7°%),
Alter acht Wochen

Semidiinnschnitte der Sehnerven der Smad7 - Deletion (Smad7™") verglichen mit den
Kontrollgeschwistertieren (control) von acht Wochen alten Tieren. Smad7° - Tiere weisen weniger
ausgebildetes Gliagewebe auf und eine héhere Dichte an Axonen.

Aoc
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Abbildung 19 Statistische Auswertung der Phanotypanalyse der Nn. optici der Konditionellen
Deletion von Smad7 (Smad7°°), Alter acht Wochen

Absolute Anzahl der Axone/Sehnerv der acht Wochen alten Tiere der Konditionellen Deletion
(Smad7°*) verglichen mit den Kontrollgeschwistertieren (control). Gezeigt sind Mittelwert + SEM;
n=8/6, p=0.02.

Um zu Uberpriifen, ob es sich hierbei um einen stabilen Befund handelte und um maogliche
degenerative Verdanderungen im weiteren Verlauf auszuschlielen, wurden zusatzlich die
Sehnerven von sechs Monate alten Tieren untersucht. Auch die adulten Tiere im Alter von
sechs Monaten zeigten eine signifikant hohere Anzahl an Axonen (p=0.004) bei den

°%) 'im Vergleich zu ihren Kontrollgeschwistertieren (control)

transgenen Tieren (Smad7
(Abb. 21), die sich auch phanotypisch unterschieden (Abb. 20). Die Kontrollen lagen mit dem
Mittelwert von 33.064,8 + 1170 (Mittelwert + SEM) Axonen/Sehnerv deutlich niedriger als
die Deletionstiere mit einem Mittelwert von 49.866,7 + 1897 (Mittelwert + SEM)

Axone/Sehnerv.

Damit resultierte aus dem erhéhten TGF - B - Signal eine hohere Anzahl an Axonen bei den

Mausen mit einer konditionellen Smad?7 - Deletion.
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control Smad7*™
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Abbildung 20 Phdnotypanalyse der Nn. optici der Konditionellen Deletion von Smad7 (Smad7
Alter sechs Monate

Semidiinnschnitte der Sehnerven der Konditionellen Deletion von Smad7 (Smad7°") verglichen mit
den Kontrollgeschwistertieren (control) von sechs Monate alten Tiere. Smad7°°- Tiere weisen ein
geringer ausgepragtes Gliagewebe auf und eine hdhere Dichte an Axonen.
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Abbildung 21 Statistische Auswertung der Phanotypanalyse der Nn. optici der Konditionellen
Deletion von Smad7 (Smad7°*), Alter sechs Monate

Absolute Anzahl der Axone/Sehnerv von sechs Monate alten Tieren der Smad7 - Deletion (Smad7
verglichen mit den Kontrollgeschwistertieren (control). Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=7/7,
p=0.004

AOC)
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Um zu Uberprifen, ob eine erhdohte Anzahl an Retinalen Ganglienzellen auch in einer
verbesserten retinalen Funktion mindete, wurden in Kooperation mit Prof. Dr. H. Jagle
(Universitatsklinikum Regensburg) funktionelle Elektroretinographie (ERG) - Untersuchungen

durchgefihrt.

.7 Funktionelle Analyse der Konditionellen Deletion von Smad7 mittels

Elektroretinographie

Um auch die Funktionalitdt der Retinalen Ganglienzellen bei den Smad7 - Knockouttieren
beurteilen zu kénnen, wurden scotopic threshold response (STR) - Elektroretinographien

durchgefihrt.
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Abbildung 22 STR - Elektroretinographie

Auswertung der funktionellen Analyse der Konditionellen Deletion von Smad7 (Smad7-/- =
(Smad7°*)) verglichen mit den Kontrollgeschwistertieren (control). A. Exemplarische Darstellung der
STR - erg - Antworten bei unterschiedlicher Belichtungsintensitat. Diese Signale zeigen bei der
konditionellen Smad7 - Deletion (Smad7-/- = (Smad7°°°)) einen geringeren Peak und eine Erhéhung
des Tiefenpunktes der Amplitude. B. Auswertung STR. Smad7°° - Tiere zeigen eine geringere
Amplitude. C. Auswertung der implicit time. Smad7° - Tiere zeigen eine verlidngerte implicit time.
Angefertigt in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Herbert Jagle, Universitatsklinikum Regensburg.

Abbildung 22 (A) zeigt die Kurvenverldufe der STR - Signale der dunkeladaptierten Augen.
Diese, durch sehr kurze Lichtimpulse geringer Intensitdt, hervorgerufenen Signale, zeigten
bei der konditionellen Smad7 - Deletion (Smad7-/- = (Smad7°%)) einen geringeren Peak und
eine Erhohung des Tiefenpunktes der Amplitude. Abbildung 22 (B) zeigt die statistische
Auswertung der STR - ERGs. Smad7°% - (Smad7-/-) Tiere zeigten eine geringere Amplitude

und eine verlangerte implicit time.

1.8 Phanotypanalyse der Konditionellen Deletion von Smad7 im Schadensmodell

Um eine mogliche neuroprotektive Wirkung des TGF-B - Signalwegs auf Retinale
Ganglienzellen im adulten Tier untersuchen zu kénnen, wurde ein exzitotoxischer Zelltod der
Retinalen Ganglienzellen und Amakrinen Zellen durch intravitreale Injektion von NMDA

induziert (vgl. I. 10).

Die Morphologie der Nn.optici ist anhand von sagittalen Semidiinnschnitten
lichtmikroskopisch untersucht worden. Die PBS - injizierten Augen zeigten im Vergleich zu
den NMDA - injizierten Augen deutliche Unterschiede: das Gliagewebe war bei den NMDA -
injizierten Augen vermehrt vorhanden und die Axone erschienen lockerer gepackt und

weniger zahlreich vorhanden (Abb. 23). Diese Veranderungen zeigten sich unabhangig vom
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Genotyp bei den Kontrollgeschwistertieren gleichermallen wie bei den Smad7 -
Deletionstieren (Abb. 25). Die morphologischen Veranderungen bestatigten sich auch in der
Auszahlung der Axone der Nn. optici: bei den Kontrollgeschwistertieren waren bei den PBS -
injizierten Augen mit 39690 + 1388 (Mittelwert + SEM) Axonen/Sehnerv hochsignifikant
(p<0,001) mehr Axone als bei den NMDA - injizierten Augen mit 17749 + 476
(Mittelwert £ SEM) Axonen/Sehnerv vorhanden (Abb. 24). Bei der Smad7 - Gruppe waren die
Axone der PBS - injizierten Augen mit 48355 + 1450 (Mittelwert + SEM) Axonen/Sehnerv
ebenfalls hochsignifikant hoher (p<0,001) als die NMDA - injizierten Augen mit 18191 + 529
(Mittelwert + SEM) Axonen/Sehnerv (Abb. 26). Die Ergebnisse sprechen fir eine
Degeneration der Axone und bestatigen die Effizienz des gewahlten Schadensmodells in

beiden Gruppen.

Abbildung 23 Phanotypanalyse der Kontrollgeschwistertiere im NMDA - Schadensmodell
Semidiinnschnitte der Sehnerven von Kotrollgeschwistertieren (control) im NMDA - Schadensmodell;
Vergleich von NMDA - injizierten Augen und den PBS - injizierten Augen der Kontrollgeschwister. Das
Gliagewebe ist bei den NMDA - injizierten Augen (NMDA) vermehrt vorhanden und die Axone
erscheinen lockerer gepackt und weniger zahlreich vorhanden.
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Abbildung 24 Statistische Auswertung der Kontrollgeschwistertiere im NMDA - Schadensmodell
Absolute Zahl der Axone/Sehnerv von NMDA - injizierten Augen verglichen mit PBS - injizierten
Augen der Kontrollgeschwistertiere (control). Gezeigt sind Mittelwert + SEM; n=6/7, p<0.001.

NMDA - PBS

50um

g 50um
Abbildung 25 Phanotypanalyse der Smad7 - Deletionsgruppe im NMDA - Schadensmodell
Semiduinnschnitte der Sehnerven der Smad7 - Deletion (Smad7°°) im NMDA - Schadensmodell;
NMDA - injizierte Augen verglichen mit PBS - injizierten Augen der Smad7 - Deletionsgruppe. Das
Gliagewebe ist bei den NMDA - injizierten Augen vermehrt vorhanden und die Axone erscheinen
lockerer gepackt und weniger zahlreich vorhanden.
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Abbildung 26 Statistische Auswertung der Smad7 - Deletionsgruppe im NMDA - Schadensmodell
Absolute Zahl der Axone/Sehnerv der Smad7 - Deletion (Smad7°°°) im NMDA - Schadensmodell;
NMDA -injizierte Augen verglichen mit PBS - injizierten Augen der Smad7 - Deletionsgruppe. Gezeigt
sind Mittelwert + SEM; n=7/7, p<0.001.

Nach durchgefiihrter Priifung der Funktionalitat des Schadensmodells erfolgte anschliefend
der Vergleich der Kontrollgeschwistertiere und der Smad7 - Deletionstiere im NMDA -

Schadensmodell und in der PBS - Kontrolle.

Die NMDA - injizierten Augen der Smad7 - Deletion (Smad7) zeigten mit 20769 + 529

(Mittelwert + SEM) eine hochsignifikant (p=0,003) héhere Anzahl an Axonen/Sehnerv im
Vergleich zu den Kontrollgeschwistertieren (control) mit 17749 + 476 (Mittelwert £ SEM)
Axonen/Sehnerv (Abb. 28), was sich auch in der lichtmikroskopischen Untersuchung der

Semidlinnschnitte phanotypisch zeigte (Abb. 27).
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control Smad7**

Abbildung 27 Phanotypanalyse der NMDA - injizierten Nn. optici der Smad7 - Deletionsgruppe und
der control - Gruppe im NMDA - Schadensmodell

Semidiinnschnitte von Sehnerven der NMDA - injizierte Augen von Kontrollgeschwistertieren
(control) verglichen mit NMDA - injizierten Augen der Smad7 - Deletion (Smad7**°). NMDA - injizierte
Smad7°° - Sehnerven zeigen weniger Gliagewebe und dichter gepackte Axone als die NMDA -
injizierten Sehnerven der Kontrollgeschwistertiere (control).
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Abbildung 28 Statistische Auswertung der NMDA - injizierten Nn. optici der Smad7 -
Deletionsgruppe und der control - Gruppe im NMDA - Schadensmodell

Absolute Zahl der Axone/Sehnerv der NMDA - injizierte Augen von Kontrollgeschwistertieren
(control) verglichen mit NMDA - injizierten Augen der Smad7 - Deletion (Smad7°®°). Gezeigt sind
Mittelwert + SEM); n=6/7, p=0.003
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Auch die PBS - injizierten Augen zeigten die gleichen Verdanderungen: eine hochsignifikant
(p=0,003) héhere Anzahl an Axonen in der Auszdhlung bei der Smad7 - Deletion (Smad7*®)
mit 48355+ 1450 (Mittelwert + SEM) verglichen mit der Kontrollgruppe (control) mit
39690 + 1388 (Mittelwert * SEM) Axonen/Sehnerv (Abb. 30). Phanotypisch zeigten sich

dichter gepackte Axone und weniger Gliagewebe bei den Smad7 - Deletionstieren (Abb. 29).

control Smad7*”
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Abbildung 29 Phanotypanalyse der PBS - injizierten Nn. optici der Smad7 - Deletionsgruppe und der
control - Gruppe im NMDA - Schadensmodell

PBS - injizierte Augen der Kontrollgeschwistertiere (control) verglichen mit PBS - injizierten Augen der
Smad?7 - Deletionstiere (Smad7°). Es zeigen sich dichter gepackte Axone und weniger Gliagewebe
bei den Smad7 - Deletionstieren (Smad7%)
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Abbildung 30 Statistische Auswertung der PBS - injizierten Nn. optici der Smad7 - Deletionsgruppe
und der control - Gruppe im Schadensmodell

Absolute Zahl der Axone/Sehnerv der PBS - injizierte Augen der Kontrollgeschwistertiere (control)
verglichen mit PBS - injizierten Augen der Smad7 - Deletionstiere (Smad7*®). Gezeigt sind
Mittelwert + SEM; n=7/7, p=0.003.

Um eine Aussage Uber einen moglichen schitzenden Effekt durch TGF-f machen zu
konnen, mussten die PBS - und fir die NMDA - injizierten Augen auf gleiche
Ausgangsbedingungen normiert werden, da die Kontrollgruppe zu Beginn der Versuche
weniger Axone hatte als die Smad7 - Gruppe. Weil die PBS - Injektion auch schon einen leicht
negativen Effekt auf die Proliferation der Retinalen Ganglienzellen vermuten lie}, wurden
die hier gezeigten Ergebnisse nicht auf die unbehandelten, sondern auf die PBS - Werte des

Partnerauges normiert.

Axone nach NMDA x100 [OA)]

Axone nach PBS

Die Anzahl der liberlebenden Axone nach der Normierung auf die Ausgangswerte ergab
folgendes Ergebnis: Smad7 - Deletionstiere zeigten mit 43,2 + 1,66 (Mittelwert £ SEM)
keinen signifikanten (p=0.81) Unterschied zu ihren Kontrollgeschwistertieren mit 43,8 + 1,79

(Mittelwert + SEM) im Schadensmodell (Abb. 31).
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p=0.81

n=6/7
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Abbildung 31 Statistische Auswertung der iiberlebenden Axone im NMDA - Schadensmodell

Die Anzahl der iberlebenden Axone/Sehnerv nach der Normierung auf die Ausgangswerte (PBS -
Werte). Kontrollgeschwistertiere (control) verglichen mit den Smad7 - Deletionstieren (Smad7°%).
Gezeigt sind Mittelwerte * SEM; n=6/7, p=0.81.

- 68 -



IV.

Diskussion

Diskussion
IV.1 Konditionelle Deletion von Smad?7

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von TGF - B auf das Uberleben Retinaler
Ganglienzellen in adulten Tieren untersucht werden. Voruntersuchungen unserer
Arbeitsgruppe erbrachten bereits einen positiven Effekt des verstarkten TGF - B - Signals auf
Retinale Ganglienzellen wahrend der embryonalen Entwicklung. [72, 18] So zeigte
S. Pielmeier entgegen der bisherigen Meinung zum ontogenetischen Zelltod in der Retina,
dass TGF-B einen protektiven Effekt auf die Neurone der Retina wahrend des
ontogenetischen Zelltodes hat und untersuchte apoptotische Zellen in der Retina von
Jungtieren an Tag d 4, d 7 und d 10 nach der Geburt. [72] C. Demmer zeigte ebenfalls den
positiven Effekt von TGF-B in retinalen Neuronen und untersuchte die Retina auf

apoptotische Zellen am Embryonaltag E 12.5, E 14.5 und E 16.5. [18]

Da Smad7 einen inhibierenden Effekt auf den TGF - B - Signalweg Uber die Hemmung der
Phosphorylierung von Smad2/3 hat [63], wurde durch die Konditionelle Deletion von Smad7
ein verstarktes TGF - B - Signal erwartet. Daflir wurden in der vorliegenden Arbeit transgene
Mause mithilfe des Cre - loxP - Rekombinationssystems geziichtet, welche spezifisch nur in
retinalen Neuronen und Millerzellen eine Inhibition von Smad7 hatten. Die Konditionelle
Deletion von Smad7 konnte mithilfe von Westernblotanalysen und immunhistochemischen

Analysen Uber die Verstarkung des pSmad3 - Signals bestatigt werden.

Publizierte Daten anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass eine Expression der Cre -
Rekombinase in Photorezeptoren zu einer retinalen Degeneration und Dysfunktion mit u. a.
einer Atrophie des Retinalen Pigmentepithels und einer Dysfunktion der Photorezeptoren
fihrt. [94] AuBerdem kann die Cre - Rekombinase in sehr hoher Konzentration
chromosomale Neuordnungen und Aberrationen in Saugetierzellen entstehen lassen, die
durch sog. ,Pseudo — loxP - sites” [82] hervorgerufen werden. [60] Um eine mogliche
Beeinflussung unserer Ergebnisse allein durch die Expression der Cre - Rekombinase
auszuschlielen, wurde zunachst die Morphologie der in dieser Arbeit verwendeten Cre -
Maus (o -Cre+/-) mit ihren wildtypischen Geschwistertieren verglichen und zusatzlich
morphometrisch die Anzahl der Axone im Sehnerv bestimmt. Es konnte hierbei kein
statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden. So gehen wir davon aus, dass die in

-69-



Diskussion

dieser Arbeit erzielten Befunde unter Verwendung dieser a - Cre - Maus zur Generierung
einer Konditionellen Deletion von Smad7 in retinalen Neuronen und Miillerzellen, spezifisch

fur die Konditionelle Deletion von Smad7 sind.

Dem TGF - B - Signalweg werden sowohl pro - als auch anti - angiogene Eigenschaften
zugeschrieben. [96, 99] In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass bei erwachsenen Mausen mit
einer systemischen TGB - B - Inhibition durch I&sliches Endoglin Veranderungen in der Retina
auftreten. [99] Endoglin ist ein akzessorischer Rezeptor fir TGF - B. [55] Es interagiert
negativ mit ALK 5 und wird in aktivierten Endothelzellen exprimiert. [55] Die Arbeitsgruppe
um Patricia D° Amore konnte hierbei neben Stérungen der Blut - Retina - Schranke, Leckagen
und minderperfundierten GefdBen auch ultrastrukturelle Verdnderungen in Zellkontakten
(tight junctions) zwischen Endothelzellen und Perizyten zeigen und zudem
Kernkondensationen als Zeichen der Apoptose. [99] Um eine mogliche Verdanderung der
retinalen Gefdlle, ausgeldst durch das desinhibierte TGF-p - Signal in den Smad7 -
Deletionstieren, erfassen Zu kénnen, wurden Fundusaufnahmen und
Fluoreszenzangiographien angefertigt. In den vorliegenden Untersuchungen zeigten sich
keine signifikanten Verdnderungen zwischen den Smad7 - Deletionstieren und den
Kontrollgeschwistertieren. Ein zu erwartender Befund, da die Desinhibition des TGF-f -
Signalwegs in dem gewadhlten Tiermodell auf retinale Neurone und Miillergliazellen
beschrankt war, nicht jedoch Zellen des GefalRsystems betraf (Endothelzellen, perivaskuldre
Zellen). Potentiell denkbar waren jedoch indirekte Effekt, z. B. durch einen gesteigerten
TGF - B - Signalweg in Mllergliazellen, welche wiederum Molekiile sezernieren kdnnen, die
den GefaRstatus beeinflussen. [90, 21, 30] Moglicherweise hat zwar ein vermindertes oder
gestortes TGF - B - Signal einen negativen Effekt auf die GefaRsituation, da hier Faktoren wie
NO (Stickstoffmonoxid), ein vasoaktives Molekil, ebenso vermindert sind und auf diese
Weise zu einer Dysregulation in der GefalRformation und - funktion fiihren. [99] Das erhohte
TGF - B - Signal dagegen wird die Freisetzung von NO aus dem Endothel nicht unbegrenzt
induzieren, da dieser Freisetzungsmechanismus einer Autoregulation [99] unterliegt. Eine zu
hohe Konzentration an NO im Gefdllsystem eines gesunden Auges kdnnte zu einer
unphysiologischen GefiaRpermeabilitit fiihren und so durch eine Odembildung im GefiaRbett

wiederum einen Schaden induzieren.
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Die phanotypischen Untersuchungen der Smad7 - Deletion hingegen zeigten sowohl bei den
Tieren im Alter von acht Wochen als auch bei den Tieren im Alter von sechs Monaten
signifikante Veranderungen. Die Konditionelle Deletion von Smad7 und damit das verstarkte
TGF - B - Signal flhrten zu einer signifikant hoheren Anzahl an Axonen im N. opticus bei den
acht Wochen alten Tieren und zu einer hochsignifikant hoheren Anzahl bei den sechs
Monate alten Tieren. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit weiteren Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe, die eine erniedrigte Apoptoserate in der Retina wahrend der embryonalen
und postnatalen Entwicklung bei einem desinhibierten TGF - B - Signal zeigten. [72, 18, 12]
Dieser Effekt ist vermutlich durch die vermehrte Expression des neurotrophen Faktors NGF

foc _ Mausen vermittelt. [12] Andere Untersuchungen

(nerve growth factor) bei Smad7
zeigten ebenfalls eine verbesserte Zusammenarbeit neurotropher Faktoren wie FGF -2
(fibroblast growth factor - 2), NGF (nerve growth factor), NT - 3 (neutrophine 3), GDNF (glial
cell derived neurotrophic factor) und CNTF (ciliary neurotrophic factor) durch die Erhdhung

von TGF - B. [51]

Aulerdem zeigte unsere Arbeitsgruppe, dass im Umkehrschluss ein niedriges TGF - B - Signal
eine hohere Apoptoserate wahrend der retinalen Synaptogenese und der Proliferation von
Vorlduferzellen hervorruft. [12] Weiterhin resultierte aus dem erniedrigten TGF - B - Signal
ein Verlust von Retinalen Ganglienzellen und Neuronen in der inneren K&rnerschicht in

adulten Tieren. [12]

Zur Prufung der Funktionalitat der retinalen Neurone und der Retinalen Ganglienzellen im

foc_ M3use eine

Besonderen sind STR - ERGs durchgefiihrt worden. Dabei zeigten die Smad7
geringere Amplitude und eine verlangerte implicit time. Eine geringere Amplitude spricht fir
eine schlechtere Antwort der durch Belichtung angeregter Zellen. Bei der Amplitude (Spitze
der b-Welle bis Tiefpunkt der a-Welle) handelte es sich um das gemessene
Summenaktionspotenzial der Miillerzellen sowie der Bipolarzellen und durch die enge
Verschaltung dieser Zellen mit den Retinalen Ganglienzellen damit auch um die
Aktionspotenziale der Retinalen Ganglienzellen. Die implicit time ist die time - to - peak. [36]
Die verlangerte implicit time spricht hier fiir eine spatere Antwort der angeregten Zellen auf
den Belichtungsreiz. Damit war die Funktionalitit der retinalen Neurone der Smad7°* -
Mause schlechter als die der Geschwistertiere. Die vorliegende Ergebniskonstellation wirft

Aoc

die Frage auf, warum trotz erhohter Axonenzahl der Smad7™"" - Tiere die Funktion deren
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retinaler Neurone schlechter war. Die Inhibierung von Smad7 und damit die verstarkte
Aktivierung des TGF - B - Signalwegs, wie bereits diskutiert, flihren moglicherweise zu einer
erhohten Synapsenbildung. Dies bewirkt wiederum eine bessere Neuritenaussprossung und
ein mogliches, verstarktes Langenwachstum der Axone. [38] Eine kritische Betrachtung
dieses Aspektes liefert unter der Beriicksichtigung der vorliegenden Ergebnisse des STR -
ERGs folgende Erkldarung: Unter physiologischen Bedingungen kommt es wahrend des
ontogenetischen Zelltods zu einer Apoptose derer Neurone, die nicht fahig sind, synaptische
Verbindungen zu ihren Nachbarzellen herzustellen. Durch ihre Funktionsbeeintrdachtigung
werden diese Nervenzellen selektiert. [73] Ein Gberschiefendes, erhohtes TGF - B - Signal
wirkt aber eventuell genau hier durch gesteigerte Synaptogenese der Nervenzellen diesem
Selektionsdruck entgegen. Dadurch (berleben auch die Nervenzellen, die unter
physiologischen Bedingungen wahrend des ontogenetischen Zelltods aufgrund einer
schlechteren Funktion selektiert worden waren. Diese funktionsbeeintrdchtigten

A . .
°“ - Tiere in den

Nervenzellen kénnten moglicherweise das schlechtere Ergebnis der Smad7
durchgefihrten STR - ERGs erklaren, da sie wahrend des ontogenetischen Zelltods nur

Uberleben konnten, weil es ein unphysiologisch hohes TGF - B - Signal gegeben hat.

Zentrale Fragestellung der vorliegenden Doktorarbeit war, die Auswirkung des verstarkten
TGF - B - Signals und der damit verbundenen anti - apoptotischen Wirkung wahrend der
Entwicklung nun im adulten Tier auf das Uberleben Retinaler Ganglienzellen im NMDA -
Schadensmodell zu untersuchen. Im vorliegenden NMDA - Schadensmodell zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tieren der Smad7 - Deletion und ihren
Kontrollgeschwistertieren. Damit konnte ein neuroprotektiver Effekt durch eine gesteigerte
Aktivitat des TGF - B - Signalwegs im verwendeten Schadensmodell nicht nachgewiesen
werden. Eine Erklarung dafiir findet sich in der Existenz alternativer TGF - 3 - Signalwege. So
ist eine negative Wirkung auf den TGF-B - Signalweg im Schadensfall Uber das
Zusammenwirken von TGF - B auf Smad - unabhangigen Signalwegen mit anderen Faktoren
des Zellzyklus wie GTPase Ras, die MAPKs (mitogen - activated protein kinases), p38 und
JNKs (c - Jun N - terminal kinases) moglich. [6] Weiterhin ist Smad7 auch als positiver Effektor
von TGF-B bereits beschrieben worden, sodass er am TGF-B - Rezeptor nicht als
kompetitiver Inhibitor, sondern Uber alternative Signalwege als Aktivator von TGF-j

fungiert. [6] Durch den Nachweis der erhéhten Phosphorylierung von Smad3 ist dies in dem
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angewandten Tiermodell jedoch eher unwahrscheinlich. Denkbar ware, dass gerade Smad7
moglicherweise nur im Schadensfall nicht hemmend, sondern aktivierend auf TGF - B wirkte
und hier deshalb keinen schiitzenden Effekt durch TGF - B bewirken konnte. Andererseits
konnte auch der implizierte Schaden durch NMDA so hoch gewesen sein, dass
Reparaturmechanismen der Zelle nicht mehr greifen konnten. Der entstehende Schaden an
Retinalen Ganglienzellen bei der NMDA - Injektion ist bereits als dosisabhangig beschrieben
worden.[67, 59] Im Vergleich zu friiheren Untersuchungen bezliglich dem dosisabhdngigen
NMDA - Schaden, entspricht die von uns verwendete NMDA - Dosis von 10 mM [85] einem
sehr hohen Schaden mit einem hohen Verlust an Retinalen Ganglienzellen. [67] Heute weiR
man, dass besonders Amakrine Zellen und Retinale Ganglienzellen auf Exzitotoxizitat
reagieren, da sie praferentiell NMDA - Typ - Glutamatrezeptoren exprimieren (siehe I. 10.)
[86] Im Pathomechanismus unterscheidet sich das NMDA - Schadensmodell also ganzlich
vom druckbedingten oder ischamischen Schadensmodell bei einer Glaukomerkrankung
(siehe I. 9. 1). Bei diesem wird der Schaden an Neuronen des N. opticus schleichend gesetzt,
sodass ein moglicher protektiver Effekt durch TGF-B noch wirken kann, gemeinsame

Endstrecke ist jedoch in jedem Fall die Apoptose der Retinalen Ganglienzellen.

Da die TGF - B - Signalkaskade ein sehr weitreichender Signalweg ist und mit zahlreichen
anderen Signalwegen interagiert [63], ist eine Aussage Uber seine Wirkung auf bestimmte
Gewebe und seine Aktivierung oder Inhibierung im Schadensfall schwierig. In den
vorliegenden Untersuchungen konnte fiir einen desinhibierten TGF - - Signalweg kein
protektiver Effekt auf Retinale Ganglienzellen im NMDA - Schadensmodell nachgewiesen

werden.

IV.2 Ausblick

Nachdem in der vorliegenden Arbeit im unbehandelten Tier ein positiver Effekt der
Konditionellen Deletion von Smad7 und damit eines vermehrten TGF - - Signals in der Zelle
auf die Anzahl Retinaler Ganglienzellen gezeigt werden konnte, werden weitere
Untersuchungen auf dem Gebiet folgen missen. Es werden weitere Zellzdhlungen von
Axonen im NMDA - Schadensmodell notwendig sein, um zu klaren, ob nicht ein geringerer

Schaden der Zelle doch zu einer Neuroprotektion durch TGF - B flhrt, wie zum Beispiel bei
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langsamen Schaden an Retinalen Ganglienzellen, die eher den physiologischen Bedingungen
im Auge entsprechen. Dafiir werden NMDA - Schadensversuche aufgebaut werden missen,
in denen Smad7 - Deletionstieren unterschiedliche Konzentrationen NMDA verabreicht
werden. Auf diese Weise wird man einen moglichen Grenzwert festlegen kénnen, den man
auf die Hohe des notwendigen Schadens am Auge Ubertragen kann, bei dem
neuroprotektive Mechanismen durch TGF - B noch greifen konnen. Auch die Verwendung
anderer Schadensmodelle, die vergleichbar zur Glaukomerkrankung eine Apoptose Retinaler
Ganglienzellen hervorrufen, ware denkbar. Hier waren Mikrobeadinjektionen moglich,
welche zu einer Druckerh6hung fiihren, oder das optic - nerve - crush - Modell, oder ein
genetischer Ansatz unter Verwendung der an unserem Lehrstuhl befindlichen CTGF -

Uberexpressionsmause. [43]

Schon viele Funktionen, die in der Zelle durch TGF - B reguliert werden, sind dank intensiver
Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet entdeckt worden. Dazu gehoren Zellzykluskontrolle,
Regulation der frihen Entwicklung, die Ausbildung extrazelluliren Gewebes, die
Hamatopoese, die Angiogenese, die Chemotaxis aber auch Funktionen des Immunsystems
und der Induktion von Apoptose. [77, 84, 63, 45, 51] So gewinnt auch seine Stellung bei
Erkrankungen des Auges immer weiter an Bedeutung, da wichtige Krankheiten wie das
Glaukom, die diabetische Retinopathie unter der Signalregulation durch TGF - B zu stehen
scheinen. [78] Da das Zusammenwirken von TGF - B mit anderen Faktoren des Zellzyklus und
seine Signaltransduktion Gber zahlreiche andere Signalwege wie GTPasen, MAPKs, ERKs u. a.
immer mehr in den Vordergrund der Forschung riickt und es bis heute nicht sicher geklart
ist, wie diese unterschiedlichen Kaskaden intrazellular ablaufen, werden auch hier weitere
intensive Forschungsansatze folgen. [6] In diesem Zusammenhang wird geklart werden
missen, in welchem Verhaltnis das inhibitorische Smad7 auf TGF - B Einfluss nimmt, da auch
hier immer noch gegenteilige Meinungen in der Literatur existieren, ob und wann Smad7
negativ oder positiv auf den TGF - B - Signalweg wirkt. [50] Smad7 wird auch weiterhin ein
wichtiger Ansatzpunkt in der gegenwartigen Forschung des TGF - 3 - Signalwegs bleiben, da

hier mogliche Therapieansatze oben genannter Erkrankungen liegen.
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Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss des TGF - B - Signalwegs auf das Uberleben
Retinaler Ganglienzellen im adulten unbehandelten Tier und im NMDA - Schadensmodell zu
untersuchen. Durch eine Konditionelle Deletion von Smad7 mithilfe der a-Cre - Maus
konnte der inhibitorische Einfluss von Smad7 auf den TGF-[ - Signalweg in retinalen
Neuronen und Miillerzellen entfernt und somit ein verstarktes TGF-p - Signal erzielt

werden.

Zum Ausschluss eines moglichen Einflusses der verwendeten Cre - Rekombinase selbst auf

die Befunde, wurden a - Cre - Mause mit ihren wildtypischen Geschwistertieren verglichen.

Die Auswirkungen des verstarkten TGF-B - Signals auf Retinale Ganglienzellen wurden
anschlieBend in acht Wochen alten Tieren und sechs Monate alten Tieren anhand von
Axonzahlungen der Nn. optici untersucht. In Sehnerven von Tieren mit einem verstarkten
TGF - B - Signal zeigte sich eine signifikant hohere Anzahl an Axonen, was auf einen
neuroprotektiven Effekt des verstarkten TFG-B - Signalwegs fiir Retinale Ganglienzellen
schlieBen lasst. Zusatzlich wurde die retinale GefaRsituation durch in-vivo -
Fundusaufnahmen und Fluoreszenzangiographien der Augen und die Funktion der Retinalen
Ganglienzellen durch Elektroretinographien auf mogliche Effekte durch das erhohte TGF - B -

Signal beurteilt. Hier zeigten sich keine signifikanten Veranderungen.

Zur Untersuchung einer neuroprotektiven Rolle des verstarkten TGF - - Signalwegs im
adulten Tier wurde als Modell ein experimentell induzierter Netzhautschaden angewendet,
der exzitotoxische Schaden von Retinalen Ganglienzellen durch Injektion von N - Methyl —
D - Aspartat (NMDA). In diesem Modell konnte kein Hinweis auf eine neuroprotektive Rolle

des verstarkten TGF - B - Signalwegs flr Retinale Ganglienzellen gezeigt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine zelltypspezifische Konditionelle Deletion
des inhibitorischen Smad7 - Proteins in retinalen Neuronen und Miillerzellen Retinale
Ganglienzellen nicht vor einem NMDA - induzierte Exzitotoxischen Zelltod schiitzt. Jedoch
schiitzt das verstarkte TGF - B - Signal Retinale Ganglienzellen wahrend der Entwicklung vor
Apoptose, was sich letztlich in einer signifikant h6heren Anzahl von Axonen im N. opticus des

adulten Tieres widerspiegelt.
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