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“There is a theory which states that if ever anyone discovers exactly what the 

Universe is for and why it is here, it will instantly disappear and be replaced by 

something even more bizarre and inexplicable.” 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

Abkürzung Bedeutung 

•OH Hydroxylradikal 
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2-OH-Ethidium 2-Hydroxyethidium 

AC Amakrinzelle(n), engl. amacrine cell(s) 
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AP-2 engl. activating protein 2, Transkriptionsfaktor 

ARE engl. Antioxidant response element 

ASIC “Säure-sensitiver Ionenkanal”, engl. acid sensing ion channel 

Atox1 engl. Antioxidant 1 

ATP Adenosintriphosphat 

ATPase MNK Menkes ATPase, auch: ATP7A 

BA Betulinsäure, engl. betulinic acid 

Bach1 

BTB and CNC homolog 1, Transkriptionsfaktor aus der 
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BTB/POZ-(“broad complex, tramtrack, bric à brac/poxvirus and 

zincfinger”)-Domäne 

BH4 Tetrahydrobiopterin 

BRIN-BD11 
Insulinproduzierende, glukosesensitive β-Zelllinie, ursprünglich 
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C/EBP 
CCAAT-enhancer-binding protein; Familie von 

Transkriptionsfaktoren; (CCAAT = Cytosin, Adenin und Thymin) 

C57BL/6J 
Mausinzuchtstamm mit schwarzer („BLack“) Fellfarbe aus dem 

Jackson Laboratory, USA 

C57BL/6N 
Mausinzuchtstamm mit schwarzer („BLack“) Fellfarbe aus dem 
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Ca2+ Calcium(kation) 

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat 
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dAC “verschobene” Amakrinzelle(n), engl. displaced amacrine cell(s) 

DAMP Alarmin, engl. danger/damage-associated molecular pattern 

DHE Dihydroethidium, auch: Hydroethidin 

DIABLO 
Diablo IAP-(inhibitor of apoptosis)-binding mitochondrial protein 

oder direct IAP-binding protein with low PI 

DMSO Dimethylschwefeloxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure, engl. desoxyribulnucleic acid 

DUOX Duale Oxidasen 

ECM Extrazelluläre Matrix, engl. extracellular matrix 

eNOS Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase 
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GSSG Glutathiondisulfid 
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H2O2 Wasserstoffperoxid 

HBD Heparin-bindende Domäne, engl. heparin-binding domaine 

HIF Hypoxie-induzierbarer Faktor 
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HSP Hitzeschockprotein 
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IFN Interferon 

IL Interleukin 
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IOP Intraokulardruck, engl. intraocular pressure 
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MPTP 
Mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore, engl. 

mitochondrial permeability transition pore 

mRNA 
“messenger” Ribonukleinsäure (“Boten-RNA”), engl. messenger 

ribunucleic acid 

mTOR 
engl. mechanistic (mammalian) target of Rapamycin, 

Serin/Threonin-Kinase 

n Stichprobengröße 

n(GT) n-fache Wiederholung des Basenpaares Guanin-Thymin 

Na+ Natriumkation(en) 

NADPH/NADP+ Nicotinamidadenindinukleotiddiphosphat 

Ncf 
Neutrophiler zytosolischer Faktor, engl. neutrophilic cytosolic 

factor 

NCX Natrium-Calcium-Austauscher 

NFE2L2 engl. nuclear factor (erythoid-derived 2)-like 2 

NF-κB 
engl. nuclear factor kappa B (kappa light chain enhancer of 

activated B cells) 

NMDA N-Methyl-D-Aspartat 

nNOS Neuronale Stickstoffmonoxidsynthase 

NO Stickstoffmonoxid, engl. nitric oxide 

NOS Stickstoffmonoxidsynthase(n), engl. nitric oxide synthase 

NOX 
Nicotinamidadenindinukleotiddiphosphatoxidase, NADPH-

Oxidase 

noxa engl. NADPH oxidase activator 

noxo engl. NADPH oxidase organizer 

NP Normaldruck, engl. normal pressure 

Nrf2 auch: NFE2L2, Transkriptionsfaktor 

O2 Sauerstoff 

O2
•- Hyperoxid, auch Superoxid (veraltet) 

OGD 
Glukose- und Sauerstoffmangel, engl. oxygen-glucose 
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ONOO- Peroxynitrit 

p22phox auch: b558, Cyba 
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p47phox auch: noxo2, Ncf1 

p53 Tumorprotein p53 

p67phox auch: noxa2, ncf2 

p67phox auch: noxa2, Ncf2 

PBS Phophatgepufferte Lösung, engl. phosphate buffered saline 

PCR Polymerasekettenreaktion, engl. polymerase chain reaction 

pH pondus/potentia Hydrogenii, pH= -log10[H+] 

phox Phagozytenoxidasen 

Por Porphyrin 

PPARγ 
engl. peroxisome proliferator-activator receptor γ, 

Transkriptionsfaktor 

PRR “Mustererkennungsrezeptoren”, engl. pattern recognition receptor 

PU.1 auch: Spi1; Transkriptionsfaktor mit purinreicher Bindungsstelle 

R213G 

Polymorphismus, bei dem an Position 213 im Peptid die 

ursprüngliche Aminosäure G (Glycin) durch die Aminosäure R 

(Arginin) ersetzt wird 

Rac1 
engl. ras-related C3 botulinium toxin substrate 1 (Rac family 

small GTPase 1) 

Ras 
Enzymsuperfamilie, initiale Forschung an Ratten mit 

Sarkomentwicklung (karzinogene Viren) 

RENOX Renale Oxidase, auch: NOX4 

RGC Retinale Ganglienzelle(n), engl. retinal ganglion cell(s) 

RNS Reaktive Stickstoffverbindungen, engl. reactive nitrogen species 

R-OOH Hydroperoxide, R als variabler Rest 

ROS Reaktive Sauerstoffverbindungen, engl. reactive oxygen species 

RT-qPCR Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 

SD Standardabweichung, engl. standard deviation 

Sec Selenocystein 

SEM 
Standardfehler auf den Mittelwert, engl. standard error of the 

mean 

sGC Lösliche Guanylyzyklase, engl. soluble gyanylyl cyclase 

Smac (SMAC) 
engl. second mitochondria-derived activator of caspases, siehe 

auch DIABLO 

SOD Superoxiddismutase 
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Sp1 engl. specificity protein 1, Transkriptionsfaktor 

Spi1 
engl. spleen focus forming virus (SFFFV) proviral integration 

oncogene 

STAT engl. signal transducer and activator of transcription 

StRE Stress-response element 

TBP engl. TATA-(thymine-adenine-…)-binding protein 

TGA Basentriplett aus Thymin-Guanin-Adenin 

TNF Tumornekrosefaktor 

TRITC Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat 

TRP 
Transient receptor potential-Ionenkanal, rezeptorgekoppelter 

Ionenkanal 

TRPV4 engl. transient receptor potential vanilloid isoform 4 

tSOD-Aktivität Gesamtaktivität aller Superoxiddismutasen 

u Unified atomic mass, entspricht Dalton 

ucNOS 
Entkoppelte Stickstoffmonoxidsynthase, engl. 

uncoupled/uncoupling nitric oxide synthase 

UGA Basentriplett aus Uracil-Guanin-Adenin 

VEGF engl. vascular endothelial growth factor 

XO Xanthinoxidase 

Zn2+ Zinkkation 

λ (lambda) Wellenlänge 
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I. Einleitung 

Diese Dissertation untersucht die Auswirkungen der Betulinsäure auf den retinalen 

Ischämie-Reperfusionsschaden (IRI). Dabei werden insbesondere die Effekte auf den 

oxidativen Stress betrachtet, welcher einen (besonders) wichtigen Aspekt retinaler 

Ischämie-Reperfusionsschäden ausmacht (2). 

Ischämische Schädigungen und oxidativer Stress treten bei verschiedenen 

ophthalmologischen Erkrankungen auf. Hierzu zählen Verschlüsse arterieller Gefäße, 

die diabetische Retinopathie und das Glaukom (3-5), aber auch die 

Frühgeborenenretinopathie (Retinopathia praematurorum) (6). Diese Erkrankungen 

sind mit einem Absterben retinaler Ganglienzellen vergesellschaftet und können zu 

einem Visusverlust bis hin zur Erblindung führen (7-9). In Deutschland gehören die 

genannten Erkrankungen zu den wichtigsten Erblindungsursachen (10). Die bisher 

eingesetzten Therapieoptionen sind in ihrer Gesamtheit, insbesondere bei retinalen 

Gefäßverschlüssen (11), nicht zufriedenstellend (4, 12), sodass die Situation nach 

therapeutischen Alternativen verlangt (13). Außerdem können etablierte 

Therapieverfahren durch neue Therapieansätze ergänzt werden. 

Betulinsäure (siehe II.4. Betulinsäure) ist ein Triterpenoid natürlichen Ursprungs. Es 

kommt in Pflanzenbestandteilen vor, die in der traditionellen Medizin bereits seit 

Langem angewendet werden. Seit Mitte der 1990er Jahre ist Betulinsäure, zunächst 

als Therapeutikum gegen maligne Tumore, schließlich auch ins Interesse der 

evidenzbasierten Medizin gerückt. Neben ihren antitumoralen Eigenschaften wirkt 

Betulinsäure zudem antioxidativ, antientzündlich sowie neuroprotektiv und hat sich bei 

Ischämie-Reperfusionsschäden (IRI, siehe V.1) verschiedener Organe als protektiv 

erwiesen. Ihre Auswirkungen auf retinale Ischämie-Reperfusionsschäden waren 

bisher unbekannt, jedoch machen ihre chemischen Eigenschaften und ihre geringe 

Toxizität sie zu einem interessanten Therapieansatz. 

 

Bei der Entstehung von retinalen Ischämie-Reperfusionsschäden (IRI) sind 

verschiedene Pathomechanismen beteiligt, zu denen oxidativer Stress, die 

Exzitotoxizität, die Überladung der Zelle mit Calcium sowie die (sterile) Entzündung 

zählen (siehe II.2.4). Dabei ist der oxidative Stress kein alleinstehendes Phänomen, 

sondern macht auch einen Teilaspekt weiterer pathophysiologischer Prozesse aus 

(siehe II.2.3.2).  

Es kommt zu oxidativem Stress (in einer Zelle oder einem Gewebe), wenn ein 

Ungleichgewicht zwischen (Pro-) Oxidantien (wie reaktiven Sauerstoffverbindungen 
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[ROS]) und Antioxidantien entsteht, bei dem die prooxidative Seite überwiegt. Damit 

sind neben den absoluten Auswirkungen der Betulinsäure auf den oxidativen Stress 

auch die pro- und antioxidative Seite dieses bei Ischämie-Reperfusionsschäden 

gestörten Gleichgewichts als eigene Gesichtspunkte interessant.  

Zum differenzierteren Verständnis ebendieser beiden Seiten des oxidativen 

Gleichgewichts können verschiedene pro- und antioxidative Enzyme herangezogen 

werden. Der Einfluss der Betulinsäure auf die Genexpressionen dieser Enzyme bei 

retinalen Ischämie-Reperfusionsschäden liefert Einblicke in die Wirkmechanismen 

dieses potentiellen Therapeutikums. Die jeweiligen Genexpressionen der Enzyme 

unter Placebo bei Ischämie-Reperfusionsschäden stellen hierfür die Vergleichsbasis 

dar.  

Darüber hinaus trägt diese Untersuchung zur Beantwortung der Frage bei, welche 

Enzyme längerfristig in retinale Ischämie-Reperfusionsschäden involviert sind, da die 

Analyse für beide Vergleichspartner nach acht Tagen Reperfusion stattfindet. In die 

Untersuchung wurden hierfür sowohl prooxidative Enzymen eingeschlossen, die 

wichtige Quellen reaktiver Sauerstoffverbindungen sind (NADPH-Oxidasen 1, 2, 4), als 

auch ihre wichtigsten antioxidativen Gegenspieler (Superoxiddismutasen 1-3, 

Katalase, Glutathionperoxidase 1, Hämoxygenase 1).  

Durch ROS kann nicht nur oxidativer Stress entstehen, sondern über die Reaktion von 

ROS mit Stickstoffmonoxid (NO) ist auch die Bildung reaktiver Stickstoffverbindungen 

(RNS) und somit das Auftreten von nitrosativem Stress möglich. NO wird von den 

Enzymen aus der der Familie der NO-Synthasen (NOS) gebildet, die unter bestimmten 

Bedingungen jedoch auch zu ROS-Produktion beitragen (siehe II.2.3). Da die NOS 

hiermit sowohl für den oxidativen als auch für den nitrosativen Stress bei Ischämie-

Reperfusionsschäden von Bedeutung sind, werden ihre Genexpressionen und die 

Wirkung der Betulinsäure hierauf ebenfalls untersucht.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu beitragen, Antworten auf die Frage zu finden, 

ob die Betulinsäure bei retinalen Ischämie-Reperfusionsschäden protektiv wirkt und 

über welche Enzyme sich ihre Wirkung entfalten könnte.    

 

 

 

 

 

 



16 
 

II. Literaturdiskussion 

 

1. Epidemiologische Bedeutung retinaler Ischämie-Reperfusionsschäden 

Zu den wichtigsten ophthalmologischen Erkrankungen, bei denen ischämische 

Schädigungen und oxidativer Stress von Bedeutung sind, zählen das Glaukom und die 

diabetische Retinopathie. Aber auch arterielle Gefäßverschlüsse in der Retina und die 

Retinopathia praematurorum sind von diesen Phänomenen betroffen (3-6).  

Anhand der Gesundheitsberichtserstattung des Statistische Bundesamtes und des 

Robert-Koch-Instituts kann die Relevanz dieser Erkrankungen in einer Industrienation 

wie Deutschland eingeordnet werden. Hierbei werden über die 

Schwerbehindertenstatistik, (große) regionale Studien und das Landesblindengeld 

Schätzwerte für Deutschland gewonnen (10):  

In einer Studie im Rheinland haben sich 2006 für diese Region neben der 

altersbedingten Makuladegeneration (40,7%), das Glaukom (15,4%) und die 

diabetische Retinopathie (9,7%) als wichtigste Erblindungsursachen 

herauskristallisiert. Schätzungsweise machen damit diese Erkrankungen, die mit 

retinalen IRI einhergehen, etwa ein Viertel der Erblindungsursachen aus. Von Blindheit 

und Sehbehinderung sind in Deutschland allein im Kollektiv der Personen mit 

Schwerbehinderung über eine halbe Million Menschen betroffen. Bei über 60% dieser 

Beeinträchtigten stellen Blindheit oder Sehbehinderung auch die schwerste 

Einschränkung dar. In der weiten Mehrzahl der Fälle (85%) ist die Erblindung hierbei 

Folge einer Erkrankung (10). 

 

Der retinale IRI und seine Therapie sind daher wichtig bei Erkrankungen, die in 

Industrienationen wie Deutschland wichtige Erblindungsursachen auszumachen und 

einen erheblichen Anteil der Bevölkerung zu betreffen scheinen.  
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2. Pathomechanismen bei Ischämie-Reperfusionsschäden (IRI) 

Bei einer Ischämie mit nachfolgender Reperfusion der Retina kommt es zur Initiierung 

einer Vielzahl von Prozessen und Wechselwirkungen zwischen diesen Mechanismen, 

deren genaue zeitliche Abfolge unklar ist (14). Deshalb kann die hier gewählte 

Reihenfolge, in der diese Prozesse vorgestellt werden, auch nur dem besseren 

Verständnis dienen und nicht den genauen zeitlichen Verlauf eines IRI widerspiegeln. 

Die Retina ist zwar eine Ausstülpung des Dienzephalons und weist viele Ähnlichkeiten 

mit dem Gehirn auf (14-16), weshalb Ergebnisse von Studien am Gehirn auf diese 

extrapoliert werden und umgekehrt (14, 15, 17), allerdings verfügt sie über eine 

größere Ischämietoleranz (14, 18). Diese liegt bei Mäusen bei unter 30 Minuten und 

für die menschliche Retina wird eine Dauer von mehr als 60 Minuten angenommen 

(14). Im Gegensatz hierzu hat das Gehirn von Mäusen eine Ischämietoleranz von unter 

fünf Minuten (Wüstenrennmaus) (19). 

Die verschiedenen Prozesse, die als Reaktion auf ein Ischämie-Reperfusions-(IR)-

Ereignis initiiert werden, können anhand von Beobachtungen an Gehirn und Retina 

einer frühen und einer späten Phase zugeordnet werden: zu den frühen Mechanismen 

bei einem IRI zählen die Exzitotoxizität, die Überladung der Zelle mit Calcium und der 

oxidative Stress, während Zelltod und Entzündungsprozesse zu den späteren 

Ereignissen zählen (14, 20, 21). Der Übergang in die späte Phase scheint in der Retina 

nach 24 Stunden Reperfusion stattgefunden zu haben, da eine Analyse der 

regulatorischen Netzwerke in diesem Organ zeigt, dass nach 24 Stunden Reperfusion 

der Zelltod das gemeinsame Element dieser Netzwerke ist und nach sieben Tagen 

Entzündungsprozesse im Vordergrund stehen (20).  

 

2.1 Exzitotoxizität 

Die inadäquate Durchblutung des Gewebes führt während der Ischämie zu einem 

Missverhältnis zwischen Bedarf und Versorgung mit Sauerstoff (O2), Glukose und 

anderen Nährstoffen (5, 14, 20, 22), das einen Adenosintriphosphat-(ATP)-Mangel zur 

Folge hat (23, 24). In der Retina besteht ein hoher O2- und Glukosebedarf (5), denn 

sie zählt wie das Gehirn zu den Geweben mit hoher Stoffwechselaktivität (21, 24, 25). 

Insbesondere retinale Ganglienzellen (RGC, engl. retinal ganglion cells) reagieren 

aufgrund ihrer langen und metabolisch kostspieligen Axone sensibel auf eine 

gedrosselte Energiezufuhr (9). ATP-getriebene Ionenpumpen wie die Natrium-Kalium-

ATPase werden beeinträchtigt (14, 23) und Ionenverteilungsstörungen (14, 23), 
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Störungen bei der Repolarisation (14) und eine massive Neurotransmitterfreisetzung 

treten auf (14, 22). 

Diese überschießende Neurotransmitterfreisetzung führt zur Aktivierung der 

entsprechenden Rezeptoren während der Reperfusionsphase (14, 22). Hierbei kommt 

es durch Glutamat, den wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter in der Retina (14, 

26), zu einer Schädigung der retinalen Zellen: der sogenannten Glutmatexzitotoxizität 

(14, 21, 22, 27, 28). Neben der Depolarisation (22) bzw. der gestörten Ionenverteilung 

(3) kann auch die Beeinträchtigung der Wiederaufnahme (3, 14, 21, 26, 29) oder des 

Abbaus (14, 30) von Glutamat die extrazelluläre Glutamatakkumulation in der Retina 

oder im Gehirn begünstigen.  

Glutamat stimuliert seine ionotropen und metabotropen Rezeptoren in der Retina (3, 

14, 21, 22). Über die ionotropen Rezeptoren, also den N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA), 

α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Proprionsäure-(AMPA)- und Kainat-

Rezeptor, kommt es unter anderem zum Einstrom von Natrium- sowie Kaliumkationen 

(Na+, K+) (3, 14, 22). Dies verstärkt die Depolarisation und führt zu einer 

Hyperosmolarität. Auf dieser Hyperosmolarität des Intrazellularraums folgt ein 

Wassereinstrom und eine damit einhergehende Zellschwellung (3, 14). Letztere ist 

Ausdruck der akuten Exzitotoxizität in Form eines zytotoxischen Ödems, welches bis 

zur Zelllyse führen kann (14). Die verzögerte Exzitotoxizität wirkt sich über die 

Überladung der Zelle mit Calcium aus (14, 27, 31), zu der auch die metabotropen 

Glutamatrezeptoren beitragen (14), wenngleich in geringerem Ausmaß als ihre 

ionotropen Verwandten (22). Von der Exzitotoxizität sind RGC stärker als andere 

retinale Neurone (beispielsweise Amakrinzellen) betroffen (14). 

 

2.2 Überladung der Zelle mit Calcium 

Die Überladung der Zelle mit Calcium ist ein zentrales Element des Zelltodes von RGC 

und anderen Neuronen (14, 22, 32). Durch den NMDA-Subtyp der Glutamat-

Rezeptoren kann es zu einem direkten Einstrom von Calcium kommen (22, 31, 33). 

Die Depolarisation u.a. durch AMPA hingegen aktiviert spannungsabhängige 

Calciumkanäle, die zur Progression der Calciumakkumulation beitragen (14, 22). 

Außerdem ist als Folge der beeinträchtigten Na+-K+-ATPase und der Glutamat-

stimulierten Ionenströme der Natriumgradient verringert (14), sodass dem Natrium-

Calcium-Austauscher (NCX) die treibende Kraft zur Senkung des intrazellulären 

Calciumspiegels abhandenkommt (22, 34). Die Ischämie (22) bzw. die daraus 

resultierende Azidose (14) beeinträchtigen zudem die Speicherung von Calcium 
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beispielsweise im endoplasmatischen Retikulum. Auch aktiviert das azidotische Milieu 

säureempfindliche Natriumkanäle (ASIC, acid sensing ion channels) (22), die ebenso 

wie mechanosensitive rezeptoraktivierte Ionenkanäle (TRP-Kanal, engl. transient 

receptor potential channel) (9, 22) zum Calciumeinstrom beitragen. Insbesondere der 

Subtyp TRPV4 (engl. transient receptor potential vanilloid isoform 4) ist auf RGC 

vertreten und kann durch die Zellschwellung oder durch mechanischen Stress als 

Folge der Erhöhung des Intraokulardrucks (IOP, intraocular pressure) aktiviert werden 

(9). Neben dem Effekt der Glutamat-Freisetzung tragen bei IR-Ereignissen durch IOP-

Erhöhung also auch weitere Prozesse zur Calciumüberladung bei.  

Wenn die zytoplasmatische Calciumkonzentration einen kritischen Wert und eine 

kritische Dauer überschreitet, führt dies zum Zelltod (Apoptose, Nekrose) (3, 14, 22, 

35). Es kommt zur (Über-)Aktivierung von Proteasen, Lipasen, Phosphatasen und 

Endonukleasen, sodass auf die Überladung der Zelle mit Calcium eine Schädigung 

des Zytoskeletts, der Peptide, der Desoxyribonukleinsäure (DNA) und weiterer 

Zellbestandteile folgt (9, 14, 22, 36). Unter den aktivierten Enzymen befinden sich 

unter anderem die calciumabhängigen, konstitutiven Stickstoffmonoxidsynthasen 

(cNOS) (22, 37). Diese leisten einen Beitrag zur Glutamatexzitotoxizität (38) und sind 

darüber hinaus im Kontext des oxidativen Stresses relevant (siehe II.2.3). Auch 

betroffen sind die Phospholipase A2 (14), die für den Arachidonsäurestoffwechsel 

Relevanz hat (3, 14, 21), und die zytoplasmatischen Cysteincaspasen Calpain (14, 

22). Letztere tragen zur Störung der Calciumhomöostase (22) und durch die 

Transformation der Xanthindehydrogenase zur Xanthinoxidase zum oxidativen Stress 

bei (14).  

Neben der Aktivierung verschiedener Enzyme wirkt sich die zytosolische Überladung 

mit Calcium auch auf die mitochondrialen Calciumkonzentrationen aus (14, 22, 39). Es 

kommt ebenfalls zu einem Anstieg der intramitochondrialen Calciumlevel (22, 27), 

wodurch die ATP-Synthese gestört (14, 22), die Entstehung von oxidativem Stress 

gefördert (22, 27) und die Öffnung der mitochondrialen Permeabilitäts-Transitions-

Pore (engl. mitochondrial permeability transition pore, MPTP) begünstigt wird (14, 22, 

27). Aufgrund der MPTP-Öffnung können Apoptose-induzierende Substanzen wie 

Cytochrom c, Smac/DIABLO oder pro-Caspasen aus dem Mitochondrium freigesetzt 

werden (14, 22, 27) und den Zelltod fördern.  

Die Calciumüberladung kann somit über eine Vielzahl von Mechanismen, die 

Verbindungen zu anderen pathologischen Prozessen aufweisen, zur Zellschädigung 

und zum Zelltod führen. 



20 
 

2.3 Oxidativer Stress 

Das Ungleichgewicht zwischen den pro- und antioxidativen Elementen einer Zelle 

zugunsten der pro-oxidativen Kräfte wird als oxidativer Stress bezeichnet (6, 25, 40-

42). Sowohl ein Überschuss pro-oxidativer Elemente als auch ein Mangel an 

antioxidativen Schutzmechanismen kann diesen Zustand hervorrufen (25, 40, 41). 

Eine wichtige Ursache ist die (vermehrte) Entstehung reaktiver 

Sauerstoffverbindungen (ROS, engl. reactive oxygen species), die bei der 

Pathogenese des IRI ausschlaggebend sind (6, 14, 43). Dieser Anstieg der ROS-

Produktion kann fast direkt mit Beginn der Reperfusion festgestellt werden (24).  

ROS enthalten Sauerstoff in einem angeregten Zustand (40) und viele ihrer Vertreter 

sind reaktionsfreudige, instabile Radikale (6). Sie treten unter physiologischen 

Bedingungen innerhalb der Zelle auf (25, 30, 41, 42) und sind als Teil von 

Signalkaskaden beispielsweise in Proliferation, Genexpression oder Immunabwehr 

involviert (25, 42, 44). Unter ihre typischen Vertreter fallen Hyperoxid (auch als 

Superoxid bezeichnet, O2
• -), Wasserstoffperoxid (H2O2) und das Hydroxyl-Radikal 

(•OH) (6, 25, 30, 43, 45). Im Auge und damit auch in der Retina ist zudem Singulett-

Sauerstoff (1O2) relevant, da dieser in fotochemischen Reaktionen mit 

Fotosensibilisatoren wie Lipofuszin gebildet werden kann und ebenfalls zu den ROS 

zählt (25, 40).  

Als zentrales oder Ursprungsmolekül der ROS wird O2
•- bezeichnet, da aus ihm bzw. 

über es die anderen ROS gebildet werden können (24, 40, 46, 47). O2
•- selbst wird 

(vorwiegend) durch vier Systeme produziert: die NADPH-Oxidasen (NOX), die 

entkoppelten Stickstoffmonoxid-Synthasen (ucNOS, engl. uncoupled NOS), Enzyme 

der mitochondrialen Atmungskette sowie die Xanthinoxidase (XO) (6, 14, 21, 24, 30, 

42, 48). Im Falle der ubiquitären NOX ist die O2
•- - Bildung (bzw. H2O2-Bildung) ihre 

physiologische Funktion (42, 46, 47, 49), während dies für die anderen Systeme nicht 

oder nur eingeschränkt gilt. Die Entkopplung der NOS führt zum Verlust ihrer 

eigentlichen Funktion, der NO-Produktion und zu der an ihre Stelle tretenden O2
•--

Bildung (24, 48). Auch die XO ist ein modifiziertes Enzym, das im Gegensatz zu 

seinem Alter Ego, der Xanthindehydrogenase, aufgrund eines anderen 

Elektronenakzeptors zur Bildung von ROS führt (14, 24). Sie kommt vor allem in Leber 

und Darm in hoher Konzentration vor, ist aber auch im Gefäßsystem relevant (24). Hier 

könnte sie bei IR-Ereignissen den oxidativen Stress über die Adhäsion und Infiltration 

von NOX-haltigen Leukozyten fördern, die wesentlich für die Entstehung des IRI zu 

sein scheinen (24, 50, 51). Die mitochondriale Elektronentransportkette der oxidativen 



21 
 

Phosphorylierung weist einen physiologischen Elektronenverlust auf. Hierbei enstehen 

aus bis zu 5% des umgesetzten Sauerstoffs (O2) ROS (41, 42, 52-54). Damit sind 

Mitochondrien in der Retina, dem Gewebe mit der höchsten Stoffwechselaktivität im 

Körper (6, 14, 25), eine wichtige (physiologische) ROS-Quelle (24, 25). Unter 

pathologischen Bedingungen (wie IR-Ereignissen) ist in den Mitochondrien auch ein 

vermehrter Elektronenverlust und eine konsekutiv gesteigerte ROS-Produktion 

möglich (22, 24, 25).  

O2
•- kann spontan zu H2O2 mutieren (6, 40), diese Reaktion wird durch die 

Superoxiddismutase (SOD) allerdings etwa um den Faktor 10.000 beschleunigt (40). 

Während O2
•- vorwiegend an das Kompartiment seiner Entstehung gebunden ist (31) 

und wie 1O2 eine Halbwertszeit von Mikrosekunden hat (41), kann das ungeladene 

H2O2 sich per Diffusion (aufgrund der größeren Halbwertszeit) in andere 

Kompartimente ausbreiten (55-59). Seine Halbwertszeit liegt im Bereich von Minuten, 

zudem ist es kein Radikal (57) und weniger toxisch als O2
•- (56, 57). Durch die 

Dismutation wird somit die Toxizität gemindert, aber gleichzeitig der Kreis, in dem die 

ROS wirken können, vergrößert (56, 57). Aus H2O2 kann über die Fenton-Reaktion der 

reaktivste (25, 41) und schädlichste (42) Vertreter der ROS, das •OH entstehen (60). 

Diese Reaktion benötigt ein Übergangsmetall wie Kupfer (Cu[II]), Eisen (Fe[II]) etc. als 

Katalysator (6, 40, 57, 60), wobei in vivo vor allem die eisenkatalysierte Reaktion 

abzulaufen scheint (H2O2 + Fe2+ ➔ Fe3+ + OH- + •OH) (41). Das hierfür benötigte Eisen 

kann während der Ischämie bzw. durch oxidativen Stress freigesetzt werden (43, 61) 

(siehe auch unten). Auch die Haber-Weiss-Reaktion, die sich die Fenton-Reaktion 

zunutze macht (41), benötigt einen solchen Katalysator und beschreibt die Bildung von 

•OH aus H2O2 und O2
•- (42) oder 1O2 (6). Die Halbwertszeit von •OH liegt im Bereich 

von Nanosekunden (41) und es entsteht auch in der Retina beim IRI (45).  

Der antioxidative Zellschutz besteht aus enzymatischen und nicht-enzymatischen 

Komponenten (6, 25, 40). Zu den wichtigsten antioxidativen Enzymen zählen die oben 

bereits erwähnten SOD, die Katalase (CAT) und die Glutathiomperoxidase (GPX) (6, 

25, 30, 40, 42). Aber auch die durch (oxidativen) Stress induzierbare Hämoxygenase 

1 (HO1) (61, 62) nimmt vermutlich eine wichtige Rolle ein (63-65). Sie ist im Gegensatz 

zu den anderen genannten Enzymen zwar nicht direkt in den Abbau der ROS 

involviert, scheint jedoch ihre antioxidativen Eigenschaften über ihre Produkte zu 

entfalten (66). Unter die nicht-enzymatischen Komponenten fallen beispielsweise die 

Vitamine C und E sowie Glutathion (GSH) (6, 25, 40, 67). 
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Werden diese antioxidativen Schutzmechanismen überwältigt, kommt es zur 

„oxidativen Überflutung“ (40), wodurch die Zelle oxidativem Stress ausgesetzt wird (14, 

24, 25). Die ROS greifen verschiedene Zellbestandteile an und führen über 

Schädigungen zu deren Dysfunktion (14, 40-42, 45) und ggf. zum Zelltod (25, 30, 41, 

43, 68).  

So enthalten die Zellmembranen mehrfach ungesättigte Fettsäuren, deren 

Doppelbindungen ein Angriffspunkt für ROS sind (25). Abgesehen von dem hohen 

(Lipid)Stoffwechsel (40, 43) ist die Retina auch durch ihren großen Gehalt an 

ebendiesen mehrfach ungesättigten Fettsäuren (43) u.a. in den Fotorezeptoren (6, 25) 

ein empfindliches Ziel für oxidativen Stress (6, 40, 42, 69). ROS können eine 

Kettenreaktion auslösen, die zur (progressiven) Lipidperoxidation führt (40, 41, 43). 

Dadurch wird die Membranfluidität verändert und membranständige Proteine (wie 

Ionenpumpen) können beeinflusst werden (14, 41, 42). Zellschwellung und -tod 

(Apoptose bzw. Ferroptose) sind mögliche Folgen der Lipidperoxidation (14, 41, 68). 

Peptiden, wie Proteinen oder Enzymen, drohen ebenfalls oxidative Veränderungen 

durch ROS (6, 25, 43). Insbesondere Thiolgruppen und Eisen-Schwefel-Cluster sind 

innerhalb dieser Moleküle Angriffspunkte (14, 41, 70) und ROS können Eisen-

Schwefel-Cluster-haltige Enzyme inaktivieren (70-73). Hierbei kann Eisen freigesetzt 

werden (71-73) und zur oben beschriebenen Fenton-Reaktion beitragen. Oxidierte 

Proteine denaturieren leichter und verlieren hierüber ihre Funktionalität (25, 41). Von 

diesen Prozessen sind auch antioxidativ wirkende Enzyme, beispielsweise die SOD 

oder GPX, betroffen (70, 74). Die DNA ist sowohl im Kern als auch in den 

Mitochondrien ein weiteres potentielles Ziel oxidativer Veränderungen (6, 41, 43). 

Stickstoffhaltige Basen wie Guanin oder das Rückgrat aus Pentose und Phosphat 

können angegriffen werden (25, 41), wodurch die Wahrscheinlichkeit für Mutationen 

oder Strangbrüche steigt (6, 41, 43). Im Gegensatz zu Proteinen oder der 

mitochondrialen DNA verfügt die Kern-DNA allerdings über ein größeres Bataillon an 

Reparaturmechanismen (25, 41). Diese können einerseits zwar (drohende) 

Funktionseinbußen der DNA verringern, andererseits aber möglicherweise die 

Gesamtsituation einer ischämischen Zelle durch eine Erschöpfung der ATP-Reserven 

verschlimmern (21).  
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2.3.1 Nitrosativer Stress 

Neben den direkten Wirkungen der ROS auf die Zellbestandteile kann die Bildung von 

reaktiven Stickstoffverbindungen (RNS, engl. reactive nitrogen species) aus ROS 

ebenfalls zur Zellschädigung beitragen: O2
•- reagiert mit Stickstoffmonoxid (NO) 

aufgrund der freien Elektronen schnell zu Peroxynitrit (ONOO-), einem Vertreter der 

RNS (6, 14, 48, 52, 75). Die Reaktionsgeschwindigkeit ist hierbei etwa fünf- bis 

zehnmal höher, als der Abbau von O2
•- durch die Superoxiddismutase (76).  

ONOO- ist ein starkes Oxidans (50, 52), das neben dem Angriff auf Eisen-Schwefel-

Cluster und Thiol-Gruppen auch über Nitrosylierungen sowie Nitrierungen (z.B. 

Bildung von Nitrotyrosin) zu Schädigungen bzw. Funktionsverlusten von Lipiden, 

Proteinen und DNA führen kann (6, 48, 52, 76). Nitrotyrosin wird als Marker für 

nitrosativen Stress in vivo genutzt (52, 76), der als Konsequenz von oxidativem Stress 

entstehen kann. Die Bildung von ONOO- führt außerdem zu einer verminderten 

Bioverfügbarkeit von NO, wodurch dessen protektiven Effekte eliminiert werden (77, 

78). NO-Quellen sind die Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS), die sowohl in retinalen 

Zellen, als auch in den infiltrierenden Leukozyten vorkommen (14, 30) und selbst 

ebenfalls zur ROS-Produktion beitragen können (siehe II.2.3). 

 

2.3.2 Oxidativer Stress und Pathomechanismen des IRI 

Zwischen dem oxidativen Stress und der bei IR-Ereignissen in der Retina auftretenden 

Glutamat-Exzitotoxizität sowie der postischämischen Entzündungsreaktion gibt es 

Zusammenhänge bzw. Querverbindungen: neben dem zytotoxischen Ödem (3, 14) 

und der Überladung des Intrazellularraums mit Calcium (14, 21, 22) geht die 

Exzitotoxizität von Glutamat auch mit der Bildung von ROS und RNS einher (14, 22, 

30) und kann hierüber zum Zelltod führen (33). Durch die Calciumüberladung der Zelle 

als Folge der Aktivierung der Glutamatrezeptoren kann eine mitochondriale 

Dysfunktion auftreten, die eine gesteigerte ROS-Produktion mit sich bringt (22, 79). 

Die wichtigste Quelle der ROS, die als Folge der NMDA-Rezeptoraktivierung gebildet 

werden, scheint jedoch die NOX (NOX2) zu sein (31, 53). Hierbei kommt es vermutlich 

calciumunabhängig zu einer Aktivitätssteigerung der NOX mit konsekutivem Anstieg 

von O2
•- (31, 33). Ein weiterer Hinweis auf eine Rolle der ROS im Rahmen der 

Exzizotoxizität liefert die Beobachtung, dass antioxidative Enzyme wie die SOD oder 

die HO1 das Ausmaß der Exzitotoxizität mindern können (33, 73, 80, 81). Auch die 

iNOS bzw. die calciumabhängigen cNOS sind über die Bildung von RNS an der 

Exzitotoxizität beteiligt (z.B. am Kainat-Rezeptor beobachtet) (30, 82, 83). Zudem 
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scheinen ROS das Ausmaß der Exzitotoxizität über eine Hemmung der 

Wiederaufnahme und des Abbaus von Glutamat zu vergrößern (26, 30). 

Die NOX hingegen spielen nicht nur bei der Exzitotoxizität eine Rolle, sondern sind 

auch in die postischämische retinale Entzündungsreaktion verwickelt (7). Die NOX2 

kommt in besonders hoher Konzentration in neutrophilen Granulozyten, Makrophagen 

und weiteren Phagozyten vor (24, 46, 71). Diese infiltrieren das hypoxische Gewebe 

aufgrund dessen Produktion von Chemokinen (14, 23, 77) z.B. in retinalen Mikroglia 

(7). Zu den chemotaktisch wirkenden Substanzen zählen auch die ROS selbst (43, 

72), die zudem die Adhäsion der Leukozyten fördern (24, 77) und somit eine weitere 

ROS-Quelle in Form von (aktivierten) Phagozyten zum Gebiet des IRI hinzufügen (52, 

83-86). Dieser Prozess tritt auch in der Retina auf (5, 14, 24). Ein Zusammenhang 

zwischen der ROS-Produktion im Gewebe und der Leukozytenakkumulation scheint 

zu bestehen (24, 77). In der Retina kann zudem durch die antioxidativ wirkenden SOD 

(45) sowie die HO1 (bzw. ihr Produkt, CO) die Aktivierung von sowie die Infiltration 

durch Makrophagen vermindert werden (62, 64, 83, 87, 88), woraus sich ein weiterer 

Hinweis auf die Beteiligung von oxidativem Stress als wichtigem Element der 

Entzündungsreaktion ergibt (7). Oxidativer Stress und die Leukozyteninfiltration sind 

wichtige Merkmale des retinalen IRI (62). 

Darüber hinaus fördern sowohl die Entzündungsreaktion (bzw. der 

Tumornekrosefaktor (TNF) α und Interleukin-(IL)-1β), als auch die 

Glutamatexzitotoxizität (Calciumanstieg, osmotischer Stress) die Frei- und Umsetzung 

von Arachidonsäure (3, 14, 21, 89). Dies kann neben der Produktion von Eicosanoiden 

(14) zur Entstehung von ROS führen (30, 84, 90, 91) und stellt auch einen relevanten 

Mechanismus in der postischämischen ROS-Produktion dar (14). Auch der 

Stoffwechselweg der Arachidonsäure weist Wechselwirkungen mit den pro- und 

antioxidativen Enzymen auf: Er beeinflusst die Genexpression von SOD1 (92), fördert 

die NOX-Aktivität (24, 89) und wird von der GPX1 sowie der HO1 bzw. ihren Produkten 

in hemmender Weise moduliert (88, 93-96).  

Der oxidative Stress ist damit kein isolierter Prozess beim retinalen IRI, sondern 

vielmehr (auch) Teil anderer Pathomechanismen. 
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2.4 Entzündungsreaktion (Neuroinflammation) 

In der Retina kann es durch die nekrotische und apoptotische Zellschädigung zur 

Neuroinflammation kommen (5), die das Überleben der umliegenden Zellen mindert 

und neurotoxisch wirkt (4). Die Freisetzung von Zellbestandteilen, die zu den 

„Alarminen“ (auch engl. danger/damage-associated molecular patterns, DAMPs) 

gehören, kann über bestimmte Pattern-Recognition-Rezeptoren (PPRs) zur Bildung 

eines Inflammasoms führen (5, 89). Dieser multimere Komplex bildet mithilfe der 

Caspase-1 Zytokine, welche die Entzündungsreaktion fördern (5, 89). Hierbei sind 

insbesondere IL-1β (89, 97), TNFα (97, 98) und der von ihnen aktivierte 

Transkriptionsfaktor NF-κB (93, 99) interessant, da sie zentrale Rollen in den 

Entzündungskaskaden einnehmen und Verbindungen zum oxidativen Stress 

aufweisen: 

NF-κB kann durch oxidativen Stress bzw. ROS (z.B. von der NOX abstammend) 

aktiviert werden (46, 72, 73, 93, 100) und reguliert über 500 Gene, darunter 

proinflammatorische Gene und ihre Gegenspieler (89). Postischämisch ist auch in der 

Retina eine NOX(2)-abhängige NF-κB-Aktivierung beobachtet worden (51). Eine 

weitere Aktivierungsmöglichkeit bei IR-Ereignissen ist der Hypoxie-induzierbare Faktor 

(HIF), der im hypoxischen Milieu (101) oder durch ROS stabilisiert wird (102). HIF und 

NF-κB verstärken sich wechselseitig (102). 

NF-κB fördert in Endothelzellen mittels Chemokinen und Adhäsionsmolekülen die 

Leukodiapedese und verbessert das Überleben von Leukozyten im 

Entzündungsbereich (77, 89). Wie bereits dargestellt, fördert auch oxidativer Stress im 

Gefäßsystem die Leukozyteninfiltration. Diese Zellen schädigen das infiltrierte 

Gewebe abgesehen von ihrer ROS-Produktion zusätzlich durch die Freisetzung von 

Proteasen und Elastasen und durch eine progrediente Störung der Blut-Hirn- bzw. 

Blut-Retina-Schranke (5, 21, 23). Diese Schrankenstörung wird neben der Infiltration 

auch über oxidativen Stress hervorgerufen (5, 24) und kann aufgrund erhöhter 

Permeabilität zu einem vasogenen Ödem führen (3). Sowohl die aus dem Ödem 

resultierende Steigerung des Gewebedrucks (vorwiegend im Gehirn) als auch die 

Akkumulation von Leukozyten in Gefäßen  können über die Okklusion von Kapillaren 

in ein No-Reflow-Phänomen bzw. eine Verschlechterung der Perfusion münden (14, 

77). 

Weiterhin steigert NF-κB die Genexpression der NOX (NOX1, NOX2, NOX4) (46) und 

der iNOS (57, 103-105), sodass im Bereich der Entzündung die Bildung von ROS und 

RNS begünstigt wird (14). Auch vermittelt dieser Transkriptionsfaktor einen Anstieg 
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von TNFα (46, 67) und IL-1β (9, 67), die auch postischämisch in der Retina auftreten 

(14, 106) und ihrerseits NF-κB induzieren können. Somit scheinen sowohl NF-κB (83, 

99, 100) als auch der Anstieg von TNFα und IL-1β  (14) insgesamt einen überwiegend 

ungünstigen Einfluss auf den Ausgang des IRI in Gehirn oder Retina zu haben und 

über die NOX den oxidativen Stress zu fördern (46, 49).  

Weiterhin scheinen direkte oder indirekte Wechselwirkungen von NF-κB, TNFα und IL-

1β auf antioxidative Enzyme [SOD, CAT, GPX4, HO1, siehe (57, 62, 70, 72, 73, 92, 

95, 101, 103, 104, 107-110)] und umgekehrt [GPX, HO1 bzw. ihre Produkte, siehe (56, 

61, 88, 97, 111-113)] zu bestehen. 

Im Rahmen der IR-assoziierten Neuroinflammation in Gehirn und Retina kommt es 

weiterhin zur Aktivierung von Gliazellen (7, 46, 51, 90, 114). Genauer gesagt ist in der 

Retina eine Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten beobachtet worden (7, 115), 

welche (ebenso wie ihre zerebralen Pendants) NOX-Isoformen enthalten (46, 99, 116). 

Beim IRI und unter hypoxischen Bedingungen in Zellkulturen ist zudem eine ROS-

Produktion dieser Zellen beschrieben worden (7, 99, 117). Hierbei scheint 

insbesondere die NOX2 zum oxidativen Stress in der retinalen und zerebralen 

Neuroinflammation sowie zur Aktivierung von NF- κB beizutragen (7, 46, 51, 99). Aber 

auch die NOX1 und NOX4 haben postischämisch eine mögliche proinflammatorische 

Wirkung in der Retina (7). Durch eine Hemmung der NOX oder durch die Verstärkung 

antioxidativer Enzyme, wie der GPX1 oder HO1 fällt die Neuroinflammation geringer 

aus (7, 50, 51, 88, 90). Die Entzündungsprozesse in Retina und Gehirn weisen 

demnach mehrere Verbindungen zum oxidativen Stress auf, welcher im Gehirn die 

postischämische Neuroinflammation reguliert (43). Als häufige Brücke zwischen 

diesen beiden Prozessen scheinen dabei die NOX zu dienen, wenngleich für die NOX4 

auch protektive Effekte beschrieben worden sind (118-120).  
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3. Wichtige Enzyme bei Ischämie-Reperfusionsschäden 

3.1. Die Nicotinamidadenindinukleotidphosphatoxidasen (NADPH-Oxidasen) 

Die Familie der Nicotinamidadenindinucleotidphosphatoxidasen (NADPH-Oxidasen, 

NOX) besteht aus 7 Enzymen, zu denen die NOX1 bis NOX5 sowie die beiden dualen 

Oxidasen DUOX1 und DUOX2 zählen. Ihre gemeinsame Funktion besteht in der 

Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS), genauer gesagt von 

Hyperoxid-Anionen (O2
•-) bzw. Wasserstoffperoxid (H2O2) (47, 49, 59).  

Für den IRI in Gehirn und Retina sind jedoch nur die dort nachgewiesenen Isoformen 

NOX1, NOX2 und NOX4 von Interesse (46, 121-123). Die NOX 3 bzw. beide DUOX 

kommen vorwiegend im Innenohr bzw. der Schilddrüse vor (49, 124). Die NOX5 ist 

zwar beim Menschen (vermutlich auch in der Retina) vorhanden, fehlt aber im Genom 

der Nager und kann deshalb hier nicht miteinbezogen werden (46, 49, 116, 122). 

Die Isoenzyme ähneln sich in Bezug auf ihren Aufbau und ihre Funktionsweise (46), 

sodass hier ein allgemeiner Überblick gegeben wird: es handelt sich um 

transmembranöse Proteine (46, 59), in deren Sequenz insbesondere die vier 

Histidinreste wichtig sind, welche die beiden prosthetischen Häm-Gruppen im Molekül 

verankern (46, 124). Das mit „NOX“ bezeichnete Genprodukt enthält zwar das 

katalytische Zentrum des Enzyms (47, 59), ist aber nur als Komplex funktionsfähig 

(59). Unerlässlich ist hierbei die Heterodimerisierung mit p22phox (46). P22phox wird 

alternativ als α-Untereinheit von Cytochrom b558 (Cyba) bezeichnet und ist wie die 

katalytische NOX-Untereinheit membranständig (47, 49). Die Komplexe der NOX1 und 

-2 enthalten zudem zytosolische Faktoren (47, 59). Hierzu gehören Aktivatoren 

(p67phox, noxa1), Organisatoren (p47phox, noxo1) und die G-Proteine Rac-1, -2, oder 

-3 (46, 47, 59), wobei in der Retina Rac-1 relevant ist (123). Diese formen einen 

zytosolischen Komplex (59), dessen Translokation an den membranständigen 

Heterodimer (p22phox&NOX) über den Organisator vermittelt wird (46, 47). Dort 

kommt es (vermutlich) über den Aktivator (47) zur Aktivierung des funktionsfähigen 

Gesamtkomplexes (46). Die NOX4 stellt einen Sonderfall dar und benötigt keine 

zytosolischen Faktoren (46, 47). 

Verglichen mit der Struktur der NOX erscheint die von ihr katalysierte Reaktion eher 

einfach: Von NADPH werden zwei Elektronen über Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) 

und die Häm-Moleküle transmembranös übertragen (59, 124) und reduzieren den 

molekularen Sauerstoff zu O2
•- (46, 59). Ionenströme gleichen das entstehende 

Potential aus (59). 

𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 2 𝑂2  
𝑁𝑂𝑋
→   2 𝑂2

●− + 𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 𝐻+ (125) 
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Die NOX sind über die Bildung von ROS in eine Vielzahl von Funktionen involviert, 

unter denen die Immunabwehr einen besonderen Stellenwert hat (46, 47, 49, 124). In 

der Retina sind sie insbesondere bei der Phagozytose im retinalen Pigmentepithel 

wichtig, beeinflussen aber auch die Perfusion und scheinen Anteil an verschiedenen 

Pathologien wie der diabetischen Retinopathie zu haben (46). 

 

3.1.1 Die NADPH-Oxidase 1 (NOX1) 

Die NOX1 hat viele alternative Benennungen, zu denen mitogene Oxidase 1 (engl. 

mitogenic oxidase 1, MOX-1), gp91-2 (46) oder auch NADPH-Oxidase-Homolog 1 

(NOH-1) (126) zählen. Ein Nachweis der NOX1 ist in vielen Organen und Zelltypen 

erfolgt, vor allem in Colonepithelzellen und glatten Muskelzellen(46, 124), aber auch 

im Gehirn und der Retina bzw. in Neuronen und verschiedenen Gliazellen ist das 

Auftreten der NOX1 bestätigt worden (50, 116, 121, 122, 127). 

Ihr funktionsfähiger Gesamtkomplex enthält neben NOX1, p22phox und Rac auch den 

NOX activator 1 (noxa1) und den NOX organizer 1 (noxo1) (46, 47, 49), die auch in 

der Retina vorkommen (122). Obwohl noxo1 zu den zytosolischen Faktoren zählt, 

scheint er dauerhaft mit der Membran assoziiert zu sein (46, 127), möglicherweise 

aufgrund der fehlenden Notwendigkeit einer Konformationsänderung für diese 

Assoziation (47, 49). Die NOX1 weist eine geringe basale Aktivität auf, wobei deren 

Ausmaß zwischen Menschen und Mäusen variiert (46, 49, 128). Funktionell gesehen 

scheint die NOX1 in die Immunabwehr integriert zu sein und bei der Zellproliferation, 

Apoptose und Differenzierung eine Rolle zu spielen, daher auch die Benennung als 

MOX-1 (46, 47, 49, 124, 129). Beim IRI der Retina und des Gehirns wird vor allem die 

Rolle der NOX2 betont (31, 50, 121), aber da es Hinweise auf eine substantielle Rolle 

der NOX1 beim retinalen IRI gibt (51, 122), ist sie hier von Interesse. 

 

3.1.2 Die NADPH-Oxidase 2 (NOX2) 

Die NOX2 wurde als erstes Mitglied der NOX-Familie zuerst in Phagozyten identifiziert 

und zunächst auch als Phagozytenoxidase (phox) bezeichnet. Weitere alternative 

Benennungen sind gp91phox oder β-Kette des Cytochrom b558-Komplexes (Cybb). 

Cytochrom b558 ist das Heterodimer aus NOX2 und gp22phox (46, 49). Auch die 

weiteren Elemente des Gesamtkomplexes (46, 47, 59)  tragen verwirrend viele 

Namen: Sie werden als neutrophile zytosolische Faktoren (Ncf, engl. neutrophil 

cytosolic factor), oder als p47phox (noxo2, Ncf1), p67phox (noxa2, Ncf2) und p40phox 

(Ncf4) bezeichnet (122). P47phox und p67phox ähneln in ihren Funktionen dem 
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Organisator noxo1 und Aktivator noxa1 der NOX1 (46, 47). Das Element p40phox wirkt 

hingegen modulierend und scheint nicht essentiell zu sein (46, 59). Die NOX2 weist im 

Gegensatz zur NOX1 und NOX4 keine basale Aktivität auf (49). Ein möglicher Grund 

hierfür könnte ihre autoinhibitorischen Domäne im Organisator p47phox (49, 128) sein: 

diese fehlt dem NOX1-Organisator noxo1 und hat eine hemmende Wirkung auf die 

zytosolische Komplexbildung, welche durch Phosphorylierungen aufgehoben werden 

muss (46, 47, 49, 59, 128).  

Neben NF-κB ist PU.1 [auch Spi1 [spleen focus forming virus (SFFV) proviral 

integration oncogene genannt (130)] ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der mehrere 

Elemente des NOX-Gesamtkomplexes (nox2, p47phox, p67phox) induziert (46). 

Die NOX2 und die genannten essentiellen Komponenten treten zwar in besonders 

hoher Konzentration in myeloischen Zellen wie Phagozyten auf, allerdings lassen sie 

sich auch in einer Vielzahl anderer Gewebe und Zelltypen nachweisen (46, 49). Hierzu 

zählen auch das Gehirn bzw. Neurone und Gliazellen, sowie die Retina und ihre 

Ganglienzellen und andere retinale Zelltypen (51, 122, 123). Als weitere NOX2-Quelle 

kommen beim IRI Leukozyten (24, 71) infrage, welche die Retina oder das Gehirn 

infiltrieren (4, 14, 21). Einmal aktiviert hat die NOX2 die größte O2
- -Produktion 

verglichen mit NOX1 oder NOX4 (49).  Die hohe Syntheseleistung der NOX2 führt zu 

O2
- - Konzentrationen, die auch als „respiratory burst“ oder „oxidative burst“ bezeichnet 

werden und beispielsweise in besagten Phagozyten auftreten (46, 129).  

Die NOX2 ist besonders wichtig in der Immunabwehr. Wenn keine oder nur eine 

eingeschränkte NOX2-Aktivität vorliegt, entsteht das Krankheitsbild der septischen 

Granulomatose mit chronischen Infektionen, da vor allem die Abwehr katalasehaltiger 

Bakterien gemindert ist (46, 49, 124). Sie beeinflusst allerdings auch die Perfusion (47) 

und scheint beim zerebralen und retinalen IRI eine zentrale Rolle einzunehmen  (7, 

46, 51, 99). 

 

3.1.3 Die NADPH-Oxidase 4 (NOX4) 

Die NOX4 wurde zuerst in der Niere identifiziert und heißt auch renale Oxidase 

(RENOX bzw. KOX-1) (46, 58, 124, 127). Sie ist genetisch entfernter mit der NOX1 

und -2 verwandt, als diese untereinander (46, 49, 59) und teilt mehrere der bisher 

beschriebenen Charakteristiken nicht: so scheint sie ohne zytosolische Elemente allein 

durch die Heterodimerisierung mit p22phox ihre Funktionsfähigkeit zu erreichen  (46, 

47, 50). Außerdem ist sie das einzige NOX-Familienmitglied mit einer (nennenswerten) 

konstitutiven Aktivität (24, 46) und ihr Produkt ist H2O2 anstelle von O2
•-

 (46, 49, 50, 
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128) (bzw. reagiert vermutlich aufgrund einer speziellen, Protonen zur Verfügung 

stellenden Domäne (49) zügig zu diesem). Das Vorkommen der NOX4 ist ubiquitär 

(49), jedoch tritt sie besonders konzentriert in der Niere, sowie in verschiedenen Zellen 

des Gefäßsystems, insbesondere Endothelzellen, auf (46, 47). In Gefäßen könnte sie 

die häufigste Isoform sein (46, 127, 131). Sie findet sich in den zerebralen Gefäßen in 

hohen Konzentrationen (46, 50) und liegt auch in der Retina vorwiegend in Gefäßen 

vor (132). Weitere retinale und zerebrale Zellen, darunter auch Neurone, exprimieren 

sie aber ebenfalls (50, 122). Da sie zudem in Mitochondrien vorkommt, scheinen 

Wechselwirkungen mit diesen möglich (31, 49, 50).  

Sie ist vermutlich, ähnlich der NOX1, in Zellproliferation, -differenzierung, Apoptose 

und Alterung eingebunden (46, 47, 49, 124) und scheint im Auge Bedeutung für die 

Angiogenese und vaskuläre Pathologien in der Retina zu haben (131, 132).  

 

3.2. Die Superoxiddismutasen 

Die Superoxiddismutasen gehören zu den antioxidativ wirkenden Enzymen und bauen 

O2
•- ab. Sie enthalten Metallionen als katalytische Cofaktoren, anhand derer eine 

Einteilung in Kupfer/Zink- (CuZnSOD), Mangan- (MnSOD), Eisen- (FeSOD) oder 

Nickel-SOD (NiSOD) möglich ist. Von diesen sind bei Säugetieren jedoch nur CuZn- 

und MnSOD relevant (133, 134). Es gibt bei Säugetieren, wie Menschen oder Mäusen, 

drei Isoformen, zu denen zwei CuZnSOD (SOD1, SOD3) und eine MnSOD (SOD2) 

zählen (72, 92, 135) und die jeweils einer subzellulären Hauptlokalisation zugeordnet 

werden können (siehe II.3.2.1-3). Die Verwendung unterschiedlicher Metallionen 

hängt vermutlich mit deren Verfügbarkeit während der Evolution zusammen (134). 

Davon unbeeinflusst katalysieren die Isoformen dieselbe Reaktion: O2
•- wird zu H2O2 

und Sauerstoff umgesetzt (72, 133, 134, 136). Zwar reagiert O2
•- auch spontan zu 

H2O2, jedoch wird durch die SOD dieser Prozess stark beschleunigt (40). Bei der 

katalysierten Reaktion handelt es sich, wie der Name der Enzymfamilie schon verrät, 

um eine Dismutation bzw. Disproportionierung, bei der das Metallion (Met) sowohl 

oxidiert als auch reduziert wird (72, 133, 134). 

𝐼. 𝑆𝑂𝐷 −𝑀𝑒𝑡𝑜𝑥𝑖𝑑(     ) + 𝑂2
●−               → 𝑆𝑂𝐷 −𝑀𝑒𝑡𝑟𝑒𝑑(𝑒

−) + 𝑂2 

𝐼𝐼.  𝑆𝑂𝐷 −𝑀𝑒𝑡𝑟𝑒𝑑(𝑒
−)  + 𝑂2

●− + 2𝐻+ → 𝑆𝑂𝐷 −𝑀𝑒𝑡𝑜𝑥𝑖𝑑(  ) + 𝐻2𝑂2 

𝟐𝑶𝟐
●−  +  𝟐𝑯+  

𝑺𝑶𝑫
→   𝑯𝟐𝑶𝟐 + 𝑶𝟐  

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist hierbei ähnlich hoch wie die 

Diffusionsgeschwindigkeit (134, 137). Begünstigt wird sie durch die Proteinstruktur des 
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Enzyms, die O2
•- über elektrostatische Anziehungskräfte zum katalytischen Zentrum 

leitet, das Redoxpotential der Metallionen optimiert und als Protonenquelle dient (133, 

134). Das entstehende Produkt, H2O2, gehört zwar ebenfalls zu den ROS, ist aber im 

Gegensatz zu O2
•- kein Radikal und weniger toxisch (56, 57). Außerdem vermindert 

die SOD die Bildung von ONOO- aus NO und O2
•-, sodass der nitrosative Stress 

reduziert und die Verfügbarkeit von NO vermehrt werden (72). SOD bilden das erste 

Element in einer Reihe von Enzymen, welche ROS abbauen und die Zelle somit vor 

oxidativen Schädigungen bewahren (135). Allerdings produzieren sie gleichzeitig H2O2 

und stellen damit das Ausgangsmolekül für die Bildung des toxischsten ROS, OH•, 

über die Fenton-Reaktion bereit (42, 60). Dennoch gehören sie, auch in der Retina (6, 

40), zu den wichtigsten antioxidativen Schutzmechanismen (72, 84, 92, 134). 

Abgesehen hiervon sind sie auch in Entzündungsprozesse (92), die Angiogenese (72) 

und die Regulation des Vasotonus (72, 92) involviert und scheinen an der 

postischämischen Regeneration des Gewebes beteiligt zu sein (72). Auch zwischen 

Mutationen der SOD und verschiedenen Erkrankungen bestehen Verbindungen (54, 

92, 134).   

 

3.2.1 Die Superoxiddismutase 1 (SOD1) 

Die vormals auch als Indophenoloxidase A (IPO-A) (138) bezeichnete SOD1 gehört 

zur Gruppe der CuZn-SOD, die ursprünglich den Namen Erythrocuprein (133) trugen 

(33, 72, 92, 134, 135). Es handelt sich bei dem Enzym um ein Homodimer mit einem 

Gewicht von 32 kDa (72, 92, 135, 137), dessen zwei Untereinheiten je ein Kupfer- und 

ein Zinkion (Cu2+, Zn2+) enthalten (133, 134, 137). Während Cu2+ den für die 

Dismutation benötigten Cofaktor darstellt, dient Zn2+ der Stabilität des Moleküls und 

der Erhaltung der Funktion bei verschiedenen pH-Werten (72, 133, 137). Das 

katalytisch wichtige Cu2+ wird posttranslational mithilfe des Chaperons CCS (Copper 

Chaperone for SOD1) eingefügt, das zudem aktivierend wirkt und für die volle 

Enzymleistung benötigt wird (72, 137). Auch Glutathion stimuliert die Aktivität (72), 

während Metallionen, Schubspannung, H2O2 oder NO die Genexpression induzieren 

(92). H2O2 kann hingegen sowohl zu einer Produkthemmung (72), als auch zur 

Inaktivierung des Enzyms führen. Letztere kann durch die Bildung von OH• (aus H2O2) 

z.B. über die niedrige Peroxidase-Aktivität der SOD1 selbst mit konsekutivem Verlust 

von Cu2+ (133, 137) zustande kommen. Verglichen mit der SOD2 ist die SOD1 jedoch 

relativ unempfindlich gegenüber ROS oder RNS (70). 



32 
 

Die SOD1 findet sich in vielen Zellen und gilt als ubiquitär (92, 135, 139). So tritt sie 

auch in der Retina auf, wo sie die am häufigsten vorkommende Isoform darzustellen 

scheint (139, 140). Bezogen auf subzelluläre Kompartimente stellt das Zytosol 

allgemein ihre Hauptlokalisation dar, jedoch ist sie unter anderem auch in den 

Mitochondrien, dem Kern  (72, 92, 137, 141) und extrazellulär  (135) vorhanden.  

Die SOD1 ist neben ihrer protektiven Wirkung durch den O2
•- - Abbau auch in 

verschiedene Kaskaden integriert und kann zur Erhöhung der intrazellulären 

Calciumkonzentration führen (135). Störungen der Enzymfunktion scheinen mit 

verschiedenen Erkrankungen assoziiert zu sein, darunter insbesondere die familiäre 

amyotrophe Lateralsklerose (133, 134), aber auch phänotypische Merkmale der 

Trisomie 21 (92). Eine verminderte SOD1-Aktivität ist, vermutlich auch in der Retina, 

mit beschleunigten Alterungsprozessen verbunden (139, 140). Dort kommt es bei 

ihrem Fehlen zu Veränderungen ähnlich einer altersabhängigen Makuladegeneration 

(139), welche passenderweise auch Verbindungen zum oxidativen Stress aufweist 

(142).  

 

3.2.2 Die Superoxiddismutase 2 (SOD2) 

Die SOD2 wird alternativ als Mangan-SOD (MnSOD)  (54, 73, 134, 143, 144) oder in 

älteren Publikationen auch als Indophenoloxidase B (IPO-B) (145) bezeichnet. Es 

handelt sich bei Säugetieren um ein 96kDa schweres Homotetramer (72, 92, 135), das 

pro Untereinheit je ein Mangankation (Mn3+) als spezifischen (72) katalytischen 

Cofaktor enthält (133). Statt Homologien zur SOD1 aufzuweisen, ähnelt das aktive 

Zentrum der SOD2 den (bakteriellen) FeSOD (72, 134). Außerdem enthält die SOD2 

im Gegensatz zur SOD1 insgesamt neun Tyrosinreste, die potentielle Angriffsziele für 

ROS oder RNS darstellen (70).  

Lokalisiert ist die SOD2 in der mitochondrialen Matrix. Sie kommt in einer Vielzahl von 

Zellen vor (53, 72, 73, 92, 133, 135), so auch ubiquitär in der Retina (84). In ihrer 

Aktivität entspricht sie ungefähr der SOD1, bezogen auf das Volumen der jeweiligen 

Wirkstätten (146).  

In Mitochondrien entstehen unter physiologischen Bedingungen ROS aus bis zu 5% 

des umgesetzten O2 (53, 54), wodurch sie die Hauptquelle der zellulären ROS-

Produktion sind (54, 72, 73, 79, 134) und doppelt so hohe O2
•--Konzentration wie das 

Zytoplasma aufweisen (146). Diese ROS können den Energiestoffwechsel (72, 73, 

144, 147) und die Integrität der mitochondrialen DNA (73) stören. Das wichtigste 

antioxidative Element zur Erhaltung der mitochondrialen Homöostase ist die SOD2 
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(53, 72, 73).  Abgesehen von ihren antioxidativen Eigenschaften wirkt sie auch 

antiapoptotisch, beispielsweise durch eine verringerte Cytochrom-c-Freisetzung oder 

Erhaltung des mitochondrialen Membranpotentials (53, 70, 73). 

In die Mitochondrien gelangt die SOD2 nach ihrer Synthese aus nukleärer DNA über 

ein entsprechendes Signalpeptid (53, 72, 133, 144). Ein wichtiger Transkriptionsfaktor 

für die SOD2 ist STAT3 (engl. signal transducer and activator of transcription 3) (53), 

aber auch HIF-2α, der in Müllerzellen der Mausretina vorkommt, wirkt induzierend 

(148, 149). ROS und RNS können hingegen über die Bildung von Dityrosinbrücken 

oder Nitrotyrosin zu einer reduzierten Enzymaktivität führen (70).  

Die Bedeutung der SOD2 zeigt sich eindrucksvoll an ihrem Knockout, der postnatal - 

trotz ausreichender Konzentrationen ihrer Isoformen - innerhalb weniger Wochen (10-

18 Tage) letal endet (92, 144, 147). Es kommt zu Störungen in Geweben mit hohem 

Stoffwechselumsatz  (144, 147) wie der Leber, dem Herzen und dem Gehirn. Auch in 

der Retina geht der Knockout mit einer schweren und schnellen Degeneration, ähnlich 

den zerebralen Veränderungen (144), einher (139). Die Aktivität der SOD2 scheint 

darüber hinaus Auswirkungen u.a. auf den Progress maligner Erkrankungen zu haben 

(70), und eine Verbindung zwischen SOD2-Polymorphismen und der exsudativen 

Form der altersabhängigen Makuladegeneration wird vermutet (54).  

 

3.2.3 Die Superoxiddismutase 3 (SOD3) 

Die SOD3 wurde als letzte Isoform bei Säugetieren beschrieben (101, 103) und wird 

auch als extrazelluläre SOD (ecSOD) bezeichnet (72, 84, 104, 150). Sie gehört wie die 

SOD1, zu der sie zu 60% homolog ist (92, 103, 104), zu den CuZnSOD (72, 92, 134, 

135, 141) und enthält pro 32 kDa schwerem Monomer (101, 108) ebenfalls je ein 

Kupfer- und ein Zinkkation (Cu2+, Zn2+) (101, 103, 134). Meist tritt sie als Homotetramer 

(72, 92, 101, 104) auf, dessen Dimere im Gegensatz zur SOD1 über zwei 

stabilisierende Disulfidbrücken miteinander verbunden sind (72, 134), aber auch 

andere Multimere kommen vor (101, 103, 108). Die SOD3 ist überaus robust 

gegenüber selbst extremen pH-Werten oder hohen Temperaturen (101, 103). 

Ihre Hauptlokalisation ist die extrazelluläre Matrix (ECM) (72, 92, 134, 135, 142), wohin 

sie aufgrund eines Signalpeptids sezerniert wird (72, 150, 151). Ihre N-terminale 

Glykosylierungsstelle dient der verbesserten Löslichkeit des Enzyms (72, 103, 104, 

108) , während die nur bei der SOD3 (104) vorkommende C-terminale Heparin-

bindende Domäne [HBD, engl. heparin-binding domaine (108) bzw. ECM-binding 

region (101)] die Bindung an Zelloberflächen (71, 72, 92, 101, 103, 108) ermöglicht. 



34 
 

Hierdurch befindet sie sich zu 90-99% in der gewebsständigen Form (72, 103), die ihre 

Halbwertszeit verlängert (103). 

Die SOD3 ist zwar nicht ubiquitär vorhanden (92, 108), tritt aber in kardiovaskulären 

Endothelzellen in hoher und im Gehirn sowie der Retina in mittlerer Konzentration auf 

(72, 84, 103, 108).  

Auch in die SOD3 muss Cu2+ mittels weiterer Faktoren, namentlich Antioxidant 1 

(Atox1) und Menkes ATPase (ATPase MNK, ATP7A) eingefügt werden (72, 104, 150), 

die auch für eine hohe Enzymaktivität notwendig sind (72). Atox1 wirkt zudem als 

Transkriptionsfaktor für die SOD3 (72, 108, 150). Eine Induktion können Zytokine wie 

Interferon (IFN) γ, IL-1α oder IL-4 (zu TNFα finden sich widersprüchliche Angaben 

(101, 108)) hervorrufen. Auch hierbei kann NF-κB beteiligt sein (92, 103, 104). Weitere 

positive Stimuli sind NO, Angiotensin II oder die diätetische Zufuhr von Cu2+ und Zn2+ 

(72, 92, 101, 103, 108), wohingegen manche Wachstumsfaktoren oder Homocystein 

die Genexpression hemmen (72, 92, 101) und H2O2 zu einer Produkthemmung führt 

(84, 101).  

Die SOD3 schützt als einzige Isoform (101, 103, 152, 153) die Zellen und ihre 

Glykokalyx im Extrazellularraum vor oxidativem Stress (142). Ein postnatal 

herbeigeführter Verlust endet meist schnell letal, wohingegen ein pränataler Knockout 

vermutlich aufgrund von Kompensationsmechanismen weder fatal ist, noch zu 

phänotypischen Veränderungen führt (108). Neben ihrer antioxidativen Wirkung 

fördert sie durch ihre Lokalisation besonders die Bioverfügbarkeit von NO (72, 104, 

154). Der relativ häufige R213G- (72, 101, 103, 108) und andere Polymorphismen 

weisen Assoziationen zu Erkrankungen (101, 103, 108) bzw. bestimmten 

Krankheitsverläufen auf (103, 153). 

 

3.3. Die Katalase, die Glutathionperoxidase 1 und die Hämoxygenase 1 

3.3.1 Die Katalase (CAT) 

Die bereits lange bekannte Katalase (CAT) (155) dient wie GPX1 dem Abbau von H2O2 

(55, 136, 156). Diese Reaktion findet sich bei verschiedenen Enzymen, innerhalb derer 

die CAT zur Gruppe der monofunktionalen oder klassischen Katalasen zählt (44, 157-

159). 

Ihr Aufbau ist detailliert beschrieben [siehe (158-160)]. In aller Kürze dargestellt 

handelt es sich um ein Homotetramer (244 kDa beim Menschen) (109, 160), dessen 

eng miteinander verwobenen Monomere (159, 160) je ein Häm-Molekül 

(Ferriprotoporphyrin IX), die prosthetische Gruppe, tragen (55, 109, 161, 162). Diese 
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Häm-Moleküle liegen im Innern des Enzyms, im aktive Zentrum (157-160, 162), 

welches durch einen trichterförmigen, nur für kleine Moleküle passierbaren (157, 160, 

162) Substrattunnel erreichbar ist. Der nicht-essentielle Cofaktor NADPH bindet 

hingegen auf der Enzymoberfläche (158-160). Die Struktur der CAT resultiert in relativ 

großer Stabilität (157, 160) und einer der höchsten bekannten Umsetzungsraten unter 

den Enzymen (55, 159, 160, 162).  

Die typische von der CAT katalysierte Reaktion besteht in der zweiteiligen Dismutation 

von H2O2 zu Wasser und O2: zunächst wird Häm [Por-Fe(III)] oxidiert, wodurch das 

Enzym zur Compound I (CpdI-[Por•+-Fe(IV)]) wird, woraus es durch Oxidation von 

H2O2 wieder in den Grundzustand, hierin auch Ferrikatalse genannt, gelangt (44, 55, 

157, 158, 162): 

𝐶𝐴𝑇   − [𝑃𝑜𝑟 − 𝐹𝑒(𝐼𝐼𝐼)]                  +  𝐻2𝑂2  → 𝐶𝑝𝑑 𝐼 − [𝑃𝑜𝑟 
● + − 𝐹𝑒(𝐼𝑉) = 𝑂] + 𝐻2𝑂 

𝐶𝑝𝑑 𝐼 − [𝑃𝑜𝑟 ● + − 𝐹𝑒(𝐼𝑉) = 𝑂] + 𝐻2𝑂2  →  𝐶𝐴𝑇  − [𝑃𝑜𝑟 − 𝐹𝑒(𝐼𝐼𝐼)]  +  𝐻2𝑂 + 𝑂2 

𝟐 𝑯𝟐𝑶𝟐  
𝑪𝑨𝑻
→    𝟐 𝑯𝟐𝑶+ 𝑶𝟐 

Abgesehen von Cpd I, gibt es mit Compound II (CpdII-[Por-Fe(IV)=O/-OH+]) und III 

(CpdIII-[Por-Fe(II)=O2H+]) zwei weitere Zustände der CAT, (44), die jedoch die 

typische Reaktion nicht katalysieren können (158, 159) und deren Bildung vermutlich 

durch NADPH vermindert wird (44, 157, 162). Die CAT weist auch geringe Aktivitäten 

als Peroxidase (55, 109, 161, 162) sowie Oxidase auf (44, 160, 162, 163)  und bildet 

unter der Ultraviolett-B-Strahlung sogar ROS (164, 165). 

Die ubiquitäre CAT kommt vor allem in Erythrozyten, der Leber und den Nieren in 

hohen Konzentrationen vor (55, 109, 160, 163, 166). Auch die Retina, vor allem ihre 

Ganglienzellen, weisen hohe Konzentrationen der CAT auf (141). Subzellulär findet 

sie sich vorwiegend in den Peroxisomen und dem Zytosol (57, 109, 163, 166, 167).  

Da die CAT zu den konstitutiv exprimierten Genen zu gehören scheint, macht sie dies 

weitgehend unabhängig von äußeren Einflüssen (163, 168). Dennoch stimulieren der 

Transkriptionsfaktor peroxisome proliferator-activator receptor γ (PPARγ) (109, 163, 

169) und oxidativer Stress (109, 170) ihre Genexpression, während die 

Langzeitexposition mit H2O2 (109, 161), die Proteinkinase B (bzw. Akt), (109, 163, 

171), Angiotensin II (über PPARγ) und verschiedene Zytokine (TNFα, IL-1β, IFNγ) 

(109, 110) sowie NO (110) dämpfend auf die Enzymaktivität wirken.  

Die CAT gehört zu den zellulären Schutzmechanismen und wirkt als starkes 

Antioxidans (109, 159, 160, 163, 168). Außerdem mindert sie die Neurodegeneration 

und hemmt die Apoptose (160, 163). Jedoch führt selbst der weitgehende Verlust der 

Enzymaktivität (<5%) bei der autosomal-rezessiven Akatalasämie (Morbus Takahara) 
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(44) zwar zu Störungen, ist aber durch einen unkomplizierten Verlauf gekennzeichnet 

(55, 109, 162, 163) .  

 

3.3.2 Die Glutathionperoxidase 1 (GPX1) 

Die Glutathionperoxidase 1 (GPX1) ist der Hauptvertreter ihrer Familie, die bei 

Säugetieren bis zu acht Isoformen umfassen kann (74, 172, 173). Als klassische, 

zelluläre oder zytosolische GPX (cGPX) ist die GPX1 auch bekannt (93, 111, 173) und 

setzt ähnlich der CAT (136) H2O2 unter Verwendung von Glutathion zu Wasser um 

(174). Wie diese ist sie ubiquitär vorhanden (74, 82, 94, 175) und findet sich vor allem 

in Erythrozyten, der Leber sowie den Nieren (156). Auch im Gehirn (90, 176) und der 

Retina (136, 148) kommt die GPX1 vor, jedoch ist sie in den Gliazellen stärker 

vertreten, als in den Neuronen (82). Intrazellulär ist die GPX1 im Zytoplasma, aber 

auch in Mitochondrien und Peroxisomen lokalisiert (74, 90, 175).  

Strukturell handelt es sich um ein Homotetramer, dessen Gewicht bei den Säugetieren 

zwischen 83-95 kDa liegt (74, 111, 172). Eine Besonderheit der GPX1 ist ihre 

Zugehörigkeit zu den Selenoproteinen (94, 112), deren häufigsten Vertreter sie 

darstellt (177). Selen, ein essentielles Spurenelement (94), ist als Selenocystein (Sec) 

über kovalente Bindungen (74, 96, 112) jeweils einmal pro Monomer enthalten (56, 

111, 178) Das auf Serin basierende Sec  (56, 94) stellt die 21. Aminosäure dar (74) 

und wird unter speziellen Begleitumständen (74, 82, 94, 96, 112) durch das 

Stoppcodon TGA bzw. UGA (mRNA) (74, 112) kodiert. Sec befindet sich als Teil der 

katalytischen Triade ggf. Tetrade im aktiven Zentrum (74, 96, 111, 173) auf der 

Enzymoberfläche (96, 111). Diese katalytische Triade bzw. Tetrade (74, 94) besteht 

aus Sec, Tryptophan und Glutamin (74, 96, 112, 178) sowie ggf. Asparagin (94).  

Neben H2O2 werden auch weitere (niedermolekulare) lösliche Hydroperoxide (R-OOH) 

von der GPX1 umgesetzt, da dieses Enzym keine große Substratspezifität aufweist 

(56, 74, 94, 111). Im Kontrast hierzu steht die spezifische Verwendung von Glutathion 

(GSH) als Cosubstrat (96, 111, 172). Die von der GPX1 katalysierte Reaktion soll am 

Beispiel von H2O2 (R=H) dargestellt werden: Das aktivierte Selen (Se-) (96, 112, 172) 

reagiert schnell mit H2O2 zu Wasser und einem selenhaltigen Intermediat (74, 94, 172). 

Das Enzym wird mithilfe von zwei Molekülen GSH unter der Bildung von 

Glutathiondisulfid (GSSG) wieder in seinen Grundzustand überführt (74, 94, 96, 173). 

Die Reaktion läuft nach einem Ping-Pong-Mechanismus ohne die Bildung dreiteiliger 

Komplexe ab (56, 94, 172).  
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𝐺𝑃𝑋– 𝑆𝑒−(𝐻+) + 𝑅–𝑂𝑂𝐻 
𝐺𝑃𝑋– 𝑆𝑒𝑂𝐻      + 𝐺𝑆𝐻        
𝐺𝑃𝑋– 𝑆𝑒– 𝑆𝐺   + 𝐺𝑆𝐻        

→ 𝐺𝑃𝑋 − 𝑆𝑒𝑂𝐻 +
→ 𝐺𝑃𝑋– 𝑆𝑒 − 𝑆𝐺 +
→  𝐺𝑃𝑋– 𝑆𝑒−(𝐻+) +

     𝑅– 𝑂𝐻
𝐻2𝑂
  𝐺𝑆𝑆𝐺

 

𝑹 − 𝑶𝑶𝑯+ 𝟐 𝑮𝑺𝑯 
𝑮𝑷𝑿𝟏
→    𝑹 − 𝑶𝑯+𝑯𝟐𝑶+ 𝑮𝑺𝑺𝑮 

Das gebildete GSSG muss über die Glutathionreduktase mithilfe von NADPH wieder 

zu GSH reduziert werden, um für die Reaktion erneut zur Verfügung zu stehen (74, 

172, 174). Ohne die Abhängigkeit von einem begrenzten GSH- bzw. NADPH-Vorrat 

lässt sich keine Sättigung der GPX1-Aktivität beobachten (74, 94, 96). CAT und GPX1 

bauen beide H2O2 ab, jedoch scheint die GPX1 aufgrund ihrer höheren Affinität zu 

H2O2 (55, 90) vorwiegend bei physiologischen H2O2-Konzentrationen dessen Abbau 

zu übernehmen (179), wohingegen der CAT vermutlich vor allem bei höheren 

Konzentrationen eine wichtige Rolle zufällt (109). 

Neben der GSH-Abhängigkeit der GPX1 sind weitere Faktoren in Bezug auf ihre 

Genexpression und Aktivität zu berücksichtigen. Innerhalb der Selenoproteine gibt es 

eine Hierarchie für die Verteilung des verfügbaren Selens, in der die GPX1 an unterster 

Stelle steht (94). Ein Selenmangel führt daher, vermutlich durch den beschleunigten 

Abbau der mRNA (74, 82, 93), zum Abfall des GPX1-Proteins (177) und ihrer Aktivität 

(93). Diese Abhängigkeit ist jedoch im Gehirn offenbar weniger stark ausgeprägt (111). 

Zudem weist der Promotor der GPX1 auch Bindungsstellen für NF-κB und PU.1 auf 

(74) und Estradiol (74), die SOD1 (136, 176, 179) und cGMP scheinen die 

Genexpression zu fördern, während Homocystein hemmend wirkt (74, 82, 93).  

Die GPX1 dient dem Schutz vor oxidativem Stress (74, 75, 93, 175). Darüber hinaus 

wirkt sie antiapoptotisch (74, 82) sowie vermutlich antiproliferativ (74) und scheint die 

Blut-Hirn-Schranke günstig zu beeinflussen (179). Eine Funktion in der Immunabwehr 

ist denkbar (112), während es widersprüchliche Beobachtungen in Bezug auf ihre 

Wirkung im Kontext von nitrosativem Stress gibt (74, 75, 82, 177, 178, 180).  

Ein günstiger Einfluss auf kardiovaskuläre, neurodegenerative und maligne 

Erkrankungen wird vermutet, jedoch geht ihre Überexpression mit einer 

Insulinresistenz und Adipositas einher (74, 82, 93, 94, 111, 177). Das Fehlen der GPX1 

beeinträchtigt die Lebensfähigkeit wenig (93, 111, 112, 156, 172), wenngleich 

oxidative Schädigungen und die Katarakt (bei Mäusen) begünstigt werden und keine 

vollständige Kompensation möglich ist (74, 93, 111, 112, 172, 175). 
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3.3.3 Die Hämoxygenase 1 (HO1) 

Die Hämoxygenase 1 (HO1) bzw. das Hitzeschockprotein 32 (HSP32) (95, 181, 182), 

katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Häm-Abbaus (83, 95, 97, 

181, 183). Damit gibt es keine offensichtliche Verbindung zu ROS oder RNS, allerdings 

scheint das Enzym zu den Hauptmechanismen des (antioxidativen) Zellschutzes zu 

gehören (62, 63). Bei Säugetieren finden neben der HO1 noch zwei weitere Isoformen 

(62, 63, 65, 181, 182, 184). Hierzu zählt die HO2, welche konstitutiv (88, 95, 183, 185) 

und beim retinalen IRI scheinbar unverändert exprimiert wird (83, 87), und die HO3, 

die eine geringe Aktivität aufweist (181, 186). 

Die HO1 ist induzierbar und tritt bei Stressreaktionen in verschiedenen Geweben auf 

(95, 181). Physiologisch findet man sie in Geweben wie der Milz oder dem 

retikuloendothelialen System, die mit dem Häm-Abbau assoziiert sind (95, 107, 182). 

In der gesunden Retina ist die HO1 hingegen kaum oder gar nicht nachweisbar (87, 

185), wird indes hier sowie im Gehirn durch entsprechende Stressoren induziert (62-

64, 81, 107, 185, 187, 188). Dann scheint sie vorwiegend, aber nicht ausschließlich 

(63), in den Müllerzellen aufzutreten (87). Die HO1 ist membranständig in den mit dem 

endoplasmatischen Retikulum (95) assoziierten Mikrosomen (95, 183, 189), 

möglicherweise aber auch in anderen Zellkompartimenten (95, 107) zu finden.  

Die HO1 setzt Häm B (Ferriprotoporphyrin IXα) unter Verbrauch von O2 und 

Reduktionsäquivalenten in Form von NADPH zu Biliverdin IXα, freiem Eisen (Fe2+) und 

Kohlenstoffmonoxid (CO) um (65, 95, 183, 184, 189-191). Dabei ist besonders 

hervorzuheben, dass es sich um eine substratassistierte Reaktion handelt (189), da 

das abzubauende Häm auch als katalytischer Cofaktor dient (95, 107, 184). Zudem 

kommt hier eine Regiospezifität zum Tragen: die Reaktion findet an einer spezifischen 

Lokalisation des Häms statt, sodass nur α-Isomere des Biliverdins entstehen (95, 184, 

189, 190). Die NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase stellt die Reduktionsäquivalente 

bereit (95, 183, 191), während das Häm in retinalen Zellen aus ubiquitären 

Hämoproteinen beispielsweise durch ROS freigesetzt werden kann (65). Das gebildete 

Biliverdin kann im Anschluss durch die Biliverdinreduktase zu Bilirubin umgesetzt 

werden (61, 182).  

𝑯ä𝒎 
(+)

(𝑶𝟐, 𝑵𝑨𝑫𝑷𝑯) 

→  
 
 

𝛼–𝑚𝑒𝑠𝑜–𝐻𝑦𝑑𝑟𝑜𝑥𝑦ℎä𝑚 
 
 

→  
 
 

𝑉𝑒𝑟𝑑𝑜ℎä𝑚 𝐼𝑋𝛼
+
𝑪𝑶

  →
 
 

𝐹𝑒𝑟𝑟𝑖𝑏𝑖𝑙𝑖𝑣𝑒𝑟𝑑𝑖𝑛 𝐼𝑋𝛼
↓

𝑩𝒊𝒍𝒊𝒗𝒆𝒓𝒅𝒊𝒏  𝑰𝑿𝜶 + 𝑭𝒆𝟐+
  

𝑯ä𝒎 (𝑂2, 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻)
𝑯𝑶𝟏
→   𝑩𝒊𝒍𝒊𝒗𝒆𝒓𝒅𝒊𝒏 𝑰𝑿𝜶 + 𝑪𝑶 + 𝑭𝒆𝟐+(+ 𝑁𝐴𝐷𝑃+) 

(95, 182-184, 190, 191) 
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Die Strukturen der bei Säugetieren ungefähr 32 kDa (61, 95, 183) schweren HO1 

ähneln sich bei Nagern und Menschen sehr (95, 184). Die HO1 besteht vorwiegend 

aus α-helicalen Elementen und umschließt das gebundene Häm größtenteils (183, 

189). Die Bindungsstelle scheint durch ihre Konformation eine Hemmung der HO1 

durch CO zu vermindern (183, 184, 189) und positive Ladungen auf der 

Enzymoberfläche begünstigen die Wechselwirkungen mit der NADPH-Cytochrom-

P450-Reduktase sowie der Biliverdinreduktase (95, 183, 184). 

Die Regulation der HO1 findet vorwiegend durch ihre Transkription statt, welche durch 

eine Vielzahl von stressassoziierten Stimuli induziert werden kann (61, 95, 107, 181, 

189). Hierzu zählen neben Häm, Schwermetallen, verschiedenen Zytokinen auch NO, 

ROS, Hypoxie, Hyperoxie und IRI (63, 64, 83, 87, 88, 95, 107, 181). Ein häufiger 

gemeinsamer Nenner dieser Stimuli ist oxidativer Stress (61, 62, 185, 186). Für die 

HO1-Induktion erscheint insbesondere das StRE-Nrf2-Bach1-System wichtig (64, 81, 

88, 95): oxidativer Stress und andere Stimuli führen zu einer Freisetzung von Nrf2 

[auch NFE2L2, engl. nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (192)] aus dem 

Nrf2/Keap1-Komplex [Keap1, engl. Kelch-like ECH-associated protein (62)] und der 

Dissoziation des Repressors Bach1 [engl. BTB domain and CNC homolog 1 (193)] von 

den StRE oder ARE [engl. stress-/antioxidant response element (62)] im Promotor, 

sodass der Aktivator Nrf2 hier binden kann (61, 62, 64, 95, 182, 194, 195). Ohne Bach1 

kommt es unabhängig von Nrf2 zu einer konstitutiven HO1-Expression bei Mäusen 

(61, 95). Neben der Transkription, auf der das Hauptaugenmerk liegt, kann auch die 

mRNA-Stabilität beeinflusst werden (61, 95).  

Die HO1 wirkt antioxidativ (61, 63, 88, 181, 188, 189, 191), antinitrosativ (65, 83, 95, 

181, 182), antiinflammatorisch (61, 64, 65, 87, 88, 97, 167, 181, 182), antiapoptotisch 

(61, 88, 95, 182) und antiproliferativ (65, 191), wobei diese Effekte vermutlich 

wenigstens teilweise über ihre Produkte, insbesondere CO und Biliverdin bzw. Bilirubin 

vermittelt werden (66). Demgegenüber steht das prooxidative (61, 88, 182) und 

toxische (95, 107) Fe2+, welches indes über verschiedene Wege „entschärft“ werden 

kann, sodass sich für die HO1 eine protektive Gesamtwirkung ergibt (65, 95).  

Bei einem Mangel oder Fehlen der HO1 kommt es, auch beim Menschen (196), zu 

proinflammatorischen Zuständen (65). Es gibt keine gesicherten Verbindungen 

zwischen Mutationen und Erkrankungen, allerdings ist der n(GT)-Polymorphismus der 

HO1 mit zunehmender Anzahl der Wiederholungen durch eine abnehmende HO1-

Aktivität und einen ungünstigeren Verlauf bestimmter Erkrankungen gekennzeichnet 

(61, 62, 88). 
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3.4. Die Stickstoffmonoxidsynthasen 

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein kleines Molekül (105, 197) mit großer Bedeutung für die 

Retina: In ihrem Gefäßsystem ist es als Vasodilatator (198, 199) in die Regulation der 

Perfusion eingebunden (32, 200), in den Retinaschichten selbst dient es als 

Neuromodulator bzw. -transmitter (198, 201) und spielt in Form von nitrosativem 

Stress beim IRI eine Rolle (6, 50). Gebildet wird NO aus L-Arginin (L-Arg) von den 

Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) (197, 199, 201, 202), von denen bei Säugetieren 

vorwiegend drei Isoformen bekannt sind (38, 201-205). Es handelt sich bei allen NOS 

um Homodimere (38, 105) mit Häm als prosthetischer Gruppe (105). Die NOS weisen 

zwischen den Spezies eine 80-90% Homologie auf (203, 206, 207) und ihre Monomere 

sind 130 bis 160 kDa schwer (198, 203, 204, 207). Das in den NOS enthaltene Zink 

ist vorwiegend für die Struktur von Bedeutung (38, 203). Die NOS lassen sich in die 

konstitutiven Isoformen (cNOS), bestehend aus der neuronalen (nNOS) und 

endothelialen NOS (eNOS), sowie die induzierbare NOS (iNOS) einteilen (35, 203, 

204). Allerdings können auch die cNOS induziert werden (35, 197, 203) und die iNOS 

eventuell konstitutiv auftreten (203). Diese Einteilung ist dennoch nützlich, da sich 

diese beiden Gruppen in ihren Calmodulin-Bindungsstellen und im 

Leistungsvermögen unterscheiden: die iNOS bindet Calmodulin schon bei sehr 

geringen Calciumkonzentrationen und ist damit weitestgehend calciumunabhängig, 

wohingegen die Aktivitäten der cNOS calciumabhängig sind (35, 197, 198, 200). Die 

iNOS hat zudem eine deutlich größere Syntheseleistung, als die cNOS (105, 197). 

Resultat der NOS-Aktivität ist die NO-Produktion in einer zweiteiligen Reaktion: 

2 𝐿–𝐴𝑟𝑔 + 2 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻+2𝐻+ + 2𝑂2                        
𝑵𝑶𝑺
→  2 𝑁𝜔– ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑥𝑦–𝐴𝑟𝑔 + 2 𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 2𝐻2𝑂 

2 𝑁𝜔– ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑥𝑦– 𝐿– 𝐴𝑟𝑔 + 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻+𝐻+ + 2𝑂2
𝑵𝑶𝑺
→  2 𝐶𝑖𝑡𝑟𝑢𝑙𝑙𝑖𝑛 + 𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 2𝐻2𝑂 + 2 𝑵𝑶          

𝟐 𝑳 − 𝑨𝒓𝒈𝒊𝒏𝒊𝒏 + 𝟑 𝑵𝑨𝑫𝑷𝑯+𝟑𝑯+ + 𝟒 𝑶𝟐        
𝑵𝑶𝑺
→  𝟐 𝑪𝒊𝒕𝒓𝒖𝒍𝒍𝒊𝒏 +  𝟑 𝑵𝑨𝑫𝑷+ + 𝟒𝑯𝟐𝑶+ 𝟐 𝑵𝑶 

Neben dem bereits erwähnten Calcium-(Ca2+)-Calmodulin werden zudem 

Flavinmononukleotid (FMN), FAD, Tetrahydrobioptertin (BH4) und NADPH sowie 

Sauerstoff (O2) als Cofaktoren bzw. -substrate benötigt (24, 105, 203, 206). Neben NO 

entsteht zudem L-Citrullin (78, 206).  

Die Struktur der NOS weist einen C-terminalen Reduktasebereich und einen N-

terminalen Oxygenasebereich auf (38, 199, 203). Solange diese Bereiche funktionell 

gekoppelt sind, entsteht NO (38). Kommt es aufgrund von pathologischen 

Bedingungen zur Entkopplung (ucNOS, engl. uncoupling NOS), entsteht Hyperoxid 

(O2
•-) anstelle von NO (24, 48, 203, 208). Ein wichtiger Auslöser für diese Entkopplung, 
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die bei allen Isoformen möglich ist (24, 203), ist ein BH4-Mangel, welcher als Folge von 

oxidativem Stress entstehen kann (38, 78, 203, 208). O2
•- kann mit NO zu RNS 

reagieren, die zu Veränderungen von Zellbestandteilen führen (6, 48, 52, 76) und auch 

zur Entkopplung der NOS beitragen können (209). 

NO ist ein unpolares Radikal (181, 210, 211), dessen relativ lange biologische 

Halbwertszeit von etwa einer Sekunde (31, 210) und gute Diffusionsfähigkeit seine 

Verteilung im Gewebe erlauben (31, 52, 211). Es kann im Gegensatz zu (anderen) 

Neurotransmittern (oder -modulatoren) somit nicht in Vesikeln gespeichert werden, 

sodass seine Konzentration und Wirkung von der Syntheseleistung der NOS 

abhängen (212). Nach der Synthese kann NO über die Bindung an das Häm-Molekül 

der löslichen Guanylatzyklase (sGC, engl. soluble guanylyl cyclase) diese aktiveren 

und zu einem Anstieg von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) führen (38, 78, 

198, 213). cGMP dient als Signalmolekül (second messenger) (181, 213) und kann die 

Proteinkinase G (214, 215), Phosphodiesterasen (215) oder cyclic-nucleotide gated 

(CNG)-Kanäle beeinflussen (213). Hierüber scheint eine Einflussnahme auf die 

Genexpression der GPX1 und CAT möglich (74). Die membranständige GC wird in 

der Retina nicht von NO beeinflusst (35) und die sGC ist in verschiedenen retinalen 

Zellen von Säugetieren nachgewiesen worden (35, 202). Abgesehen hiervon kann NO 

auch über eine verstärkte ADP-Ribosylierung von Proteinen wie Transducin wirksam 

werden (35, 197, 214).  

 

3.4.1 Die neuronale NOS (nNOS) 

Die neuronale NOS (nNOS), die auch als NOS I (bzw. NOS 1) (197, 203) oder bNOS 

(216, 217) bzw. bcNOS (engl. brain constitutive NOS) bezeichnet wird (197), tritt in 

zentralen und peripheren Neuronen (32) und manchen Epithelzelltypen auf (197). In 

der Retina scheint sie die Hauptquelle der NO-Produktion (218) und vorherrschende 

Isoform zu sein (213). Sie findet sich vorwiegend zwischen der inneren 

Körnerzellschicht (INL, engl. inner nuclear layer) und der Ganglienzellschicht (GCL, 

engl. ganglion cell layer) (201, 202, 218). Bezogen auf die hier vorkommenden 

Zelltypen wurde sie vorwiegend bei verschiedenen Spezies (u.a. Mensch, Ratten, 

Mäusen) in Amakrinzellen (AC, engl. amacrine cells) nachgewiesen (35, 37, 202). 

Diese sind an der interzellulären Kommunikation und der Organisation des rezeptiven 

Feldes beteiligt (219) und stellen die wichtigste NO-Quelle in der Retina dar (215). AC, 

deren Somata sich nicht in der INL, sondern in der GCL befinden, werden als 

sogenannte „verlagerte“ AC (dAC, engl. displaced amacrine cells) bezeichnet (220). 
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Bei Ratten machen diese dAC in der GCL etwa die Hälfte der Zellen aus und sind 

nNOS-haltig (201). Mäuse weisen eine ähnliche nNOS-Verteilung wie Ratten auf 

(214). Auch bei Mäusen ist ein Anteil von 59% dAC in der GCL festgestellt worden 

(220), wohingegen es verschiedene Aussagen zum Anteil der dAC in der 

menschlichen Retina gibt (Vgl. Neufeld (201) und Curcio (221) oder siehe V.2). Auch 

in den Fotorezeptoren (201, 218), insbesondere unter Stressbedingungen (222, 223), 

und in den Bipolarzellen (von Ratten und Mäusen) (202) scheint die nNOS aufzutreten. 

Zudem ist sie auch in perivaskulären Nervenfasern enthalten (224).  

Funktionell scheint die nNOS bzw. NO modulierend an der Fototransduktion und den 

nachgeschalteten Signalkaskaden beteiligt zu sein (35, 202) möglicherweise über die 

hier beteiligten cGMP-abhängigen Kationenkanäle oder Transducin (35, 225). Zudem 

scheint ein Einfluss auf die Hell-Dunkel-Adaption (202, 215) und die Gap-Junction-

Dichte zwischen Horizontalzellen zu bestehen (202, 217). Auch Wechselwirkungen 

zwischen Neurotransmittern und NO bestehen (215). 

 

3.4.2 Die induzierbare NOS (iNOS) 

Die induzierbare NOS (iNOS) trägt auch die Namen immunologische NOS (35), NOSII 

(NOS 2), induzierbare Makrophagen-NOS (macNOS) (198) oder (induzierbare) 

Hepatozyten-NOS (hepNOS) (197). Wenngleich sie zuerst in Makrophagen (78, 197) 

identifiziert wurde und auch in neutrophilen Granulozyten funktioneller Bestandteil der 

Immunantwort ist (198, 200, 211), kann sie in fast jedem Zelltyp induziert werden (38, 

210). Auch in retinalen und zerebralen Zelltypen (211, 224), vor allem in Müller- (216, 

222) und anderen Gliazellen (211, 226, 227), ist sie nachgewiesen worden. Zu ihrem 

Auftreten in retinalen Pigmentepithelzellen gibt es unterschiedliche Aussagen (211, 

226, 228). Zudem können Leukozyten die Retina unter pathologischen Bedingungen 

wie Entzündungen oder IRI infiltrieren (62, 200, 226), sodass sie als iNOS-Quelle 

ebenfalls in Frage kommen. Die iNOS-Aktivität weist im Gegensatz zu den cNOS keine 

Calciumabhängigkeit auf, sondern wird vorwiegend über die Genexpression (78), 

insbesondere durch die Transkription, reguliert (197, 203), wenngleich auch 

posttranslational die Stabilität der mRNA beeinflusst werden kann (197). Mögliche 

Stimuli sind entzündungsassoziierte Zytokine wie TNFα oder IL-1 (14, 38, 227) bzw. 

die Aktivierung von NF-κB (105, 197, 199). Aber auch als Folge einer Exposition 

gegenüber pathologisch hoher Lichtintensität kommt es, möglicherweise aufgrund des 

oxidativen Stresses oder den daraus resultierenden Gewebsschädigungen (123, 228), 

zur Induktion der iNOS in der Retina (202, 228). Durch die Abhängigkeit von der 
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Proteinbiosynthese dauert es bei der iNOS länger als bei den cNOS, bis ein Anstieg 

der Aktivität bemerkbar wird (105, 198, 229). Sie übertrifft jedoch ihre Isoformen zeitlich 

und quantitativ weit in ihrer Syntheseleistung (24, 35, 105, 212, 230). Die hierdurch 

hervorgerufene NO-Produktion ist zytotoxisch (24, 105, 212, 231) und kann direkt (38) 

bzw. als RNS (228, 231) oder indirekt beispielsweise durch die Hemmung von 

eisenhaltigen Enzymen (38, 52) zu Zellschädigungen führen. Auch die iNOS selbst 

kann von NO gehemmt werden (198, 229). Die hohe NO-Produktion dient 

beispielsweise der Bekämpfung von Infektionen (105, 231), kann aber auch 

körpereigene Zellen treffen (105, 215). Die iNOS scheint zudem bei verschiedenen 

neurodegenerativen Erkrankungen und beim ischämischen Apoplex eine Rolle zu 

spielen (230). Sie ist darüber hinaus auch in die Vermittlung der Glutamatexzitotoxizität 

eingebunden (83). 

 

3.4.3 Die endotheliale NOS (eNOS) 

Die endotheliale NOS (eNOS) ist die dritte Isoform der NOS (NOS III oder 3) bei 

Säugetieren (32, 204, 212). Sie ist wie die nNOS in ihrer Aktivität calciumabhängig (35, 

198, 206), kommt aber im Gegensatz zu ihren Isoformen vorwiegend als 

membranständiges Enzym vor (78, 197, 198). In ihre zytosolische Form kann sie durch 

Phosphorylierungen (198), die neben der Calciumabhängigkeit einen 

Regulationsmechanismus darstellen (78, 197, 203), überführt werden; sie ist dann 

allerdings inaktiv (198).  

Die eNOS ist vor allem in Endothelzellen vertreten (78, 202) und findet sich in der 

Neuroretina in der Regel nicht (210). Jedoch ist sie aufgrund ihrer Rolle bei der 

Perfusion und damit der Versorgung der Retina relevant (32, 212). Die Retina verfügt 

über zwei Gefäßsysteme (choroidales und retinales System), die beide der Arteria 

ophthalmica entspringen (32). Bei Nagern ist das choroidale System für die 

Versorgung vorrangig, wohingegen bei Primaten auch das retinale System, das nicht 

durch das vegetative Nervensystem beeinflusst wird, wichtig ist (32). Unter den kleinen 

Versuchstieren entspricht zwar der Perfusionstyp bei Ratten am ehesten der 

Versorgung beim Menschen (14), allerdings handelt es sich auch beim Mausmodell 

um eine etablierte und häufig genutzt Methode für Untersuchungen von IR-Geschehen 

in der Retina (4, 13, 51, 148, 232, 233). Die Perfusion der Retina erfolgt 

bedarfsorientiert bzw. (weitgehend) unbeeinflusst vom systemischen Blutdruck mithilfe 

einer Autoregulation (32, 35, 212). NO ist ein Faktor, der neben Eicosanoiden, Laktat 

und weiteren Elementen hierin eine Rolle spielt (32); es scheint insbesondere für den 
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basalen Gefäßtonus verantwortlich zu sein (212). Zwischen den verschiedenen 

Substanzen bestehen Wechselwirkungen, wie eine mögliche gegenseitige 

Verstärkung der Prostaglandin- und NO-Produktion (32, 234). Neben seiner 

vasodilatatorischen Wirkung (199, 212, 234), welche NO über den sGC-cGMP-

Signalweg vermittelt (65, 206), hemmt es zudem die Thrombozytenaggregation sowie 

die Leukozytenadhäsion (199, 200, 212) und kann O2
•- eliminieren (52, 77). Auch die 

nNOS (aus perivaskulären Nervenfasern) beeinflusst die Perfusion (212), allerdings 

stellt die eNOS die Hauptquelle für das im Gefäßsystem wirksame NO dar (48).  

 

4. Betulinsäure 

Die Betulinsäure [3β-Hydroxy-lup20(29)-en-28-säure (67, 235-240), C30H48O3 (241); 

BA, engl. betulinic acid] ist ein pentazyklisches Triterpenoid (235, 237, 238, 240, 242-

244) mit pflanzlichem Ursprung (236-238, 242, 243, 245), das zur Gruppe der Lupane 

(235, 237, 241, 243, 244) zählt. In der Flora ist sie weit verbreitet (236, 241, 243, 246-

248) und kann vor allem aus Bestandteilen von Birkengewächsen (Betulaceae) (235, 

237, 243, 245, 249, 250) oder Kreuzdorngewächsen (Rhamnaceae) (235, 245, 248, 

251) aber auch Myrten- (Mytenaceae), Ebenholz- (Ebenaceae) oder 

Pfingstrosengewächsen (Paeoniacea) (235, 237, 243, 247) extrahiert werden. Vor 

allem in Blättern, Fruchtschalen oder der Rinde dieser Pflanzen findet sich BA (48, 

252, 253). So enthält die äußere Rinde der Betula alba (Hängebirke) 2-3% 

Betulinsäure (bezogen auf das Trockengewicht) (241, 244, 254). In weitaus größeren 

Mengen kann mit einem Anteil von bis zu 35% Betulin (235, 244, 250, 254-257), das 

Substrat für die BA-Synthese, gewonnen werden. Der Gewinn bei der Oxidation von 

Betulin zu BA (238, 247, 257) beträgt bis zu 85% (244, 255) und kann mit 

verschiedenen Verfahren erzielt werden (235).  

BA-haltige Pflanzenbestandteile werden in der traditionellen Medizin beispielsweise in 

Russland (244, 250) Amerika (236, 244, 246, 250) und China (208, 209, 252) 

verwendet. Birkenrinde findet Anwendung bei gastrointestinalen (235, 244, 258) oder 

dysurischen (250, 259) Krankheitsbildern, während die getrockneten Samen (Zizyphus 

spinosi semen bzw. Suan Zao Ren) der Chinesischen Dattel (Zizyphus jujuba) bei 

kardialen Arrhythmien (208, 260) und Unruhezuständen (209, 260) eingesetzt werden. 

Natürlich enthalten diese pflanzlichen Verbindungen jedoch neben BA noch weitere 

bioaktive Substanzen (208, 261). 

Die steigende Anzahl der BA-bezogenen Publikationen in den vergangenen zwanzig 

Jahren zeigen ein wachsendes Interesse der evidenzbasierten Medizin, seit in der 
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Mitte der 1990er Jahre erstmals über die hemmende bzw. zytotoxische Wirkung der 

BA gegenüber Tumorzellen (Melanom) (262) und dem humanen Immundefizienzvirus 

(HIV) (263) berichtet wurde. Inzwischen sind neben der selektiven antitumorösen 

Wirkung auf verschiedene Tumore und Zelllinien (235-238, 241, 243, 255) auch 

antikanzerogene (238, 247), antioxidative (238, 239, 246, 248, 251, 257, 264, 265), 

antientzündliche (235, 237-239, 242-244, 246, 254, 255, 264), antiangiogenetische 

(241, 242, 257, 266), hepato- (238, 241, 257) und neuroprotektive (235, 241, 251) 

sowie immunmodulatorische (98, 241, 249, 265) Eigenschaften von BA bekannt. 

Gegen bestimmten Infektionserreger neben HIV (235, 237, 238, 240, 241, 243, 255) 

scheint sie darüber hinaus ebenfalls eine Wirkung aufzuweisen [Malaria (235, 237, 

238, 241, 244, 255), humanes Herpes-Virus-1 (237, 243, 250, 255), Helminthiasis 

(235, 237, 238, 250), Mykosen (237, 254, 255), Bakterien (235, 237, 244, 267)]. 

Außerdem scheinen unter BA Stoffwechseleffekte aufzutreten, die sich günstig auf 

einen Diabetes mellitus Typ 2 und verwandte Entitäten auswirken (243, 265).  

Zu den chemischen und pharmakokinetischen Eigenschaften der BA gibt es von Khan 

et al. (237) eine aktuelle computergestützte Analyse. Diese sagt für BA eine hohe 

Lipophilie ohne relevante Wasserlöslichkeit voraus. Die berechnete humane 

intestinale Absorption (95,996%) und Plasmaproteinbindung (100%) sind groß. Zudem 

sollte die Passage der Blut-Hirn-Schranke ebenfalls gut möglich sein, sodass eine gute 

zentrale Aktivität erwartet wird. Eine Hemmung von CYP2C9 und CYP3A4 sowie ein 

Abbau über CYP3A4 werden aufgrund der Berechnungen vermutet (237). Die 

Lipophilie und schlechte Wasserlöslichkeit von BA sind bestätigt (242, 255, 256, 268). 

In vivo wurde eine rasche Absorption bei CD1-Mäusen aus dem Peritonealraum 

(Maximalkonzentration nach ca. 9 min bzw. 14 min) (256) und bei Sprague-Dawley 

Ratten nach oraler Gabe beobachtet (Maximalkonzentration nach ca. 60min) (258), 

die für eine gute Absorption sprechen (254). Die hohe Plasmaproteinbindung von BA 

(≥99,7%) ist bei verschiedenen Spezies, darunter auch Mäuse, ab Konzentrationen 

von 5 μg/ml nachgewiesen (245, 268) und eine Überquerung der Blut-Hirn-Schranke 

beobachtet worden (254, 256). Es kommt zu einer Akkumulation im Fettgewebe (256). 

Die erwartete Interaktion von BA mit CYP2C9 und CYP3A4 und einem möglichen 

Abbau von BA hierüber wurde in vitro ohne eindeutiges Ergebnis untersucht (243, 

268). In hepatischen Mikrosomen scheint ein Abbau von BA stattzufinden (268). 

Bezüglich der pharmakotkinetischen Daten sind die berechneten Erwartungswerte 

vielversprechend, auch wenn In-vivo-Daten nur bruchstückhaft vorliegen. Dieses 

Manko kann teilweise dadurch ausgeglichen werden, dass experimentelle Tierstudien 
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signifikante Veränderungen durch die orale Gabe der BA feststellen konnten. Hierauf 

basierend kann trotz noch unvollständiger Kenntnisse der Pharmakokinetik davon 

ausgegangen werden, dass bei den verwendeten Dosen von 50 (253, 269) bzw. 200 

mg/kg Körpergewicht (251) per os eine ausreichende Bioverfügbarkeit im Gehirn 

vorliegt. Peripher liegen die verwendeten Dosen, die zu signifikanten Veränderungen 

führen, zwischen 1 – 50 mg/kg Körpergewicht (239, 248, 257, 264, 265, 270, 271) per 

os (248, 257, 265, 271) oder intraperitoneal (264, 270). 
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III. Material und Methoden 

Die im Folgenden dargestellten Versuche repräsentieren eines der drei Teilprojekte 

des Forschungsvorhabens „Einfluss von Antioxidantien auf die Entstehung eines 

Ischämie-Reperfusionsschadens in der Retina“ (ISCHREP2013) an der Augenklinik 

der Universitätsmedizin Mainz. Die Tierversuche wurden am 17.10.2013 durch das 

Landesuntersuchungsamt Referat 23 (Tierseuchenbekämpfung, Tierschutz, tierische 

Nebenprodukte) in Koblenz genehmigt (Antragsnummer: 23 177-07/G 13-1-064). Die 

Richtlinien 2010/63/EU des Europäischen Parlaments und des Rates sind während 

der Durchführung der Versuche im Februar und März 2014 und August 2016 erfüllt 

worden. Abbildung I bietet einen Überblick über das Prozedere. 

 

Abbildung I: Überblick über den Versuchsablauf von Tag -1 (d -1) bis Tag 8 (d8), IOP (Intraokulardruck), 
Gewicht (Messung), n (Stichprobengröße), GCL (Ganglienzellschicht, DHE (Dihydroethidium), PCR 
(Polymerasekettenreaktion) 
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Material (Bezeichnung) Hersteller 

Betulinsäure (3β-Hydroxy-lup20(29)-en-
28-säure; C30H48O3) 

BioSolutions Halle GmbH, Halle (Saale), 
Deutschland 

Deckgläser Menzel-Glas Gerhard Menzel GmbH, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham (Massachusetts), 
USA  

Dihydroethidium (Hydroethidin, 
C21H21N3) 

Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad 
(Kalifornien), USA 

Dimethylbenzen Merck, Darmstadt, Deutschland 

Dimethylschwefeloxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Diskus-Software Carl H. Hilgers, Königswinter, 
Deutschland 

Fixiermittel Eukitt® Merck, Darmstadt, Deutschland 

Floxal® 3mg/g (Ofloxacin-Augensalbe) Bausch & Lomb, Rochester (New York), 
USA 

Glasröhren (Custum Glas Tubing) Drummond Scientific Company, 
Broomall (Pennsylvania), USA 

Glutaraldehyd-Lösung 2,5% Fluka Chemika, Sigma-Aldrich, Saint 
Louis (Missouri), USA 

GraphPad PRISM 6 Graphpad Software Inc., La Jolla (San 
Diego), California, USA 

Haushaltswaage EasyHome Globaltronics GmbH & Co. KG, 
Hamburg, Deutschland 

High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit 

Applied Biosystems, Foster City 
(Kalifornien), USA 

IBM SPSS Statistics (SPSS 23 V5) International Business Machine (IBM) 
Corporation, Armonk (New York), USA 

CFX Connect Real-Time System 185-
5200 

Bio-Rad Laboratories, München, 
Deutschland 

ImageJ (Fiji 32bit) Wayne Rasband, National Institute of 
Health, USA (http://rsb.info.nih.gov/ij) 

Inkubationsschrank VWR® INCU-Line VWR International GmbH, Radnor 
(Pennsylvania), USA 

inverses Fluoreszenzstereomikroskop 
Nikon Eclipse TS100 

Nikon Corporation, Chiyoda (Tokio), 
Japan 

Kamera mit CCD-Sensor (charge-
coupled device) 

Hitachi, Chiyoda (Tokio), Japan 

Kanüle Venofix Safety 23G B.Braun Melsungen, Melsungen, 
Deutschland 

Ketamin-hameln 50mg/ml hameln pharma plus gmbh, Hameln, 
Deutschland 

Kohlenstoffdioxid (CO2) Air Liquide S.A., Paris, Frankreich 

Kresylblau Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kryoeinbettformen TissueTek® 
Cryomold® 

Sakura Finetek Germany GmbH, 
Staufen, Deutschland 

Kryostat CM1850 Leica, Wetzlar, Deutschland 

Kühlschrank Liebherr Premium (4°C) Liebherr-International AG S.A., Bulle 
(Freiburg), Schweiz 

Mikro-Federschere Geuder AG, Heidelberg, Deutschland 

Mikropipette Eppendorf Research plus 
(100-1000µl) 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

http://rsb.info.nih.gov/ij
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Mikropipette H63776 4500 (10-100µl) Thermo LabSystems Inc., Beverly 
(Massachusetts), USA 

Mikroskopkamera Nikon DS-Fi1 Nikon Corporation, Chiyoda (Tokio), 
Japan 

Mikrotomklingen (Feather® Microtome 
Blades A35) 

Feather® Safety Razor Co., Ltd., Osaka, 
Japan 

NaCl - Lösung 0,9% Fresenius Kabi, Bad Homburg, 
Deutschland 

Nikon Intensilight C-HGFI Nikon Corporation, Chiyoda (Tokio), 
Japan 

NIS - Elements Basic Research Nikon Corporation, Chiyoda (Tokio), 
Japan 

Objektträger SuperFrost® PlusTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham 
(Massachusetts), USA 

Operationsmikroskop Carl Zeiss Meditec, Jena, Deutschland 

Paraformaldehyd 4% Sigma-Aldrich, Saint Louis (Missouri), 
USA 

peqGOLD TriFastTM PEQLAB Biotechnologie GmbH, 
Erlangen, Deutschland 

Phosphatgepufferte Lösung 
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) 

Sigma-Aldrich, Saint Louis (Missouri), 
USA 

Pipettenspitzen epT.I.P.S. Standard 
(2-200µl und 50-1000µl) 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettenzieher Vertical Pipette Puller 
700C 

David Kopf Instruments, Tujunga, 
(California) USA 

Reaktionsgefäßen (Eppendorf Safe 
Lock, 2,0 ml, ambra) 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Reboundtonometer Icare® TonoLab Icare Finland OY, Vantaa, Finnland 

Schlundsonde 18G (Artikelnummer 
18061-50) 

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

StepOnePlusTM - Real Time PCR 
System 

Applied Biosystems, Foster City 
(Kalifornien), USA 

SYBR® Green JumpStartTM Taq 
ReadyMixTM 

Sigma-Aldrich, Saint Louis (Missouri), 
USA 

Tiefkühlschrank Liebherr profiline           
(-20°C) 

Liebherr-International AG S.A., Bulle 
(Freiburg), Schweiz 

TissueTek® O.C.T.TM Compound Sakura Finetek Germany GmbH, 
Staufen, Deutschland 

Ultramikrotom Ultracut E Leica, Bensheim, Deutschland 

Ultratiefkühlschrank Thermo ScientificTM 
HERAfreezeTM (-80°C) 

Thermo Scientific Heraeus, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham 
(Massachusetts), USA  

Vanox-T-Mikroskops Olympus, Hamburg, Deutschland 

Xylazin Sigma-Aldrich, Saint Louis (Missouri), 
USA 
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1. Intervention: Erzeugung eines Ischämie-Reperfusionsschadens (IRI) 

1.1 Vorbereitende Maßnahmen  

Es wurden männliche Wildtypmäuse (C57BL/6J) im Alter von sechs Monaten aus der 

zentralen Versuchstiereinrichtung der Universitätsmedizin Mainz verwendet. An 

diesem Stamm sind die Erzeugung von und Einflussnahme auf einen IRI bereits 

beschrieben worden (12, 141, 148). In der Literatur finden sich aber auch 

Untersuchungen an andere Mausstämmen (113, 272, 273) oder Ratten (274-276). 

Am Vortag (d -1) der ischämischen Intervention wurde bei den Tieren nach zufälliger 

Verteilung auf die Verum- und Placebogruppe der Ausgangszustand durch die 

Inspektion, Erfassung des Körpergewichts und des Intraokulardrucks (IOP) erhoben, 

um gegebenenfalls erkrankte Tiere oder Tiere mit einer vorbestehenden IOP-

Erhöhung auszuschließen. Zur Schätzung des IOPs wurden mit dem 

Reboundtonometer Icare® TonoLab (Icare® Finland OY, Vantaa, Finnland) pro Auge 

mindestens sechs Messungen durchgeführt und der Mittelwert bestimmt. Die tägliche 

Gewichtsmessung dient sowohl der Kontrolle des Gewichtsverlaufs, als auch der 

Anpassung der gewichtsadaptierten Dosis von Verum oder Placebo. Hierfür wurde 

eine handelsübliche digitale Haushaltswaage (EasyHome, Globaltronics GmbH & Co. 

KG, Hamburg, Deutschland) benutzt.  

 

1.2 Darreichungsform und Dosierung von Betulinsäure und Placebo 

Die verwendete Betulinsäure (BA) (BioSolutions Halle GmbH, Halle (Saale), 

Deutschland) wies einen Reinheitsgrad von >97% auf und wurde mit einer 

Konzentration von 20mg/ml in Dimethylschwefeloxid (DMSO; Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) gelöst und aliquotiert bei -20°C aufbewahrt.  

Direkt vor der Verabreichung ergab sich durch die Zugabe desselben Volumens von 

phosphatgepufferter Lösung (PBS; Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-

Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) die gewünschte BA-Konzentration von 10mg/ml. 

In einer Dosis von 50 mg/kg Körpergewicht (KGW) wurde das BA-Präparat den Tieren 

einmal täglich zugeführt.  

Die Placebogruppe erhielt ebenfalls täglich eine jeweils frisch hergestellte Lösung aus 

gleichen Teilen Dimethylschwefeloxid (DMSO; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 

phosphatgepufferter Lösung (PBS; Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) in der 

Dosierung von 5μl/g KGW. Hierdurch wurden in der Placebogruppe gewichtsadaptiert 

die gleichen Mengen der Trägersubstanzen (DMSO, PBS) zugeführt, welche in der 

Verumgruppe in der entsprechenden Dosis des BA-Präparats enthalten waren. 
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Bei DMSO handelt es sich um ein gebräuchliches Lösungsmittel für Betulinsäure (252, 

253, 269). Auch die Senkung des DMSO-Anteils durch die Zugabe von gepufferten 

Lösungen ist beschrieben worden (252, 254). 

In beiden Gruppen wurden die Substanzen über eine 18G-Schlundsonde (Fine 

Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland) intragastral verabreicht, sodass die 

perorale Aufnahme imitiert wurde. Somit war eine kontrollierte Zufuhr der Substanzen 

in beiden Gruppen gewährleistet und die Dosen in den Gruppen unterschieden sich 

nicht hinsichtlich der Trägersubstanzen. 

Die Tiere erhielten ab dem Vortag (d-1) bis sieben Tage nach der IRI-Induktion (d7) 

einmal täglich das Verum bzw. das Placebo. Insgesamt wurden die Substanzen 

demnach über neun Tage zugeführt. 

 

1.3 Erzeugung der Ischämie 

Es gibt verschiedene Modelle zur Erzeugung eines Ischämie-Reperfusionsschadens 

in der Retina (14). Meist wird sich hierbei eine Erhöhung des Intraokulardrucks (IOP) 

(4, 170, 200, 277) oder eine Unterbrechung der Perfusion über die Ligatur der 

zuführenden Gefäße (136, 216, 226) zunutze gemacht. Nach Erreichen der 

gewünschten Ischämiedauer kann die Ligatur entfernt beziehungsweise ein Rückgang 

des IOP auf das Ausgangsniveau ermöglicht werden. Somit kommt es zum 

Wiedereinsetzen der Perfusion und Entstehung eines kombinierten Ischämie-

Reperfusionsschadens (IRI). In diesem Experiment wurde ein IRI mithilfe eines 

erhöhten Intraokulardrucks in Narkose herbeigeführt. 

 

1.3.1 Narkose 

Für die Narkose wurde eine Kombination von Ketamin (Ketamin-hameln 50mg/ml, 

hameln pharma plus gmbh, Hameln, Deutschland) und Xylazin (Sigma-Aldrich®, Saint 

Louis, Missouri, USA) verwendet. Die verwendete Lösung enthielt die Substanzen in 

den Konzentrationen von 1 mg/ml Xylazin und 10 mg/ml Ketamin in 0,9% NaCl-Lösung 

(Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland). Diese Kombination stellt eine gängige 

Narkoseform für Mäuse, auch für die Untersuchung des retinalen (12, 187, 278, 279) 

oder zerebralen (100, 280) IRI, dar. 

Die Tiere erhielten die Ketamin-Xylazin-Kombination in der gewichtsadaptierten 

Dosierung von 100 mg/kg KGW Ketamin und 10 mg/kg KGW Xylazin entsprechend 

einem Volumen von 10 ml/kg (μl/g) intraperitoneal zur Narkoseeinleitung. Nach der 

Injektion wurde das Ende der Spontanbewegungen des Tieres abgewartet und der 



52 
 

Wirkungseintritt über den Konjunktivalreflex überprüft. Hiernach erfolgte die 

Platzierung des Tieres unter Berücksichtigung wärmeerhaltender Maßnahmen unter 

dem Operationsmikroskop (Carl Zeiss Meditec, Jena, Deutschland) platziert. Über eine 

intraperitoneal platzierte 23G-Kanüle (Venofix Safety, B.Braun Melsungen, 

Melsungen, Deutschland) bestand die Möglichkeit einer Nachinjektion der zur 

Einleitung genutzten Ketamin-Xylazin-Kombination ohne Manipulation am Tier 

während des laufenden Experiments. Im Falle von Anzeichen für eine zu flache 

Narkose wurden Nachinjektionen von 0,05 ml entsprechend einer Dosis von 50 μg 

Xylazin und 500 μg Ketamin bedarfsadaptiert verabreicht. 

 

1.3.2 Erhöhung des Intraokulardrucks (IOP) 

Mithilfe einer Glaskanüle [aus Glasröhren (Drummond Scientific Company, Broomall, 

Pennsylvania, USA] mit dem Pipettenzieher Vertical Pipette Puller 700C 

(David Kopf Instruments, Tujunga, California, USA) hergestellt] wurde die Cornea 

unter dem Operationsmikroskop (Carl Zeiss Meditec, Jena, Deutschland) perforiert. 

Hierdurch wurde die Vorderkammer des Auges mit dem sterilen Inhalt einer 

angeschlossenen 0,9% NaCl-Infusion (B.Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland) 

verbunden. Dieser Vorgang wurde an beiden Augen durchgeführt. Die 

entsprechenden Infusionsflaschen befanden sich allerdings auf verschiedenen Höhen, 

sodass unterschiedliche hydrostatische Drücke über die Wassersäulen in den Augen 

entstanden. Die Infusionsflasche 149,5 cm oberhalb des Tieres erzeugte einen IOP 

von 110 mmHg. Dies überschreitet den okularen Perfusionsdruck (12, 14)1 und führt 

zu einer Ischämie der Retina. Die zweite Infusionsflasche erhielt über die Wassersäule 

von 20,4 cm in dem anderen Auge einen physiologischen2 IOP von 15 mmHg aufrecht 

(281). Somit entstanden ein „Hochdruckauge“ (HP-Auge, 110mmHg) mit einer 

ischämischen Retina und ein „Normaldruckauge“ (NP-Auge, 15mmHg), das als 

Kontrolle diente (siehe Abbildung II). Die Erhöhung des IOPs im HP-Auge wurde durch 

die Bulbusschwellung beim Öffnen der Rollklemme sichtbar. Zudem wurden die IOP-

Werte stichprobenartig mittels Reboundtonometer Icare® TonoLab (Icare Finland OY, 

Vantaa (zuvor Espoo), Finnland) kontrolliert. Durch das Operationsmikroskop konnten 

 
1 Unter der Annahme, dass der okulare Perfusionsdruck bei Mäusen maximal dem systolischen 
Blutdruck (≤120 mmHg) abzüglich des IOPs (siehe Fußnote 2) entsprechen kann. 
2 Bei der Studie von Qiu wurde bei C57BL/6J Mäusen nach zweiminütiger Einwirkzeit einer Ketamin-
Xylazin-Kombination ein IOP gemessen, der im Mittel zwischen 14,9-19,7mmHg liegt (Mittelwert+/- 
Standardabweichung). Da die verwendeten Narkotika den IOP signifikant steigern, wurde der untere 
Bereich der Skala als physiologischer IOP gewählt.  
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gegebenenfalls entstehende Vorderkammerblutungen oder Leckagen an der 

Punktionsstelle registriert werden.  

Die gewählte Ischämiedauer von 45 min liegt oberhalb der geschätzten 

Ischämietoleranzzeit der Mausretina von 30 min (14). Nach dem Ablauf dieser Zeit 

wurden die Kanülen bei geöffneter Rollklemme wieder entfernt und zur 

Infektionsprophylaxe Ofloxacin-Augensalbe 3mg/g (Floxal®, Bausch & Lomb, 

Rochester, New York, USA) auf beide Corneae aufgetragen. Das Tier wurde bis zum 

vollständigen Erlöschen der narkotischen Wirkung in einen Einzelkäfig verbracht.    

Ähnliche Vorgehensweisen finden sich auch bei anderen Arbeitsgruppen (12, 13, 87, 

99, 282, 283). Wenngleich diese natürlich Variationen bezüglich der exakten Dauer 

der Ischämie, der verwendeten Tiere, der Narkotika oder Geräte aufweisen, bleibt das 

Grundprinzip erhalten.  

 

Abbildung II: Vereinfachte Darstellung des Versuchsaufbaus zur Ischämieinduktion, ohne Darstellung 
wärmeerhaltender Maßnahmen u.ä. 
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1.4 Abschließende Maßnahmen 

Über den verbleibenden Zeitraum von acht Tagen (d1-8), an denen die Tiere täglich 

gewogen wurden (d1-8) und entsprechend ihrer Gruppe gewichtsadaptierte Dosen von 

BA oder Placebo erhielten (d1-7), hatten sie freien Zugang zu frischem Wasser und 

Pelletnahrung. Sie wurden in Gruppen von maximal fünf Tieren gehalten, wobei nur 

Tiere aus einer Gruppe (Betulinsäure / Trägersubstanzen) einen Käfig teilten, um eine 

Kontamination auszuschließen. An Tag 7 (d7) wurde der IOP wie zuvor beschrieben 

ermittelt und somit die sekundäre dauerhafte IOP - Erhöhung ausgeschlossen. Durch 

eine CO2-Inhalation wurde an Tag 8 (d8) der Tod der Tiere vor der Enukleation 

herbeigeführt. Die CO2-Inhalation mit schrittweiser Erhöhung der CO2-

Konzentrationen gehört zu den adäquaten Tötungsverfahren von Nagetieren zu 

wissenschaftlichen Zwecken nach den Bestimmungen der europäischen 

Tierschutzverordnung (Vgl. TierSchVersV vom 1. August 2013, Anlage 2 zu §2 Absatz 

2).  

 

1.5 Enukleation 

Nach Eintreten des Todes durch CO2-Inhalation wurde die Enukleation unter dem 

Stereomikroskop durchgeführt. Nach der Dekapitation mit einer Schere wurden die 

Lidspalten nach lateral und medial erweitert. Es folgte die stumpfe Präparation unter 

Zuhilfenahme der geschlossenen Branchen einer Mikro-Federschere (Geuder AG, 

Heidelberg, Deutschland) zur Dissektion des Bulbus von Augenmuskeln und 

Bindegewebe. Nach der Mobilisierung desselben wurde der N. opticus durchtrennt. 

Dabei wurde insbesondere in der Auswertungsgruppe I darauf geachtet, den N. 

opticus möglichst lang abzusetzen. Der Bulbus wurde aus der Orbita gehoben und je 

nach zugehöriger Analysemethode weiter behandelt (siehe III.2.2.1 Herstellung von 

Flachpräparaten, III.2.3.1, III.2.4.1).  
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2. Analytische Methoden 

Die analytischen Methoden umfassen die Kresylblau-Färbung der Flachpräparate zur 

Erfassung der Neuronenanzahl in der Ganglionzellschicht (GCL), die Toluidinblau-

Färbung der Sehnervenquerschnitte zur Ermittlung der Axonzahl, die Färbung von 

Kryoschnitten mit Dihydroethidhin (DHE) als Parameter für den oxidativen Stress und 

die quantitative Polymerasekettereaktion (RT - qPCR) zur Analyse der mRNA-Level.  

 

2.1 Gruppeneinteilung 

Insgesamt umfasst dieses Experiment 52 Tiere, die gleichmäßig auf zwei Gruppen 

verteilt Betulinsäure (nBA = 26) oder die Trägersubstanzen (Placebo) (nPlc = 26) 

erhielten. Aufgrund von Drop-outs gehen 46 Tiere (nBA/Plc=23) in die drei 

Auswertungsgruppen ein. Jedes Tier stellt ein HP- und ein NP-Auge dar, sodass sich 

in jeder Auswertungsgruppe vier Untergruppen aus den Kombinationen BA – HP/NP 

und Plc – HP/NP ergeben. Diese werden im Folgenden nicht einzeln aufgeführt: 

I. 1. Kresylblau-Färbung (Flachpräparate; Neurone in GCL) 

nBA = 8; nPlc = 8 (nur Retina)       Insgesamt:  

2. Toluidinblau-Färbung (Axonzahl im N. opticus)       nBA = 8; nPlc = 8 

nBA = 8; nPlc = 8 (N. opticus) 

II. Dihydroethidin-Färbung (oxidativer Stress)  

        gesamt: nBA = 7; nPlc = 7 

III. Quantitative PCR (mRNA, Genexpression) 

      gesamt: nBA = 8; nPlc = 8 

 

2.2 Methoden zur Erfassung der Anzahl von Neuronen in der retinalen 

    Ganglienzellschicht (GCL)  

2.2.1 Herstellung von Flachpräparaten 

Es sind verschiedene, sich ähnelnde Methoden zur Anfertigung von Flachpräparaten 

(auch Flat mounts oder Wholemounts genannt) beschrieben (284-286). Nach der 

Fixierung in 4% Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) für eine 

Stunde wurden die Bulbi in phosphatgepufferter Lösung (PBS; Sigma-Aldrich, Saint 

Louis, Missouri, USA) gewaschen und bis zur zeitnahen Präparation bei 4°C in PBS 

gelagert. Auch die Präparation selbst fand in PBS statt. Dies verhindert eine 

Beschädigung des Gewebes durch Austrocknung. Der Sehnerv war zugfrei nach der 

Enukleation und vor der Fixierung abgesetzt und in 2,5% Glutaraldehyd-Lösung (Fluka 

Chemika, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) überführt worden, da er für die 
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Bestimmung der Axonzahl im N. opticus genutzt werden würde (siehe III.2.3 Ermittlung 

der Axonanzahl im Nervus opticus).  

Die Präparation fand unter dem Stereomikroskop statt und begann mit der Entfernung 

von gegebenenfalls noch vorhandenen Resten der äußeren Augenmuskeln oder des 

Bindegewebes. Anschließend wurde der Bulbus durch eine zirkuläre Präparation 

entlang des Limbus zunächst eröffnet und von der Cornea getrennt. Die Linse wurde 

entfernt und vier Einschnitte orthogonal zur Präparationsfläche in Richtung der Papille 

angebracht. Überschüssiges Gewebe wurde entfernt und die vier Quadranten der 

Retina wurden kreuzförmig ausgebreitet (siehe untenstehende Abbildung III). 

 

 

2.2.2 Kresylblau-Färbung  

Die Nissl-Färbung gehört zu den etablierten Übersichtsfärbungen in der 

Neuroanatomie und findet dementsprechend auch Anwendung bei der Darstellung der 

retinalen GCL (287, 288). Es können verschiedene basische Farbstoffe (289) wie 

Kresylviolett (121, 289) oder Methylenblau (284, 288) eingesetzt werden. In dieser 

Untersuchung fand Kresylblau Verwendung: 

Die vorbereiteten Flachpräparate wurden zunächst in PBS gewaschen. Nach der 

Dehydrierung und anschließender Rehydrierung durch an- und wieder absteigenden 

Ethanolkonzentrationen zwischen 70 – 100% erfolgte die Überführung in destilliertes 

Wasser zur Waschung. Anschließend fand die Färbung mit 2% Kresylblau (Merck, 

Darmstadt, Deutschland) statt. Hieran schloß sich die Entfernung des überschüssigen 

Farbstoffs und Dehydratisierung in Ethansäure (Eisessig) und 70% Ethanol an. Nach 

Abbildung III: Makroskopische Ansicht eines Flachpräparats, Markierung der 
vordefinierten Bereiche für die Fotographien (1) 
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der Inkubation in Xylol bzw. Dimethylbenzen (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden 

die gefärbten Flachpräparate mit schnell härtendem Fixiermittel (Eukitt®, Merck, 

Darmstadt, Deutschland) auf Objektträgern aufgebracht und mit Deckgläsern 

abgeschlossen.  

Kresylblau ist ein organischer Farbstoff, der bei neutralen pH-Werten als Kation 

vorliegt (290, 291) und sich an DNA (291), RNA und Ribosomen (292) anlagert. 

Hierüber werden Strukturen im Zellkern violett bis blau angefärbt (292), aber auch die 

Nissl-Substanz sichtbar: Die Nissl-Substanz stellt das mRNA-haltige raue 

endoplasmatische Retikulum dar (293) und führt zur Darstellung der Somata. In 

Axonen ist der Gehalt der Nissl-Substanz zu gering, sodass diese nicht dargestellt 

werden (294). Die morphologische Unterscheidung der Zellen ist jedoch anhand der 

Somata möglich (siehe III.2.2.3). Die Herstellung von Flachpräparaten und 

nachfolgende Färbung fanden in Zusammenarbeit mit -aus datenschutzrechtlichen 

Gründen entfernt- (Augenklinik und Poliklinik, Universitätsmedizin Mainz) statt. 

  

2.2.3 Bildgewinnung und -analyse (Zellzählung) 

Unter Verwendung eines Vanox-T-Mikroskops (Olympus, Hamburg, Deutschland) und 

angeschlossener Digitalkamera mit CCD-Sensor (charge-coupled device) (Hitachi, 

Chiyoda, Tokio, Japan) und unter Zuhilfenahme der Diskus-Software (Carl H. Hilgers, 

Königswinter, Deutschland) wurden pro Flachpräparat 16 Aufnahmen, je vier pro 

Quadranten gemacht. Davon stammen je zwei Aufnahmen aus dem zentralen 

(proximaler Bildrand 0,75 mm Zentrum der Papille entfernt) und zwei Aufnahmen aus 

dem peripheren (1,65 mm vom Zentrum der Papille gelegen) Bereichen (siehe auch 

Abbildung III).  

Die Analyse der Bilder, also die Zählung der Zellen wurde verblindet mithilfe der 

Zellzählungsfunktion des Open Source-Programms ImageJ (Wayne Rasband, 

National Institute of Health, USA [http://rsb.info.nih.gov/ij]) durchgeführt. 

Dabei ist eine morphologische Unterscheidung zwischen Neuronen, Gliazellen und 

Endothelzellen und somit die Zählung der Neurone möglich (284). Als Neurone werden 

Zellen ab einem Durchmesser von 8 μm, mit starker Nissl-Färbung, prominentem 

Nucleolus und irregulären Ausläufern erkannt. Gliazellen hingegen haben einen 

Durchmesser unterhalb von 8 μm und eine gleichmäßige, rundliche Außenkontur. 

Endothelzellen stellen sich als längliche Zellen dar (1, 284). In Abbildung IV sind 

einzelne Beispiele der genannten Zelltypen in einem Ausschnitt der mikroskopischen 

Ansicht markiert. 

http://rsb.info.nih.gov/ij
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Auf der Basis dieser morphologischen Unterteilung ist jedoch eine Differenzierung 

zwischen retinalen Ganglienzellen und anderen Neuronen, wie Amakrinzellen nicht 

möglich (284).  

 

 

2.3 Ermittlung der Axonanzahl im Nervus opticus 

Mithilfe der Toluidinblau-Färbung können die Myelinscheiden der Axone im Nervus 

opticus dargestellt und somit der Auswertung zugänglich gemacht werden. Hierüber 

ist die Anzahl von Ganglienzellen in der Retina (RGC) nach dem IRI bestimmbar (295) 

und eine Differenzierung der RGC von der Gesamtzahl neuronaler Zellen in der GCL 

möglich. Die Toluidinblau-Färbung wurde in Kooperation mit -aus 

datenschutzrechtlichen Gründen aus der elektronischen Fassung entfernt- (Institut für 

Pathologie, Universitätsmedizin Mainz) durchgeführt.  

 

2.3.1 Anfertigung der Schnittpräparate und die Toluidinblau-Färbung 

An die Fixierung in 2,5% Glutaraldehyd-Lösung nach der Enukleation schloss sich eine 

Nachfixierung in 1% Osmiumtetroxid-Lösung an. Hierdurch konnten insbesondere 

Lipide in Plasmamembranen fixiert und auch Myelinscheiden dargestellt werden (296). 

Es folgte die Einbettung in Kunststoff mit anschließender Polymerisation bei 60°C.  

Mit einem Ultramikrotom (Ultracut E, Leica, Bensheim, Deutschland) wurden 

Semidünnschnitte im Sinne von Querschnitten des N. opticus angefertigt und auf 

Standardobjektträger aufgebracht. Diese Schnittpräparate wurden dann in 1% 

Toluidinblau und 1% Natriumborat nach Standard gefärbt. Toluidinblau ist ein 

metachromatischer, basischer Thiazinfarbstoff (289, 297). Er lagert sich insbesondere 

an saure Substanzen (297) an und wird für Übersichtsfärbungen genutzt (298). 

Abbildung IV: Mikroskopische Ansicht eines retinalen Flachpräparats (Nissl-Färbung);   
N=Neuron, G=Gliazelle, E=Endothelzelle (1) 
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Substanzen, die über eine Metachromasie verfügen werden nicht blau, sondern rot 

dargestellt (297). 

 

Abbildung V: Sehnervenquerschnitt mit Toluidinblau-Färbung, umrahmt sind die vordefinierten Bereiche 
zur Auswertung (295) 

 

2.3.2 Ermittlung der Axonanzahl 

Unter einem Stereolichtmikroskop (Vanox-T Olympus, Hamburg, Deutschland) 

wurden über die angeschlossenen CCD-Kamera (Hitachi, Chiyoda (Tokio), Japan), pro 

Querschnitt (eines N. opticus) fünf Bereiche fotografiert. Hierbei wurden stets ein 

zentrales Bild und vier periphere, nicht überlappende Bilder à 80 x 60 µm angefertigt 

(siehe Abbildung V). Mithilfe der Open-Source-Software ImageJ (Wayne Rasband, 

National Institute of Health, USA [http://rsb.info.nih.gov/ij]) wurde die Axonanzahl durch 

einen verblindeten Untersucher ermittelt, sodass die mittlere Axonanzahl bestimmt 

werden konnte. Ein beispielhafter Ausschnitt der Ansicht unter dem Mikroskop wird in 

Abbildung VI gezeigt.  

 

Abbildung VI: Sehnervenquerschnitt mit Toluidinblau-Färbung der Myelinscheiden aus der 
Referenzgruppe (Trägersubstanzen, Auge mit normalem IOP)  

 

http://rsb.info.nih.gov/ij
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2.4 Dihydroethidium-Färbung zur ROS-Bestimmung 

Bei der DHE-Färbung wird ein Fluoreszenzfarbstoff zur Bestimmung des Gehalts an 

ROS eingesetzt. Da es sich bei ROS um reaktionsfreudige und instabile Verbindungen 

handelt, wurden Kryoschnitte angefertigt, um ihre Konservierung bis zur Färbung zu 

gewährleisten.  

 

2.4.1 Anfertigung der Schnittpräparate für die DHE - Färbung 

Die Bulbi aus der zweiten Gruppe zur Bestimmung des ROS-Gehalts wurden nach der 

oben beschriebenen Enukleation (siehe III.1.5) in TissueTek® O.C.T.TM Compound 

(Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, Deutschland) orientiert eingebettet und bei 

-20°C tiefgefroren. Ab dem Folgetag wurden die Bulbi durch luftdichte Verpackungen 

vor Austrocknung geschützt und bei -80°C gelagert. Durch die Orientierung wurde 

gewährleistet, dass eine sagittale Schnittführung möglich war.  

Die Schnittpräparate wurden an einem Rotationsmikrotom mit Kryostat CM1850 

(Leica, Wetzlar, Deutschland) bei -30°C erstellt. Nach dem Erreichen der 

Zieltemperatur im Kryostat wurden die Gewebeproben zur Akklimatisierung aus dem 

Gefrierschrank von −80°C dorthin verbracht.  

Es wurde mithilfe der lichtmikroskopischen Kontrolle ungefärbter Schnitte die 

parazentrische Region um die Papille sicher identifiziert und hier dann 

Schnittpräparate von 10µm Dicke angefertigt. Pro Auge wurden mindestens vier 

Schnittpräparate von 10μm Dicke auf einem ebenfalls bei -30°C akklimatisierten 

Objektträger (SuperFrost® PlusTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA) platziert. Durch die Akklimatisierung des Objektträgers wurde die vorzeitige 

Erwärmung der Schnittpräparate und der Abfall der ROS verhindert.  

Mit dem zweiten Auge des entsprechenden Tieres wurde analog verfahren und die 

gewonnen Schnittpräparate wurden auf demselben Objektträger platziert. Somit 

befinden sich die Schnittpräparate beider Augen eines Tieres auf demselben 

Objektträger und unterliefen bei der Färbung eine identische Prozedur. Es wurden 

mehrere Objektträger pro Tier angefertigt und die DHE-Färbung direkt im Anschluss 

durchgeführt. Während der Vorbereitung der Färbung verblieben die Schnittpräparate 

im Kryostat bei -30°C. Überzählige Schnittpräparate wurden bei −80°C gelagert. 
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2.4.2 Dihydroethidium-Färbung 

Da Dihydroethidium (Hydroethidin, C21H21N3; DHE, Invitrogen, Life Technologies 

Carlsbad, Kalifornien, USA) ein lichtempfindlicher Farbstoff ist, fanden die im 

Folgenden genannten Maßnahmen unter standardisierter, minimalster Beleuchtung 

statt. 

Für die Färbung musste zunächst ausgehend von der Stammlösung mit einer DHE-

Konzentration von 5  mM eine Verdünnungsreihe angesetzt werden. Durch die Zugabe 

von Dimethylschwefeloxid (DMSO, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 

phosphatgepufferter Lösung (PBS, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) wurde 

eine finale DHE-Konzentration von 1μM erreicht und der DMSO-Anteil der fertigen 

Lösung auf unter 1% gesenkt.  

Aliquote mit je 1ml der DHE-Lösung wurden in lichtgeschützten Reaktionsgefäßen 

(Safe Lock, 2,0 ml, ambra; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei -20°C gelagert.  

Es wurde eine lichtgeschützte Feuchtkammer gewässert und ein DHE-Aliquot 

bereitgestellt. Unmittelbar vor der Zugabe der DHE-Lösung wurde der Objektträger in 

der Feuchtkammer platziert und die Schnittpräparate vorsichtig mit 1ml DHE-Lösung 

pro Objektträger benetzt. Anschließend wurde die Kammer geschlossen und bei 37°C 

für 30min inkubiert. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Schnittpräparate mit einem Deckplättchen 

versehen, die überschüssige DHE-Lösung vorsichtig entfernt und unverzüglich wie im 

Folgenden beschrieben Fotographien der Präparate angefertigt. 

 

  

Abbildung VII: Kryoschnittpräparat der Retina (DHE-Färbung, TRITC-Filter, 20fache Vergrößerung) 
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2.4.3 Aufnahmen der DHE-gefärbten Schnittpräparate 

Die gefärbten Schnittpräparaten wurden unter einem inversen 

Fluoreszenzstereomikroskop (Nikon Eclipse TS100 mit Nikon Intensilight C-HGFI; 

Nikon Corporation, Chiyoda, Tokio, Japan) betrachtet, an welches eine CCD-Kamera 

(Nikon DS-Fi1, Nikon Corporation, Chiyoda, Tokio, Japan) angeschlossen war. Da die 

Intensität der Fluoreszenz nach der Färbung mit der verstreichenden Zeit abnimmt, 

wurden die Aufnahmen der DHE-gefärbten Schnittpräparate so zügig wie möglich 

durchgeführt.  

DHE reagiert mit O2
•- zu 2-Hydroxyethidium (2-OH-Ethidium). Außerdem kann durch 

andere ROS Ethidium als unspezifisches Oxidationsprodukt entstehen (299, 300). 2-

OH-Ethidium und Ethidium haben benachbarte Absorptionsmaxima und fluoreszieren 

beide rot. Weiterhin können sich auch nicht-fluoreszierenden Oxidationsprodukten 

bilden (299).  

Für die Aufnahmen wurde ein Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat-(TRITC)-Filter zur 

gezielten Anregung verwendet. Die Extinktions- und Emissionsmaxima von TRITC 

fallen in ähnliche Bereiche wie die von 2-OH-Ethidium und Ethidium (299, 301).  

Nach einer raschen orientierenden Inspektion der Schnittpräparate wurden pro Auge 

jeweils zwei Aufnahmen der parazentrischen Region um die Papille unter 20facher 

Vergrößerung gewonnen (siehe Abbildung VII). Diese Aufnahmen wurden alternierend 

von beiden Augen mit einer Expositionsdauer von 2 Sekunden (Gain: 4,8) über die 

angeschlossene CCD-Kamera erstellt und mithilfe der Software NIS-Elements Basic 

Research (Nikon Corporation, Chiyoda, Tokio, Japan) gesichert. Auch diese 

Aufnahmen wurden aufgrund der Lichtsensitivität der Fluoreszenzfarbstoffe im 

Dunkeln durchgeführt. 

 

2.4.4 Auswertungsverfahren der DHE-Präparate 

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Open-Source-Software ImageJ (Wayne Rasband, 

National Institute of Health, USA [http://rsb.info.nih.gov/ij]). Mit diesem Programm ist 

es möglich in der Ganglienzellschicht die gemittelte Leuchtdichte bezogen auf eine 

entsprechende Fläche zu bestimmen (siehe Abbildung VIII). Es kann also die Intensität 

der DHE-Fluoreszenz unter Berücksichtigung der vorhandenen Zelldichte und 

Schichtdicke der GCL bestimmt werden. Hierdurch werden vergleichbare Daten 

ermittelt, da die Leuchtdichte pro Fläche auch den großen Schwankungen der 

Ganglienzellschichtdicken bzw. -dichten Rechnung tragen kann.  

http://rsb.info.nih.gov/ij
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Abbildung VIII: Auswertung der DHE-Färbung mit ImageJ; die auszuwertende Fläche ist gelb umrahmt 
dargestellt 

 

2.5 Bestimmung der postinterventionellen Genexpression 

Die postinterventionelle Genexpression lässt sich anhand der mRNA durch eine 

quantitative Reverse - Transkriptase - Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) erfassen. 

Die PCR hat in der Medizin und Molekularbiologie seit ihrer Entwicklung und 

technischen Umsetzung 1985 durch Kary Mullis breite Anwendung zur Analyse der 

DNA gefunden (302, 303). Durch den Einsatz der reversen Transkriptase entsteht auf 

der Basis von RNA komplementäre DNA (cDNA), sodass auch mRNA-Level mittels 

qPCR erfasst werden können (13, 304). Die RT-qPCR gilt als sensitivstes Verfahren 

zur Quantifizierung von mRNA (302). Die nachfolgend beschriebenen Verfahren 

wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von -aus datenschutzrechtlichen 

Gründen entfernt- (Institut für Pharmakologie, Universitätsmedizin Mainz) realisiert.  

 

2.5.1 Extraktion der mRNA  

Zunächst musste aus den postinterventionellen Retinae die RNA extrahiert und von 

DNA sowie Proteinen isoliert werden. Die Retinae wurden hierfür nach der Enukleation 

und Präparation in flüssigem Stickstoff konserviert. Zur Extraktion wurde das Set 

peqGOLD TriFastTM (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) 

eingesetzt, welches für die gleichzeitige Isolation von RNA, DNA und Proteinen über 

die Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode genutzt werden kann. Ein ausführliches 

Protokoll ist online3 abrufbar, während hier eine zusammenfassende Darstellung folgt: 

 
3 https://ru.vwr.com/assetsvc/asset/ru_RU/id/17035117/ contents, abgerufen 17.03.2020 
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Nach der Homogenisierung des Gewebes mit der TriFast-Lösung 

(Guanidinisothiocyanat/Phenol-Mischung) wurde durch den Zusatz von Chloroform 

(0,2ml/ml TriFast-Lösung) eine Phasentrennung erzielt. In der wässrigen Phase 

befindet sich die RNA, welche von den übrigen Phasen isoliert wurde. Durch die 

Zugabe von Isopropanol (0,5ml / ml TriFast-Lösung) präzipitierte die RNA, welche 

sodann in 75% Ethanol gewaschen und anschließend in einem passenden Medium 

(deionisiertes Formamit, 0,5% SDS, H2O) gelöst wurde. 

 

2.5.2 Gewinnung von cDNA 

Um anhand der RNA cDNA zu gewinnen und diese als Substrat der DNA-Polymerase 

der PCR zuführen zu können, kam das Enzym reverse Transkriptase (RT) zum Einsatz 

(246). Hier wurde das High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) eingesetzt. Die ausführliche Beschreibung 

der Materialien und der detaillierte Ablauf können ebenfalls online4 abgerufen werden.  

Diese gebrauchsfertige, gepufferte Lösung enthält neben der MultiScribeTM RT, Primer 

und Desoxynukleotide. Die extrahierte RNA wurde zugesetzt und bis zur Verwendung 

auf Eis gelagert. Im Thermocycler (CFX Connect Real-Time System 185-5200, Bio-

Rad Laboratories, München, Deutschland) wurden dann verschiedene 

Temperaturstufen durchlaufen und durch die RT aus der RNA cDNA gewonnen. Damit 

stand am Ende der Reaktion das Ausgangsprodukt für die PCR zur Verfügung.  

 

2.5.3 Das Prinzip der PCR 

Die PCR dient der exponentiellen Vervielfältigung von DNA-Sequenzen (305). Pro 

Zyklus verdoppelt sich (in der Theorie) die Anzahl der replizierten DNA-Kopien; am 

Ende werden demnach 2c Kopien (c=Anzahl verwendeter Zyklen) pro initialem cDNA-

Molekül gewonnen. Neben der cDNA als Matrize werden eine hitzestabile DNA-

Polymerase, Primersequenzen passend zu den zu replizierenden cDNA-Sequenzen 

und Desoxynukleotide zugefügt (303). 

Ein Zyklus in der PCR besteht aus drei Phasen: der Denaturierungs-, der 

Hybridisierungs- und der Elongationsphase (siehe Abbildung IX). Während einer PCR 

werden in der Regel zwischen 25 – 35 Zyklen durchlaufen (303):  

 
4 https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_042557.pdf, abgerufen 17.03.2020 

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_042557.pdf
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Abbildung IX: Prinzip der PCR 

1. Durch die Erwärmung des Ansatzes auf 94-98°C lösen sich die DNA-Stränge 

voneinander und liegen als Einzelstränge vor (Denaturierung).  

2. Nach einer Abkühlung auf eine Temperatur unterhalb der Schmelztemperatur 

der Primer können sich diese an die DNA anlagern und mit den passenden 

Sequenzen hybridisieren (Hybridisierung / Annealing).  

3. Eine erneute Erwärmung auf das Temperaturoptimum der zugesetzten DNA-

Polymerase, hier eine hitzestabile Taq-Polymerase (aus Thermus aquaticus) 

mit einem Optimum zwischen 70-80°C, führt zur Elongation der Primer und 

Komplettierung des DNA-Einzelstrang-Primer-Komplexes zu einem DNA-

Doppelstrang (Elongation).  

Der letzte Elongationsschritt hat eine längere Dauer und erlaubt den Abschluss 

gegebenenfalls zuvor nicht komplettierter DNA-Doppelstränge. Zur Beendigung 

der PCR kann eine Abkühlung auf 4°C erfolgen oder EDTA zugesetzt werden 

(Termination). 

 

2.5.4 Hot-Start PCR 

In diesem Experiment wurde die PCR in einem StepOnePlusTM - Real Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA) unter Verwendung des 

SYBR® Green JumpStartTM Taq ReadyMixTM (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 

USA) durchgeführt (ausführliche Protokoll: siehe online5). Hierbei handelt es sich um 

eine Hot-Start PCR, die mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green I (C32H37N4S 

Zipper) quantifiziert werden kann. Der Ansatz enthielt zudem einen internen 

Referenzfarbstoff mit einem Extinktionsmaximum bei λ=586nm und einem 

 
5 https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/s4438bul.pdf,  

abgerufen 17.03.2020 

1.  Denaturierung 
                                                  
                                         
                                                        
                                            
                                                                         2. Hybridisierung 
 
 
 
                                               
                                                            3. Elongation 

https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/s4438bul.pdf
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Emissionsmaximum bei λ=605nm. Die verwendeten Primer finden sich nachstehend 

(siehe III.2.2.5). Die Besonderheit der Hot-Start PCR liegt darin, dass hier durch einen 

Antikörper die DNA-Polymerase gehemmt wird. Erst bei Temperaturen über 70°C 

dissoziiert der Antikörper-Enzym-Komplex und die DNA-Polymerase erreicht ihre volle 

Aktivität (siehe VIII.4 Protokoll 3). Hierdurch wird die Vervielfältigung von DNA-

Sequenzen, die unspezifisch an Primer gebunden haben, vermindert (302). 

SYBR Green I bindet an die kleine Furche doppelsträngiger DNA und fluoresziert nur 

in dieser gebundenen Form grün (λ≈521nm), wenn er mit blauem Licht (λ≈495nm) 

angeregt wird (302, 306). In jedem Zyklus verdoppelt sich der Gehalt doppelsträngiger 

DNA, sodass auch die Bindungsstellen für SYBR Green I und damit die Fluoreszenz 

zunimmt. Hierdurch kann während der laufenden PCR die Replikation verfolgt werden 

(Real Time-PCR) und der Quantifizierung dienen (302). 

 

2.5.5 Verwendete Primersequenzen (forward – reverse) 

nNOS (TCCACCTGCCTCGAAACC) – (TTGTCGCTGTTGCCAAAAAC);   

eNOS (CCTTCCGCTACCAGCCAGA) – (CAGAGATCTTCACTGCATTGGCTA)  

iNOS (CAGCTGGGCTGTACAAACCTT ) – (CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG) 

NOX1 (GGAGGAATTAGGCAAAATGGATT) – (GCTGCATGACCAGCAATGTT)  

NOX2 (CCAACTGGGATAACGAGTTCA) – (GAGAGTTTCAGCCAAGGCTTC) 

NOX4 (TGTAACAGAGGGAAAACAGTTGGA) – 

(GTTCCGGTTACTCAAACTATGAAGAGT) 

SOD1 (CCAGTGCAGGACCTCATTTTAAT) – (TCTCCAACATGCCTCTCTTCATC) 

SOD2 (GCTCTGGCCAAGGGAGATG) – (TGTCCCCCACCATTGAACTT) 

SOD3 (TTCTTGTTCTACGGCTTGCTACTG) – (AGCTGGACTCCCCTGGATTT) 

CAT (CAAGTACAACGCTGAGAAGCCTAAG) – (CCCTTCGCAGCCATGTG) 

GPx1 (CCTTGCCAACACCCAGTGA) – (CCGGAGACCAAATGATGTACTTG) 

HO1 (GGTGATGCTGACAGAGGAACAC) – (TAGCAGGCCTCTGACGAAGTG) 

TBP (CTTCGTGCAAGAAATGCTGAAT) – (CAGTTGTCCGTGGCTCTCTTATT) 

 

2.5.6 Quantifizierung 

Die absolute Quantifizierung ist trotz ihres Namens eher eine schätzende Messung 

der DNA-Kopienzahl und weist insbesondere in Bezug auf die mRNA Schwächen auf. 

Deshalb wurde eine relative Quantifizierung durch den Vergleich der CT-Werte (CT : 

threshold cycle value, Schwellenwertzyklus) angewandt.  



67 
 

Der CT ist der Zyklus, in dem die Fluoreszenz den Schwellenwert zur Signifikanz 

überschreitet. Er ist umgekehrt proportional zur ursprünglichen Anzahl von cDNA-

Kopien: je mehr Kopien vorhanden sind, desto schneller wird der Schwellenwert 

erreicht. Über den CT-Wert kann anhand von Standardkurven auf die ursprüngliche 

Kopienanzahl rückgeschlossen und diese mithilfe eines Haushaltsgens normiert 

werden. Hierdurch erhält man die relative Genexpression der gesuchten Enzyme. Der 

Schwellenwert wird hierbei so gewählt, dass die exponentielle Phase der PCR erfasst 

wird, in der die oben dargestellten Reaktionen unter optimalen Bedingungen ablaufen 

(302). 

Da SYBR Green I zur Quantifizierung verwendet wird und unspezifisch an 

Doppelstrang-DNA bindet, kann keine Multiplex-Analyse durchgeführt werden, 

sondern das Haushaltsgen und die entsprechenden Zielgene müssen in jeweils einem 

eigenen Gefäß erfasst werden. Über verschiedene Gefäße kann das für sich 

genommen unspezifische Fluoreszenzsignal jedoch der jeweiligen DNA-Sequenz 

zugeordnet werden (siehe VIII.4 Protokoll 3, (302)). Als Haushaltsgen, auf das die 

Genexpression normiert wird, dient das TATA-binding Protein (TBP) und als 

Referenzwert (=100%) gilt jeweils die Expression im NP-Auge der Kontrollgruppe 

(Trägersubstanz).  

 
 
 
 
 
 

3. Statistische Verfahren 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den Programmen GraphPad Prism 

6 und SPSS23. Beim Vergleich zweier Gruppen wurden ein gepaarter bzw. 

ungepaarter, zweiseitiger t-Test angewandt. Bei der Prüfung der Signifikanz zwischen 

mehr als zwei Gruppen  wurde das Signifikanzniveau mittels Bonferroni-Korrektur bzw. 

Games-Howell-Test entsprechend angepasst. Die Werte werden im Folgenden in der 

Form Mittelwert +/− Standardfehler auf den Mittelwert (SEM, engl. standard error of 

the mean) oder Mittelwert +/− Standardabweichung (SD, engl. standard deviation) 

angegeben und entsprechend kenntlich gemacht.   
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IV. Ergebnisse 

1. Veränderung des Gewichts 

Im Verlauf des Beobachtungszeitraums haben alle Tiere Gewicht verloren (siehe 

Abbildung X), aber die vorgeschriebene Untergrenze nicht unterschritten. Diese 

Grenze liegt bei einem Verlust von 20% des Ausgangsgewichts. 

  

Abbildung X:  Ausgangs- und Endgewicht [g] unter Betulinsäure (links) bzw. den Trägersubstanzen 
(rechts); in rot ist die vorgegebene Untergrenze dargestellt (80% des Ausgangsgewichts) 

In beiden Gruppen sind signifikante Gewichtsverluste aufgetreten, jedoch ist das 

Ausmaß des Verlusts nicht signifikant (p>0,05) verschieden (siehe Abbildung XI). 

 

Abbildung XI: Veränderungen des Gewichts in Bezug auf das Ausgangsgewicht [%] während des 
Experiments (d-1 bis d8); Darstellung: Mittelwert +/- Standardfehler auf den Mittelwert (SEM) 
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2. Beobachtung des Intraokulardrucks (IOP) 

Alle mittleren IOP-Werte liegen vor und nach dem IRI im physiologischen Bereich des 

IOPs bei C57/B6J-Mäusen6. In Abbildung XII ist die Verteilung der IOP-Mittelwerte der 

Einzelmessungen pro Tier (A1 - M6) und der jeweiligen Gruppe (nach Auge und 

Substanz) am achten Tag der Reperfusion gezeigt. Abbildung XIII vergleicht die IOP-

Mittelwerte beider Gruppen am Vortag des IRI und am achten Tag der Reperfusion  

Abbildung XII: Postischämische Verteilung des Intraokulardrucks (d8) unter Betulinsäure (rechts) und 
den Trägersubstanzen (links); die Werte liegen unter der tolerierten Obergrenze von 24,7mmHg (in rot); 
NP=Normaldruck; HP=Hochdruck 

 

Abbildung XIII: Intraokulardruck am Vortag (d-1) der IRI-Induktion und am achten Tag (d8) der 
Reperfusion für die Behandlungsgruppe (Betulinsäure) und Kontrollgruppe (Trägersubstanzen); 
Darstellung: Mittelwert +/- Standardabweichung.  

 
6 unter Berücksichtigung der Varianz bei der Messung des IOPs, siehe dazu auch bei Qiu (281. Qiu Y, 

Yang H, Lei B. Effects of three commonly used anesthetics on intraocular pressure in mouse. Current 
eye research. 2014;39(4):365-9.) 
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Vorbemerkung zu den Ergebnissen 

Im Folgenden werden die Unterschiede im Überleben verschiedener Neurone der 

Ganglienzellschicht, des oxidativen Stresses und der Genexpression betrachtet. Dabei 

wird sowohl auf die Unterschiede zwischen den Augen mit (HP, high pressure) und 

ohne (NP, normal pressure) Erhöhung des Intraokulardrucks (IOP) innerhalb der 

jeweiligen Gruppen, als auch auf die Kontraste zwischen der Kontroll- 

(Trägersubstanzen) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure) eingegangen.  

Der Wert des NP-Auges der Kontrollgruppe dient als Referenzwert (=100%) für 

sämtliche Veränderungen, da sich hier nur die Effekte der Kanülierung ohne Induktion 

einer Ischämie und der Trägersubstanzen niederschlagen.  

 

3. Anzahl der Neuronen in der Ganglienzellschicht (GCL) und Anzahl der retinalen 

Ganglienzellen (RGC) 

Am achten postischämischen Tag lässt sich in den Flachpräparaten (Abbildung XIV) 

der Kontrollgruppe ein hochsignifikanter Abfall der Neuronenanzahl in der GCL des 

HP-Auges im Vergleich zum NP-Auge feststellen (p<0,01). In der Behandlungsgruppe 

bleibt ein signifikanter Abfall der Neuronenanzahl in der Retina aus (p>0,05). Die 

Anzahl der Neurone im HP-Auge der Behandlungsgruppe ist zudem signifikant höher 

(p<0,05), als im HP-Auge der Kontrollgruppe, während sich die Werte zu den und 

zwischen den NP-Augen nicht signifikant unterscheiden. 

Abbildung XV zeigt zur Veranschaulichung einen Vergleich von vier Flachpräparaten. 

Diese zeigen exemplarisch die Retinae der HP- und NP-Augen der Behandlungs- und 

Kontrollgruppe.  

 

Auch der Verlust von RGC (Abbildung XVI), die über ihre Axone im Sehnerven erfasst 

werden können (295), ist in der Kontrollgruppe signifikant (p<0,05). In der 

Behandlungsgruppe ist die Axonanzahl nicht signifikant reduziert. Die Werte der HP- 

und NP-Augen der Gruppe unter Betulinsäure sind jedoch signifikant (p<0,05) größer 

als im HP-Auge der Kontrollgruppe, während kein signifikanter Unterschied zum 

Referenzwert (Kontrollgruppe, NP-Auge) besteht.  

Abbildung XVII zeigt ebenfalls einen exemplarischen Vergleich von 

Sehnervenquerschnitten der vier untersuchten Gruppen.  
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Abbildung XIV: relative Anzahl der Neurone in der GCL pro Retina unter den Trägersubstanzen und 
unter Betulinsäure; die Werte sind auf die nicht-ischämische Retina der Kontrollgruppe normiert (100%). 
Darstellung: Mittelwert +/- SEM; ** p<0,01 *p<0,05  

 

 

Abbildung XV: Beispielhafter Vergleich der Flachpräparate mit Kresylblau-Färbung aus der 
Behandlungs- (A – Betulinsäure, hoher IOP; B – Betulinsäure, normaler IOP) und Kontrollgruppe (C – 
Trägersubstanzen, hoher IOP; D – Trägersubstanzen, normaler IOP) 
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Abbildung XVII: Relative Anzahlen der RGC pro Retina in der Kontroll- (Trägersubstanzen) und 
Behandlungsgruppe (Betulinsäure) anhand der Axone der jeweiligen Sehnerven. Der NP-Wert der 
Kontrollgruppe dient als Referenzwert (100%). Darstellung: Mittelwert +/- SEM; **p<0,01 *p<0,05 

 

 

Abbildung XVIII: Beispielhafter Vergleich der Sehnervenquerschnitte mit Toluidinblau-Färbung in der 
Behandlungsgruppe (A – Betulinsäure, hoher IOP; B – Betulinsäure, normaler IOP) und Kontrollgruppe 
(C – Trägersubstanzen, hoher IOP; D – Trägersubstanzen, normaler IOP) mit und ohne IRI  
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4. Der oxidative Stress beim retinalen IRI 

Die DHE-Färbung zeigt keine signifikanten Unterschiede der Fluoreszenzintensitäten 

zwischen oder innerhalb der Kontroll- und Behandlungsgruppe (p>0,05). Dies spricht 

gegen unterschiedliche ROS-Konzentrationen oder das Auftreten von oxidativem 

Stress am achten postischämischen Tag (siehe Abbildung XVIII). 

 

 

Abbildung XVIII: Fluoreszenzintensitäten der DHE-Färbung zum Nachweis von erhöhten ROS-
Konzentrationen (oxidativem Stress) in den Retinae der Behandlungs- und Kontrollgruppe. Darstellung: 
Mittelwert +/- SEM 

 

 

5. Veränderungen der Genexpression beim retinalen IRI  

Die Expression der NOX1, SOD2, CAT, GPX1 und aller NOS-Isoformen ist am achten 

Tag der Reperfusion (d8) unverändert. Die relativen mRNA-Level der NOX2 sind in 

den Retinae der HP-Augen der Kontroll- und Behandlungsgruppe signifikant 

gegenüber den NP-Augen erhöht. Unter Betulinsäure finden sich zudem signifikant 

erhöhte mRNA-Level der NOX4, SOD1, SOD3 und HO1 in den Retinae der HP-Augen 

verglichen mit den NP-Augen in der Behandlungsgruppe. Die Veränderungen sind 

nachfolgend im Einzelnen dargestellt.  
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5.1 Expression der NADPH-Oxidasen beim retinalen IRI  

1. NOX1 beim retinalen IRI 

Es gibt keine signifikanten Unterschiede der relativen mRNA-Level der NOX1 

zwischen den HP- und NP-Retinae innerhalb oder zwischen der Behandlungs- und 

Kontrollgruppe am achten Tag (d8) der Reperfusion (Abbildung XIX).  

 

 

Abbildung XIX: Relative mRNA-Level der NOX1 beim IRI (d8) in der Kontroll- (Trägersubstanz) und 
Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der Kontrollgruppe 
(100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM 

2. NOX2 beim retinalen IRI 

In der Kontroll- und Behandlungsgruppe ist die NOX2-Expression in den HP-Augen 

gegenüber den jeweiligen NP-Augen signifikant verstärkt (siehe Abbildung XX).  

 

Abbildung XX: Relative mRNA-Level der NOX2 in der Retina nach IRI (d8) der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM, *p<0,05 
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3. NOX4 beim retinalen IRI 

Die mRNA-Level der NOX4 sind in der Kontrollgruppe unverändert. Unter der Gabe 

von Betulinsäure zeigt sich in den HP-Augen ein signifikanter Anstieg der NOX4-

Expression gegenüber den NP-Augen sowie der Kontrollgruppe (siehe Abbildung XXI).  

 

Abbildung XXI: Relative mRNA-Level der NOX4 in der Retina beim IRI (d8) der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM; *p<0,05 

5.2 Expression der Superoxiddismutasen beim retinalen IRI  

1. SOD1 beim retinalen IRI 

Die mRNA-Level der SOD1 sind in der Kontrollgruppe unverändert. Unter der Gabe 

der Betulinsäure zeigt sich in den HP-Augen ein signifikanter Anstieg der SOD1-

Expression gegenüber den NP-Augen sowie der Kontrollgruppe (Abbildung XXII).  

 

Abbildung XXIIII: Relative mRNA-Level der SOD1 in der Retina beim IRI (d8) der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM, *p<0,05 
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2. SOD2 beim retinalen IRI 

Es gibt keine signifikanten Unterschiede der relativen mRNA-Level der SOD2 

zwischen den HP- und NP-Retinae innerhalb oder zwischen der Behandlungs- und 

Kontrollgruppe. Die relative Expression ist in Abbildung XXIII dargestellt. 

 

Abbildung XXIII:  Relative mRNA-Level der SOD2 in der Retina beim IRI (d8) in der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM 

3. SOD3 beim retinalen IRI 

Die mRNA-Level der SOD3 sind in der Kontrollgruppe unverändert. Unter der Gabe 

der Betulinsäure zeigt sich in den HP-Augen ein signifikanter Anstieg der SOD3-

Expression gegenüber den NP-Augen sowie der Kontrollgruppe (Abbildung XXIV). 

 

Abbildung XXIV:  Relative mRNA-Level der SOD3 in der Retina beim IRI (d8) in der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM, *p<0,05 
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5.3 Expression der Katalase, Glutathionperoxidase 1, Hämoxygenase 1 beim IRI 

1. CAT beim retinalen IRI  

Es gibt keine signifikanten Unterschiede der relativen mRNA-Level der CAT zwischen 

den HP- und NP-Retinae innerhalb oder zwischen der Behandlungs- und 

Kontrollgruppe. Die relative Expression ist in Abbildung XXV dargestellt. 

 

Abbildung XXV:  Relative mRNA-Level der CAT in der Retina beim IRI (d8) in der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM 

2. GPX1 beim retinalen IRI 

Es gibt keine signifikanten Unterschiede der relativen mRNA-Level der GPX1 

zwischen den HP- und NP-Retinae weder innerhalb noch zwischen der Behandlungs- 

und Kontrollgruppe (siehe Abbildung XXVI). 

 

Abbildung XXVI:  Relative mRNA-Level der GPX1 in der Retina beim IRI (d8) in der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM 
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3. HO1 beim retinalen IRI 

Die mRNA-Level der HO1 sind in der Kontrollgruppe unverändert. Unter der Gabe der 

Betulinsäure zeigt sich in den HP-Augen ein signifikanter Anstieg der HO1-Expression 

gegenüber den NP-Augen sowie der Kontrollgruppe (Abbildung XXVII). 

 

Abbildung XXVII: Relative mRNA-Level der HO1 in der Retina beim IRI (d8) in der Kontroll- 
(Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-Level im NP-Auge der 
Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM, *p<0,05 
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5.4 Expression der NO-Synthasen beim retinalen IRI 

Es gibt keine signifikanten Unterschiede der relativen mRNA-Level der nNOS, iNOS 

oder eNOS zwischen den HP- und NP-Retinae innerhalb oder zwischen der jeweiligen 

Behandlungs- und Kontrollgruppe. Die Verteilungen der einzelnen Isoformen können 

den Abbildungen XXVIII A bis C entnommen werden. 

 

Abbildung XXVIII: Relative mRNA-Level der NOS ( A - nNOS; B - iNOS; C - eNOS) in der Retina beim 
IRI (d8) in der Kontroll- (Trägersubstanz) und Behandlungsgruppe (Betulinsäure); Referenzwert: mRNA-
Level im NP-Auge der Kontrollgruppe (100%); Darstellung: Mittelwert +/- SEM; 
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V. Diskussion 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Gabe von Betulinsäure beim retinalen 

Ischämie-Reperfusionsschaden (IRI) das Ausmaß der neuronalen Schädigung 

reduziert und daher protektiv wirkt. Am achten Tag der Reperfusion ist kein oxidativer 

Stress mehr über den ROS-Gehalt des Gewebes nachweisbar, aber es zeigen sich 

langfristige Wirkungen der Betulinsäure auf die Genexpression pro- und antioxidativer 

Enzyme. Die mRNA-Level von NOX1, SOD2, CAT, GPX1 und der drei NOS-Isoformen 

weisen zum Untersuchungszeitpunkt keine Unterschiede zwischen den 

Versuchsgruppen auf. Die NOX2-Expression ist hingegen nach dem IRI langfristig 

erhöht, ohne dass ein signifikanter Einfluss der Betulinsäure zu bestehen scheint. Im 

Gegensatz hierzu sind die mRNA-Level der antioxidativen Enzyme SOD1, SOD3 und 

HO1 und die Expression der NOX4 unter der Gabe von Betulinsäure nach acht Tagen 

Reperfusion gesteigert.  

 

1. Bekannte Auswirkungen der Betulinsäure beim (retinalen) IRI 

Die Betulinsäure hat sich bereits in der Niere (307), dem Myokard (308) sowie dem 

Gehirn (253, 269, 309) als protektiv beim IRI erwiesen. Von den genannten Organen 

dürfte das Gehirn der Retina am ähnlichsten sein, da die Retina Teil des Gehirns, 

genauer gesagt eine Ausstülpung des Dienzephalons ist (14-16). 

Bei dem In-vitro-Modell des IRI (Glukose- und Sauerstoffmangel, OGD) treten an 

zentralen Neuronen (Hippocampus) von Ratten (Sprague Dawley) unter Betulinsäure 

eine Reduktion der ROS-Produktion und oxidativer Schäden, sowie antiapoptotische 

Effekte auf (309). Auch in vivo scheint sich die antioxidative Wirkung der Betulinsäure 

beim zerebralen IRI zu bestätigen: bei Apoprotein-E-Knockout-Mäusen wird 

insbesondere die NOX2-Expression postischämisch gehemmt (269), während beim 

Wildtyp (Kunming) der verminderte Anstieg der NOX4-mRNA-Level von Vorteil zu sein 

scheint (253). Auch sind antinitrosative Effekte beim zerebralen IRI unter Betulinsäure 

beschrieben (269). Insgesamt wird der Betulinsäure damit eine neuroprotektive 

Wirkung bescheinigt (253, 269, 309).  

Beim renalen IRI unter Betulinsäure konnte an Ratten (Wistar) neben der Hemmung 

der postischämischen Leukozyteninfiltration sowie einem allgemeinen Schutz vor 

oxidativem Stress, auch ein Funktionserhalt der Natrium-Kalium-ATPase beobachtet 

werden (307). Dies spricht neben ihren antioxidativen Eigenschaften auch für eine 

günstige Wirkung der Betulinsäure auf die zelluläre Homöostase (siehe auch II.1.1, 

II.1.2), welche zu ihrer protektiven Gesamtirkung beitragen könnte.  
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Eine Gabe der Betulinsäure beim myokardialen IRI bei Ratten (Sprague Dawley) 

scheint die Erholung der Funktion zu fördern und hemmend auf Nekrose und Apoptose 

zu wirken, da unter anderem das Verhältnis von Proteinen aus der Bcl-Familie günstig 

beeinflusst wird (308).  

Somit scheinen die antioxidativen, antiapoptotischen und antinitrosativen 

Eigenschaften sowie ein günstiger Einfluss auf die zelluläre Homöostase zu den 

Einzelkomponenten der protektiven Gesamtwirkung der Betulinsäure beim IRI zu 

zählen (253, 269, 307-309). Die bisherigen Erkenntnisse zur Betulinsäure bilden die 

Grundlage, auf der eine neuroprotektive Wirkung auch beim retinalen IRI vermutet 

werden kann und sich in dieser Untersuchung bestätigt hat. 

Bei den vorangegangenen Untersuchungen ist jedoch die Gabe der Betulinsäure 

lediglich vor der Induktion des IRI erfolgt. Unklar bleiben hier die Auswirkungen einer 

Gabe nach dem Eintreten der Schädigung. Dies ist in Hinblick auf die Anwendung der 

Betulinsäure als Therapeutikum beim Menschnen insofern ungünstig, da der Zeitpunkt 

eines IRI beim Menschen nicht vorausgesehen werden kann. Daher wäre eine 

Dauermedikation z.B. bei Risikopatienten nötig, um die Ergebnisse aus den 

Tierversuchen zu übertragbar zu machen. Hierbei würden jedoch Patienten mit einem 

retinalen IRI, die zuvor kein entsprechendes Risikoprofil für eine solche 

Dauermedikation aufwiesen, nicht von der protektiven Wirkung der Betulinsäure 

profitieren können. Ebenso kann es Risikopatienten geben, die keinen retinalen IRI 

erleiden und somit daher bezüglich dieser Schädigung nicht von der Betulinsäure 

profitieren (wenngleich die Patienten sich über das Ausbleiben des IRI freuen dürften). 

Eine solche Dauermedikation (ohne Eintreten eines retinalen IRI) würde dann 

aufgrund der potentiellen (Arzneimittel-) Interaktionen und Minderung der Compliance 

bei steigender Komplexität der Medikation (310) ein mögliches Risiko darstellen, 

dessen Vermeidung wünschenswert wäre. Unter diesen Gesichtspunkten sind die 

möglichen Effekte einer Gabe der Betulinsäure nach dem Eintreten des retinalen IRI 

besonders interessant. Im Gegensatz zu den vorausgegangenen Arbeiten wird die 

Betulinsäure in dieser Arbeit sowohl am Vortag als auch über sieben Tage nach der 

Induktion des retinalen IRI gegeben. Damit werden erstmals in vivo sowohl die Effekte 

einer prä- als auch einer postinterventionellen Gabe erfasst. Die Wirksamkeit der 

Betulinsäure wird damit im Hinblick auf ihren Nutzen beim retinalen IRI umfassender 

geprüft, da erstmals die postinterventionellen Effekte berücksichtigt werden.  
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2. Auswirkungen der Betulinsäure auf die Anzahl der Neurone in der  

    Ganglienzellschicht und auf die Anzahl retinaler Ganglienzellen beim retinalen IRI  

In der Kontrollgruppe (Trägersubstanz) kommt es nach acht Tagen Reperfusion in der 

Ganglienzellschicht (GCL, engl. ganglion cell layer) zu einem Abfall der Anzahl 

retinaler Neurone allgemein und der retinalen Ganglienzellen (RGC, engl. retinal 

ganglion cells) im Speziellen, wohingegen kein signifikanter Verlust in der 

Behandlungsgruppe festgestellt werden kann. Dies spricht für eine protektive Wirkung 

der Betulinsäure.  

In den Flachpräparaten fallen in der GCL neben RGC vor allem auch verlagerte 

Amakrinzellen (dAC, displaced amacrine cells) (220) unter die erfassten Neurone, da 

diese Zelltypen in neuronalen (Standard-)Färbungen nicht zu unterscheiden (284, 311) 

und verschobene Horizontalzellen in der GCL eher selten sind (312).  

Der dAC-Anteil kann bei Ratten (201) und Mäusen (220) über 50% der Neuronen in 

der GCL ausmachen. Welches Gewicht die dAC in der menschlichen Retina haben, 

ist hingegen nicht eindeutig: Neufeld und Kollegen (201) beschreiben ein vereinzeltes 

Auftreten von dAC (morphologisch). Die Arbeitsgruppe von Curcio (221) gibt jedoch 

an, dass ihr Anteil zwischen 3% (Area centralis) und 70% (Ora serrata) variiert. Bei 

anderen Primaten (Alouatta caraya) machen die dAC in der GCL auch knapp 50% aus 

und weisen ein ähnliches Verteilungsmuster wie in der humanen Retina auf (312). In 

der Zusammenschau erscheint daher die Annahme eines substanziellen dAC-Anteils 

an den Neuronen in der GCL beim Menschen kohärent. Die dAC scheinen am 

Sehvorgang modulierend beteiligt zu sein (220). 

Beim retinalen IRI gehen vermutlich durch ähnliche Mechanismen sowohl RGC als 

auch Amakrinzellen verloren (9, 14, 232). Die hier bei einem retinalen IRI beobachtete 

Reduktion der Anzahl von Neuronen in der GCL der Kontrollgruppe stimmt demnach 

mit den Erwartungen überein und betrifft wahrscheinlich beide Zellpopulationen, 

ebenso wie die beschriebene protektive Wirkung der Betulinsäure. 

Der RGC-Verlust wurde außerdem separat erfasst und bestätigt den erwarteten 

Verlust durch den IRI sowie den Erhalt dieser Neuronen unter Betulinsäure.  

Der RGC-Verlust infolge des retinalen IRI führt zu einer Minderung des Visus (8, 9). 

Auch ein Verlust von dAC könnte das Sehvermögen beeinträchtigen, wenngleich noch 

unklar ist, wie sich dies im Detail auswirkt. Insgesamt scheint es jedoch wahrscheinlich, 

dass durch die Gabe von Betulinsäure auch ein besserer Visus nach retinalem IRI 

erzielt werden kann. Die an anderen Organen beschriebene protektive Wirkung der 

Betulinsäure beim IRI (253, 269, 307-309) tritt also auch in der Retina auf.  
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3. Auswirkungen der Betulinsäure auf den oxidativen Stress beim retinalen IRI 

Nach Beginn der Reperfusion kommt es schnell und somit früh zu einem starken 

Anstieg der ROS-Produktion (24, 50, 127, 170, 313), aber oxidativer Stress ist ebenso 

ein wichtiges Element der Neuroinflammation (14), welche zu den späten Ereignissen 

des IRI zählt (20, 21) (siehe auch II.1.3, II.1.3.2, II.1.4). Daher ist das Ausmaß der 

ROS-Produktion nach acht Tagen Reperfusion interessant und durch die zeitgleiche 

Bestimmung der mRNA-Level können erste Rückschlüsse auf potentiell beteiligte 

Enzyme gezogen werden. 

Hier wird die Färbung von Schnittpräparaten der Retina mit Dihydroethidium (DHE) 

genutzt, um oxidativen Stress nachzuweisen. Die DHE-Färbung zur Bestimmung des 

(relativen) ROS-Gehalts wird überwiegend innerhalb der ersten 24 Stunden der 

Reperfusion an Präparaten des Gehirns (280), der Retina (51, 64, 141, 314-317) sowie 

anderer Organe (Niere, Myokard) (318-321) oder Gewebe (Skelettmuskel) (322) 

durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Studien sprechen für eine erhöhte ROS-

Produktion in der Retina während dieser frühen Reperfusion (51, 316, 317), aber 

liefern keine Erwartungswerte für den achten postischämischen Tag. Zwei 

Arbeitsgruppen haben allerdings zu einem späteren Zeitpunkt die DHE-Färbung 

eingesetzt. Sie stellen auch in der gesamten Retina (homogenisiert) nach fünf Tagen 

(275) sowie in der Periinfarktregion des zerebralen Apoplex nach ein und zwei Wochen 

(121) Reperfusion signifikant erhöhte Fluoreszenzintensitäten als Marker für 

oxidativen Stress fest. Die hiesige Arbeit findet jedoch keinen Anhalt für langfristig 

erhöhte ROS-Konzentrationen in der Ganglienzellschicht (GCL) nach retinalem IRI.  

Möglicherweise ist die ROS-Produktion während der initialen Reperfusion gesteigert, 

aber zum Zeitpunkt der Messung so weit abgefallen, dass die vorhandene Fallzahl 

(n=7 pro Gruppe) nicht ausreicht, um signifikante Unterschiede festzustellen. Dieser 

Abfall könnte durch den Verlust von Neuronen in der GCL wie retinalen Ganglienzellen 

(RGC) als Folge des IRI zustande kommen: RGC sind aufgrund ihrer langen und 

metabolisch kostspieligen Axone besonders empfindlich gegenüber IRI (9) und 

enthalten viele Mitochondrien (69), welche in stoffwechselaktiven Geweben eine 

wichtige ROS-Quelle beim IRI darstellen (24). Hierdurch könnte bereits früh während 

der Reperfusion intensiver oxidativer Stress in den RGC entstehen. Es scheint 

plausibel, dass insbesondere solche Zellen, die durch ihre eigene ROS-Produktion 

intensivem oxidativem Stress ausgesetzt sein könnten, geringere Überlebenschancen 

haben. Das Absterben von RGC ist in der Kontrollgruppe beobachtet und könnte 
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konsekutiv eine Reduktion der ROS-Produktion und eine Verminderung des oxidativen 

Stresses in der GCL nachsichziehen. 

Die beiden Studien, die langfristig erhöhten oxidativen Stress nachweisen konnten, 

sind weniger spezifisch bezüglich dessen Lokalisation: in der Retina wird nicht die nur 

die parazentrale GCL, sondern die homogenisierte Retina als Ganzes betrachtet (275). 

Hierin sind auch Zellen enthalten, die vermutlich weniger empfindlich als die RGC in 

der GCL gegenüber IRI sind. Auch die Studie des zerebralen IRI betrachtet mit der 

Periinfarktregion Gewebe, das von den Auswirkungen der Ischämie nicht in vollem 

Ausmaß betroffen ist (121). Durch die verschiedenen Intensitäten des IRI und 

Sensitivitäten der untersuchten Gewebe könnte die Diskrepanz der Ergebnisse 

zustande kommen.  

Es bleibt jedoch unklar, warum sich die beobachtete Induktion der prooxidativen NOX2 

in den ischämischen Retinae nicht auch auf das Ausmaß des oxidativen Stresses 

niederschlägt. Einerseits könnte dies an der Nachweismethode liegen, andererseits ist 

auch denkbar, dass die erhöhten mRNA-Level der NOX2 nicht mit einer erhöhten 

Aktivität einhergehen. Anstelle der DHE-Färbung hätten auch direkte 

Nachweismethoden für ROS (125) oder die Erfassung von Auswirkungen des 

oxidativen Stresses auf bestimmte Zellbestandteile (8-Hydroxyguanosin (99), 

Malondialdehyd (170)) eingesetzt werden können. Jedoch hat der direkte Nachweis 

Nachteile (146, 299) und bei der Erfassung oxidativer Veränderungen müssen zeitliche 

Ungenauigkeiten bei der Zusammenschau mit der Genexpression in Kauf genommen 

werden. Daher kann hier festgehalten werden, dass mit der verwendeten DHE-

Färbung kein oxidativer Stress nach dem retinalen IRI festgestellt wird. Die vorliegende 

NOX2-Induktion erscheint hierzu auf den ersten Blick inkongruent, kann aber 

möglicherweise auf die fehlende Übertragung der erhöhten mRNA-Level auf eine 

erhöhte Aktivität oder auch die gewählte Nachweismethose für ROS bzw. die gewählte 

Lokalisation der Untersuchung zurückgeführt werden. 
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4. Auswirkungen der Betulinsäure auf die Genexpression zentraler Enzyme          

    beim retinalen IRI   

Die Analyse der postinterventionellen mRNA-Level bestimmter Enzyme kann zu einem 

besseren Verständnis der längerfristigen Veränderungen der Genexpression beim 

retinalen IRI und dem Einfluss der Betulinsäure hierauf beitragen. Hierdurch können 

einige Mechanismen, die der Wirkung der Betulinsäure zugrundliegen, möglicherweise 

genauer beleuchtet werden. 

Die hierfür betrachteten Enzyme sind als Akteure und Gegenspieler in die 

Pathomechanismen des retinalen (und zerebralen) IRI involviert und beeinflussen 

dementsprechend das Geschehen auf protektive und schädliche Weise, wie im 

Folgenden dargestellt. Dabei wird in Gruppen von Enzymfamilien auf die Wirkung der 

jeweiligen Enzyme beim retinalen IRI, die erwarteten Veränderungen der 

Genexpression und der Einfluss der Betulinsäure auf ihre Expression eingegangen. 

Die CAT, GPX1 und HO1 bilden zwar keine Enzymfamilie werden aber aus 

funktionellen Gründen gemeinsam dargestellt. 

 

 

4.1 Die NADPH-Oxidasen (NOX) 

Die Enzyme der NOX-Familie produzieren O2
•- bzw. H2O2  (47, 49, 59) und gehören 

im Kontext des zerebralen und retinalen IRI allgemein zu den prooxidativen Enzymen 

(21, 24, 51). Während die O2
--Produktion unter physiologischen Bedingungen keine 

oxidativen Schäden an der Zelle verursacht (59), scheint sie im Rahmen von 

Ischämien im Nervengewebe, wie dem Gehirn oder auch der Retina an 

Zellschädigungen durch ROS beteiligt zu sein (121, 122, 129). Insbesondere die NOX2 

sollte beim zerebralen und retinalen IRI mit Neuroinflammation hervorgehoben werden 

(7, 46, 51, 99), auch wenn die NOX1 die vorherrschende Isoform in der Retina zu sein 

scheint (122) und die genauen Rollen der NOX1, NOX2 und NOX4 noch nicht 

abschließend geklärt sind (50). Hypoxie, ein Begleitumstand des IRI, scheint alle drei 

NOX-Isoformen zu regulieren und zu einem Anstieg ihrer mRNA- und 

Proteinkonzentrationen zu führen (127).  
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4.1.1 NOX und ihre Wirkung beim retinalen IRI  

Die Wirkung der NOX1 scheint beim IRI mit einer Neurotoxizität einherzugehen, 

welche in ihrer Abwesenheit signifikant geringer ausfällt: im Gehirn von Ratten (Wistar) 

und Mäusen (C57BL/6N) sind bei einem Knockout/-down der NOX1 das 

Infarktvolumen nach 24 Stunden (Ratten) bzw. vier Wochen (Maus) und die 

Funktionseinbußen geringer im Vergleich zum Wildtyp (121, 323).  

Die zugrundeliegenden Mechanismen, über jene die Schädigung des Gewebes durch 

die NOX1 vermittelt werden könnte, ist noch nicht eindeutig geklärt. Denkbar sind 

direkte neurotoxische Wirkungen der produzierten ROS auf Zellbestandteile und 

Signalkaskaden (siehe II.2.3). Auch scheint eine Verbindung zur mitochondrialen 

ROS-Produktion zu bestehen (24, 122), welche durch die NOX1 verstärkt wird (24) 

und ihrerseits die Induktion der NOX1 fördern kann (in nicht-neuronalen Zellen) (121). 

Wenngleich das Ausmaß dieses Effekts unklar ist, scheint hierüber eine 

wechselseitige Verstärkung denkbar zu sein. 

Da auch die zerebrale Astrozytenaktivierung ohne die NOX1 postischämisch 

vermindert ist (121), sind Verbindungen zur Neuroinflammation zu vermuten. Hierauf 

scheint auch das Vorkommen von Bindungsstellen für NF-κB im Promoter der NOX1 

hinzudeuten (46), da dieser Transkriptionsfaktor wesentlich für die 

Entzündungsreaktion ist [(89)und siehe auch II.1.4]. 

Möglicherweise wird außerdem die eNOS in ihrer Funktion gestört, da die NOX1 in 

glatten Muskelzellen von Gefäßen (47, 49) sowie retinalen Perizyten (116) und auch 

zerebralen Endothelzellen (323) nachgewiesen ist. Begünstigt durch die räumliche 

Nähe könnten sowohl die Entkopplung der eNOS durch oxidative Veränderung von 

BH4, als auch die Bildung von ONOO- begünstigt werden (48). Es gibt jedoch 

Untersuchungen, die dieser Hypothese widersprechen (127, 323), sodass diese Frage 

noch offen ist. 

Somit ist es denkbar, dass die prooxidative NOX1 auch über andere ROS-Quellen 

(Mitochondrien, ucNOS) die Entstehung von oxidativem Stress fördert und darüber 

hinaus möglichweise proinflammatorisch und ungünstig auf den Vasotonus wirkt. 

Die NOX2 scheint eine zentrale Rolle beim retinalen oder zerebralen IRI zu spielen (7, 

46, 51, 99) und ist in verschiedene Pathomechanismen involviert (siehe II.2.3.2).  

Verschiedene Untersuchungen weisen dabei auf einen schädlichen Einfluss der NOX2 

beim IRI hin (24, 31, 50, 51): ein Mangel oder Knockout des Enzyms geht beim 

zerebralen (46, 50, 121) oder retinalen (51, 122) IRI mit geringeren Schädigungen 

einher und scheint daher protektiv zu sein.  
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Die aktivierte NOX2 hat verglichen mit ihren Isoformen NOX1 oder NOX4 eine größere 

O2
•--Produktion (49). Neben den direkten schädigenden Effekten der ROS auf 

verschiedene Zellbestandteile (siehe II.2.3), ist die NOX2 vermutlich in die Blut-Hirn-

Schrankenstörung (31, 50), die Glutamatexzitotoxizität (31, 53), und die 

postischämische Entzündung (50, 51) involviert:  

Die Verbindung zur Exzitotoxizität besteht über den NMDA-Rezeptor, da die NOX2 in 

Neuronen hierüber aktiviert werden kann (31, 121). Sie stellt die Hauptquelle der ROS-

Produktion durch NMDA-Rezeptorstimulation dar (53).  

Bezüglich der Neuroinflammation scheint sie an der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB beteiligt zu sein, der zerebral und retinal vermutlich 

wesentlich für den Tod von Neuronen ist (51). Hinzu kommt, dass sowohl die 

Aktivierung von Gliazellen in der Retina (51), als auch die gesamte zerebrale 

Entzündungsreaktion (50) bei fehlender NOX2 geringer ausfällt. Ein weiterer Punkt ist 

das Vorkommen der NOX2 in Leukozyten: ihre hohe Syntheseleistung kann als 

sogenannter „respiratory/oxidative burst“ in Phagozyten auftreten (46, 129). Zu diesen 

Zellen zählen Leukozyten, welche die IR-geschädigten Retina infiltrieren (62, 87) und 

einen relevanten Anteil der Schädigung auszumachen scheinen (24, 50): bei 

Leukopenie oder Hemmung der Leukozytenadhäsion ist das Ausmaß des IRI geringer 

(50), wenngleich das Wirkspektrum der infiltrierenden Leukozyten über die reine 

Aktivierung der NOX2 hinausgeht (siehe II.2.4). 

Außerdem ist auch hier eine Beeinflussung der Perfusionsverhältnisse während der 

Reperfusion denkbar: die NOX2 ist wie die NOX1 in retinalen Perizyten (50), sowie 

allgemein in Endothelzellen (47) enthalten, wodurch eine Vasokonstriktion bei 

Reoxygenierung durch O2
•- und eine Komprimittierung der NO-Produktion (47) im 

Rahmen der Reperfusion plausibel sind.  

Die NOX2 könnte demnach eine mögliche Querverbindung zwischen oxidativem 

Stress, Exzitotoxizität und Neuroinflammation darstellen und über eine Beteiligung an 

diesen schädigenden Prozessen, nebst einer potentiellen Beeinflussung der Perfusion 

und Blut-Retina-Schranke, hierdurch ihre neurotoxische Wirkung während des 

retinalen IRI entfalten.  

Die NOX4 unterscheidet sich von der NOX1 und NOX2 durch eine (nennenswerte) 

konstitutive Aktivität (50) und ihr Produkt, da sie vorwiegend H2O2 anstelle von O2
•- 

produziert [siehe II.3.1.3 oder  (46, 49, 50, 128)]. Jedoch werden ihr ebenfalls 

(wenigstens von einigen Quellen) im Kontext des zerebralen (31, 121, 324) oder 

retinalen (13) IRI schädliche Effekte zugeschrieben.  
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So trägt die NOX4 in der Retina durch Komplexbildung mit dem Toll-like-Rezeptor 4 

vermutlich zur Bildung von ROS, RNS und Zytokinen bei (13). Allgemeiner scheint 

zerebral sowohl das Knockout der NOX4 beim IRI (324, 325) oder chronischer 

Ischämie (324) als auch ihre Hemmung hierbei (120, 253) protektiv zu sein.  

Es sollte jedoch im Hinterkopf behalten werden, dass diese Beobachtungen von 

anderen Gruppen nicht bestätigt werden konnten (50) und der NOX4 auch protektive 

Wirkungen zugeschrieben werden: hierzu gehören Verbindungen zu antioxidativen 

Mechanismen (119, 120, 326) und mögliche günstige Effekte auf die Perfusion (118-

120), auf die weiter unten (siehe V.4.1.3) eingegangen wird. Der exakte Stellenwert 

und die möglichen Wirkungen der NOX4 beim zerebralen (und retinalen) IRI werden 

zwar diskutiert, aber eine Beteiligung am Geschehen ist aufgrund der vorhandenen 

Evidenz wahrscheinlich. 

 

4.1.2 NOX - Expression: Erwartete Veränderungen beim (retinalen) IRI  

In-vitro-Experimente zeigen einen Anstieg der NOX1-mRNA in verschiedenen 

retinalen Zelltypen (RGC, Mikroglia-, Müllerzellen) innerhalb von vier bis 16 Stunden 

unter hypoxischen Bedingungen (7). Im In-vitro-Modell des retinalen IRI (OGD) an 

RGC von Mäusen findet sich ebenfalls eine gesteigerte Expression der NOX1 nach 

einstündiger Reoxygenierung und einer Normalisierung des mRNA-Levels innerhalb 

von drei Stunden (122). Ähnlich wie in der Retina ist die mRNA der NOX1 auch bei 

zerebralen Zellkulturen von Mäusen in diversen Zelltypen (zerebrale Endothelzellen, 

Mikroglia, Astrozyten, Neurone) auffindbar (323).  

Die vorhandene Literatur zu In-vivo-Untersuchungen des IRI an Ratten und Mäusen 

spiegelt diese Ergebnisse wider: das Protein der NOX1 liegt bei Mäusen (C57BL/6J) 

in der Retina per se und auch nach drei Stunden Reperfusion vor (122). Beim 

zerebralen IRI von Ratten finden sich erhöhte NOX1-Proteinkonzentrationen in der 

Penumbra, die bis zu 14 Tage postischämisch nachgewiesen werden können (121).  

Die Aktivität der NOX1 kann innerhalb von Minuten durch Stimuli wie Angiotensin II 

(46, 47, 129) oder IFN-γ (59, 124) gesteigert oder mittels Induktion (124) z.B. über NF-

κB (46) verstärkt werden. Auch scheinen mitochondriale ROS sowohl die Aktivität als 

auch die Genexpression der NOX1 zu steigern (129). Da sowohl ROS (30, 99) als 

auch eine vermehrte Aktivität bzw. ein verstärktes Auftreten von NF-κB beim retinalen 

IRI (51, 273, 327) beobachtet worden sind, stellen diese eine mögliche Grundlage für 

die beschriebene verstärkte Expression dar. 
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Die bisherigen Daten verweisen damit insgesamt auf eine gesteigerte Genexpression 

der NOX1 beim (retinalen) IRI. Diese Annahme konnte in der hiesigen Untersuchung 

jedoch auf dem Niveau der mRNA nicht bestätigt werden.  

Eine denkbare Ursache für die abweichenden Ergebnisse stellen der 

Untersuchungszeitpunkt sowie Abweichungen im Studiendesign dar: die In-vitro-

Daten von Mäusen sprechen für einen eher kurzen Anstieg der Transkription und der 

Proteinkonzentrationen von etwa drei Stunden Reperfusion (122).  

Die Langzeitdaten (14 Tage) stammen von Untersuchungen an der Penumbra in 

Gehirnen von Ratten (Wistar) (121). Die geringere Schädigung in der Penumbra 

könnte über ein erhöhtes Überleben von NOX1-haltigen Zellen zu der hier fehlenden 

Signifikanz führen. Möglicherweise ist der Nachweis der erhöhten NOX1-Expression 

nach acht Tagen Reperfusion nicht mehr über die mRNA, aber über ihre 

Proteinkonzentrationen möglich, wenngleich die In-vitro-Daten von Mäusen dem 

widersprechen. Allerdings kann natürlich auch die Spezies ein Einflussfaktor sein, der 

für einen anderen zeitlichen Ablauf der Genexpression bei Ratten und Mäusen sorgt. 

Plausibel erscheint es, dass es im Rahmen des IRI zu einer eher kurzzeitig 

gesteigerten Transkription der NOX1 kommt, die nach einer oder zwei Wochen nicht 

über ihre mRNA-Level nachweisbar ist.  

Zur NOX2 ist bekannt, dass ihre Genexpression beim zerebralen oder retinalen IRI 

sowie Umständen, die hiermit einhergehen (Hypoxie, Fehlen von Glucose) verstärkt 

zu werden scheint: In vitro kommt es in retinalen Mikroglia (Ratte) unter Hypoxie (7) 

und in RGC (Maus) (122) sowie retinalen Astrozyten (Maus) (99) im In-vitro-Modell des 

IRI (OGD) zu erhöhten mRNA-Leveln der NOX2. Auch in vivo ist bei Mäusen 

(C57BL/6J) in der Retina dieser mRNA-Anstieg nach sechs (4, 51, 328) und zwölf 

Stunden (51) verzeichnet. Hinzu kommt, dass auch das NOX2-Protein beim retinalen 

IRI erhöht vorliegt (51) und sich die Induktion der mRNA somit auf weitere Ebenen der 

Expression auszuwirken scheint.  

Auch Untersuchungen des zerebralen IRI kommen zu ähnlichen Ergebnissen, da hier 

angehobene mRNA-Level (50, 127), Proteinkonzentrationen (50, 121, 127) und 

Aktivitäten (31) der NOX2 im ischämischen Gebiet sowie der Penumbra beschrieben 

sind. Im Gegensatz zur Retina, wo eine Untersuchung die Normalisierung der mRNA- 

und Proteinkonzentrationen nach 48 Stunden feststellt (51), sind in einigen 

Gehirnregionen (Cortex, Striatum) auch nach sieben Tagen gesteigerte mRNA- (127) 

und Proteinkonzentrationen (121) vermerkt worden.  
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Insgesamt sprechen die vorliegenden Daten aus der Literatur für die Erwartung einer 

verstärkten Transkription der NOX2. Das zeitliche Ausmaß dieser Induktion ist im 

Gehirn ausführlicher untersucht, als in der Retina und spricht für eine längerfristige 

Beteiligung der NOX2 am IRI.  

Die erwartete Induktion der NOX2 im Rahmen des retinalen IRI hat sich in dieser 

Untersuchung sowohl in der Kontroll- als auch in der Behandlungsgruppe bestätigt und 

somit als längerfristig erwiesen. Dies passt insbesondere zu den Ergebnissen aus 

Untersuchungen des zerebralen IRI. Der beschriebene Abfall retinaler mRNA-Level 

der NOX2 könnte möglicherweise auf einen zeitlichen Verlauf mit mehreren Phasen 

gesteigerter Transkription hinweisen. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte die 

Beteiligung verschiedener Transkriptionsfaktor sein: zu den Induktoren der NOX2 

gehören neben IFN-γ, Angiotensin II auch Gewebsverletzungen (Myokardinfarkt) (46, 

124) und vermutlich die Reperfusion selbst (50). Unter den relevanten 

Transkriptionsfaktoren ist neben NF-κB auch PU.1 wichtig, der mehrere Elemente des 

NOX-Gesamtkomplexes (NOX2, p47phox, p67phox) induziert (46). PU.1 könnte 

neben der bekannten Aktivierung von NF-κB (siehe II.3.1.2), ebenfalls an der 

beschriebenen Induktion der NOX2 beteiligt sein, da PU.1 (Protein) nach hypoxischer 

Schädigung des ansteigt und auch nach einer Woche noch erhöht nachweisbar ist 

(329). Die Grundlage für eine mögliche Beteiligung von PU.1 an der NOX2-

Exprimierung beim (zerebralen) IRI ist damit gegeben.  

Beim zerebralen IRI ist während der Reperfusion auch mit erhöhten mRNA- (50, 253, 

269, 324) und Proteinkonzentrationen (50, 324) der NOX4 zu rechnen. Auch für den 

retinalen IRI gibt es Hinweise aus In-vitro-(7) und In-vivo-(13)-Untersuchungen, die für 

eine erhöhte Expression der NOX4 bei diesem Verletzungstypen sprechen, 

wenngleich dieser Nachweis auch in beiden Ansätzen (in vitro/vivo) ausbleiben kann 

(51, 122).  

Auch hier konnte in der Kontrollgruppe keine erhöhte Genexpression der NOX4 

festgestellt werden und passt damit zu den bisherigen Ergebnissen aus der Retina (7, 

51, 122). Da eine Hypoxie die Transkription der NOX4 lediglich in retinalen 

Mikrogliazellen, aber nicht in RGC oder Müllerzellen zu stimulieren scheint (7), könnte 

ein zu geringer Anteil dieser Zellen zur fehlenden Signifikanz führen. Außerdem fehlen 

Erkenntnisse über die Bedeutung der NOX4 in retinalen Gefäßen. Gefäße sind im 

Allgemeinen eine wichtige Lokalisation der NOX4 (siehe II.3.1.3) und in zerebralen 

Gefäßen ist die NOX4-Konzentration deutlich höher als in der Aorta (50). Darüber 

hinaus steigt die NOX4-Expression sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen 
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nach dem IRI an (50). Wenn dieses Phänomen in der Retina geringer ausfällt, könnte 

dies ebenfalls zur Diskrepanz zwischen den Ergebnissen aus der Retina und dem 

Gehirn beitragen. Letztendlich lässt sich aber auch der Beobachtungszeitpunkt oder -

parameter (mRNA statt Protein, Aktivität) analog zur NOX1 nicht als 

Erklärungsmöglichkeit ausschließen, wenngleich die NOX4-Aktivität vorrangig über 

die Transkription reguliert wird  (47, 49). 

Grundlagen für die erwartete Induktion der NOX4 sind wie bei ihren Isoformen das 

beschriebene Ansprechen auf Hypoxie (127) über HIF-1α (192) oder die Stimulation 

durch NF- κB (330). Da allerdings auch andere Enzyme auf diese Stimuli (46, 127) 

ansprechen sollten und deren mRNA-Level hier gleichfalls keine Veränderungen am 

achten Reperfusionstag aufweisen, scheinen diese Faktoren nicht ausschlaggebend 

zu sein. Für die gesteigerte NOX2-Expression gibt es aufgrund einer möglichen 

Beteiligung von PU.1 eine alternative Erklärung ohne Beteiligung von NF-κB. 

 

4.1.3 Der Einfluss der Betulinsäure auf die NOX - Expression beim (retinalen) IRI  

Da die Betulinsäure den Transkriptionsfaktor NF-κB hemmt (98, 235, 237, 243, 251, 

257, 264, 269), der gegebenenfalls zur postischämischen Induktion der hier relevanten 

NOX-Isoformen (46) beitragen kann, präsentiert sie sich als geeignete 

pharmakologische Substanz, um einen Anstieg der NOX-Expression zu verringern.  

 

Es ließ sich jedoch kein signifikanter Einfluss der Betulinsäure auf die Genexpression 

der NOX1 oder NOX2 feststellen. Dies deutet darauf hin, dass es keinen langfristigen 

Effekt der Betulinsäure auf diese beiden Enzyme gibt. Für die NOX1 ist aus einer 

Untersuchung von Lu und Kollegen (269) beim zerebralen IRI zudem auch kein 

frühzeitiger Einfluss der Betulinsäure auf die Genexpression der NOX1 bekannt.  

Jedoch ist dort eine Hemmung der auftretenden NOX2-Induktion nach 22 Stunden 

Reperfusion beim zerebralen IRI in vivo durch die perorale Gabe von Betulinsäure 

gezeigt worden (269). Dieser Effekt der Betulinsäure lässt sich hier nach acht Tagen 

Reperfusion in der Retina nicht nachweisen. Die zu diesem Zeitpunkt relevanten 

(Transkriptions-)Faktoren scheinen demnach nicht von der Betulinsäure beeinflusst zu 

werden. Wenngleich also eine Hemmung der NOX2 durch die Betulinsäure in der 

frühen Reperfusion zu ihren protektiven Wirkungen zählen könnte (269), ist dies kein 

Langzeiteffekt, der zur Neuroprotektion beiträgt.  

Die NOX4 hingegen scheint beim retinalen IRI durch die orale Gabe von Betulinsäure 

induziert zu werden. Diese Beobachtung widerspricht In-vitro-Untersuchungen der 
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Betulinsäure an Kulturen aus Endothel- (HUVEC) (208) oder insulinproduzierenden 

Zellen (BRIN-BD11) (331) und Ergebnissen zur peroralen Gabe der Betulinsäure in 

vivo beim zerebralen IRI, die allesamt eine verminderte Induktion der NOX4 nach 24 

und 72 Stunden verzeichnen (253). Jedoch sind die bisherigen Ergebnisse nicht 

gänzlich kongruent, da eine frühere Untersuchung einer dieser Arbeitsgemeinschaften 

die oben beschriebene Hemmung nach 22 Stunden Reperfusion im gleichen Ansatz 

nicht festhalten konnte (269).  

Die In-vitro-Daten stützen zwar den Rückschluss auf einen hemmenden Einfluss der 

Betulinsäure auf die NOX4-Expression beim zerebralen (und damit vermutlich auch 

retinalen) IRI, jedoch fehlen in den Zellkulturstudien die pathophysiologischen 

Auswirkungen des IRI im Zusammenhang mit der Betulinsäure. Auch bei den Studien 

in vivo wurde die Betulinsäure präinterventionell verabreicht, also vorwiegend während 

eines Zeitintervalls, in dem besagte pathophysiologische Prozesse noch nicht 

angestoßen worden sind. Demnach ist es denkbar, dass bei den früheren Studien die 

Wirkung der Betulinsäure unter physiologischen Bedingungen überwiegt, wohingegen 

hier die längerfristige Gabe der Betulinsäure nach IRI zu anderen Ergebnissen kommt.  

Durch die Betulinsäure ist sowohl eine Hemmung von NF-κB (237, 243), als auch die 

Verstärkung von PPAR-γ-Signalwegen (243) möglich. Das zu erwartende Ergebnis 

dieser beiden Prozesse ist eine reduzierte NOX4-Aktivität (59) bzw. -Expression (46), 

wie sie nach kurzzeitiger Reperfusion zerebral auch beobachtet wurde (253). Durch 

den Transkriptionsfaktor Nrf2 könnte es hingegen zu einer NOX4-Induktion unter 

Betulinsäure kommen, da Betulinsäure die Aktivität dieses Transkriptionsfaktors zu 

steigern scheint (332) und im NOX4-Promoter passende Bindungsstellen vorhanden 

sind. Nrf2 scheint in vitro an der NOX4-Transkription sowohl basal als auch bei 

oxidativem Stress durch Hyperoxie beteiligt zu sein (330). Die Arbeitsgruppe um Kovac 

(333) vermutet eine Einflussnahme des Nrf2 auf die NOX4 durch die Modulation von 

Histondeacetylasen, über welche ein (kontinuierlich) aktiver Nrf2 die NOX4-

Genexpression fördern könnte. Damit erscheint es plausibel, dass die Betulinsäure 

über Nrf2 einen induzierenden Effekt auf die Genexpression der NOX4 in der Retina 

auswirken könnte. 

 Jedoch scheint die Beeinflussung der NOX4 durch Nrf2 weniger gut verstanden, als 

die Wirkung der NOX4 auf Nrf2: Die NOX4 begünstigt vermutlich die Aktivierung von 

Nrf2 über oxidative Veränderungen des Nrf2-Inhibitors Keap1 (119, 326) und 

möglicherweise des Repressors Bach1 (61). Dieser wechselseitige Einfluss könnte zu 

positivem Feedback zwischen Nrf2 und NOX4 führen. Die parallele Transkription 
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diverser antioxidativer Zielgene von Nrf2 (siehe unten), könnte oxidativer Stress infolge 

einer überschießenden NOX4-Aktivität verhindern und als negatives Feedback 

fungieren. 

Es ist jedoch noch unklar, ob die Betulinsäure Nrf2 aktivieren und hierüber die NOX4 

induzieren kann oder ob die Induktion der NOX4 die Aktivierung von Nrf2 nach sich 

zieht. Auch eine positive Feedback-Schleife ist nicht auszuschließen.  

Aus verschiedenen In-vitro- und In-vivio-Untersuchungen am Retina, Gehirn und 

Myokard gibt es Hinweise auf einen protektiven Einfluss einer Nrf2-Aktivierung bei IRI 

(334-336) sowie eine vermehrte Aktivität unter Triterpenoiden im Allgemeinen (195, 

334) sowie unter Betulinsäure im Speziellen (67) (in vitro und in vivo).   

 

Zusammengefasst ist damit einerseits denkbar, dass die Betulinsäure unter 

physiologischen Verhältnissen eine andere Wirkung auf die NOX4-Expression hat, als 

bei den pathophysiologischen Reaktionen eines retinalen IRI. Andererseits könnte 

man annehmen, dass es aufgrund verschiedener Transkriptionsfaktoren o.ä. zu einem 

biphasischen Verlauf der NOX4-Expression unter Betulinsäure mit spätem Anstieg 

kommt. Der Zelltyp könnte zudem einen Einfluss besitzt, wenngleich er bei In-vivo-

Studien nicht im Einzelnen berücksichtigt werden kann. Weitere Untersuchungen zur 

Klärung dieser Diskrepanz erscheinen damit, insbesondere unter der 

Berücksichtigung des Transkriptionsfaktor Nrf2, sinnvoll.  

 

Die signifikant erhöhte Expression der ROS-produzierenden NOX4 in den 

ischämischen Retinae der Gruppe unter Betulinsäure scheint jedoch mit der 

beobachteten Neuroprotektion unter Betulinsäure beim retinalen IRI zu 

disharmonieren. Die wahrscheinlich durch die NOX4-Induktion erhöhte ROS-

Produktion (337) kann einerseits eine unerwünschte Nebenwirkung darstellen, 

wenngleich die protektive Wirkung der Betulinsäure nicht fatal beeinträchtigt wird. 

Andererseits gibt es insbesondere von Studien kardiovaskulärer Erkrankungen auch 

Hinweise auf protektive Effekte der NOX4. Diese könnten zur protektiven 

Gesamtwirkung der Betulinsäure beitragen und sollen im Folgenden genauer 

ausgeführt werden. 

So bestehen mehrere günstige Effekte auf die NO-Produktion: die NOX4 kann die 

Aktivität und Expression der eNOS steigern (118-120). Außerdem scheint die 

Bioverfügbarkeit des NO nicht durch die Bildung von ONOO- und konsekutiver 

Entkopplung der NOS gemindert zu werden (118-120), da das Produkt der NOX4 H2O2 
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(anstelle von O2
•-) ist (118, 192). Dies könnte die Ursache dafür, dass bei einer 

Überexpression der NOX4 im Gegensatz zur NOX1 oder NOX2 keine endotheliale 

Dysfunktion auftritt (118, 119), wenngleich H2O2 auch ein potentieller NOS-Inhibitor ist 

(119).  

Zudem hat H2O2 einen vasodilatierenden Effekt (118-120), der insbesondere an 

zerebralen Gefäßen wirkungsvoll ist (118). Somit könnte die Perfusion auf der Basis 

einer Vasodilatation über NO oder H2O2 auch in der Retina durch die NOX4 verbessert 

werden. 

Des Weiteren besteht eine Verbindung der NOX4 zu antioxidativen Elementen, wie 

dem bereits erwähnten Transkriptionsfaktor Nrf2 (119, 120, 326) und GSH (326). Nrf2 

reagiert auf den Redox-Status der Zelle (192, 326) und scheint über die NOX4 aktiviert 

(119, 326) und vermehrt exprimiert zu werden (120, 326). Zu den Zielgenen dieses 

Transkriptionsfaktors zählen verschiedene antioxidativ wirkende Enzyme. Allen voran 

findet sich hier die HO1 (119, 192), aber vermutlich auch die SOD1-3 (108) und die 

CAT (163). Darüber hinaus scheint auch die mitochondriale Funktion günstig 

beeinflusst zu werden (192). Zu den wichtigen nicht-enzymatischen Antioxidantien 

zählt GSH (siehe II.2.3), dessen Synthese in vitro bei fehlender NOX4 gestört zu sein 

scheint (326). Über diese Mechanismen könnte die NOX4 neben den Effekten auf die 

Perfusion auch (indirekte) antioxidative Eigenschaften besitzen. 

Weiterhin scheint ein Mangel der NOX4 beim renalen IRI proapoptotisch zu wirken 

(326). Auch Schröder und Kollegen (119) stellen die Hypothese auf, dass die NOX4 

im Gefäßsystem einen protektiven Gegenpol zu ihren Isoformen NOX1 und NOX2 

bildet. Die NOX4 könnte demnach auch über antioxidative, vasodilatierende und 

möglicherweise antiapoptotische Wirkungen verfügen und zur Neuroprotektion durch 

die Betulinsäure beitragen. 

 

Diesen Hypothesen gegenüber stehen Studien des zerebralen IRI, bei denen sich ein 

Knockout oder eine Hemmung der NOX4 als günstig erwiesen hat (253, 324, 325). 

Möglicherweise spielt hier das Vorhandensein einer rigiden Umhüllung des betroffenen 

Gewebes eine entscheidende Rolle, da diese beim Gehirn als Kalotte vorhanden ist, 

aber bei Retina und Niere fehlt. So ist zerebral insbesondere bei jüngeren Patienten 

die Entwicklung massiver Ödeme nach Mediainfarkt beschrieben (338). Auch im 

experimentellen Ansatz wird ein Gefäßverschluss oft an eher jungen Versuchstieren 

durchgeführt (253, 280, 324), sodass dieses Phänomen hier Berücksichtigung 

verdient. Durch das Hirnödem kommt es zu einem erhöhten intrakraniellen Druck, der 
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die Perfusion beeinträchtigt und akut unter anderem mittels einer Vasokonstriktion 

durch Hyperventilation gesenkt werden kann (338). Zu den postulierten protektiven 

Effekten der NOX4 gehören jedoch verschiedene Mechanismen, die zu einer 

Vasodilatation führen (siehe oben). Letztere könnte der Vasokonstriktion/-spasmus 

des No-Reflow-Phänomens nach dem IRI entgegenwirken (23, 40, 179) und auch in 

der Untersuchung des renalen IRI (326) günstige Effekte vermittelt haben. Im Falle 

des zerebralen IRI ist diese Vasodilatation jedoch aufgrund des (gesteigerten) 

intrakraniellen Druckes mit Beeinträchtigung der Mikrozirkulation ungünstig (14). Es ist 

daher denkbar, dass durch das Ausschalten der NOX4 beim zerebralen IRI eine 

Reduktion des postischämischen intrakraniellen Drucks durch eine verminderte 

Vasodilatation erreicht und so auch das Ausmaß des IRI eingedämmt werden kann. 

Der Retina fehlt jedoch wie der Niere die knöcherne Kalotte und eine Ausdehnung in 

Richtung des Glaskörpers ist möglich. Daher ist die Steigerung des Gewebedrucks 

verglichen mit dem Gehirn deutlich geringer und fällt auch für die Prognose weniger 

ins Gewicht (14). Somit könnte die rigide Kalotte die Diskrepanz der Ergebnisse 

erklären und eine potentielle NOX4-vermittelte Vasodilatation mit gesteigerter 

Perfusion der Retina sich hier indes als günstig erweisen.  

 

Generell ist das Bild der NOX4-Funktion aufgrund der inkongruenten Ergebnisse beim 

IRI jedoch noch nicht eindeutig. So sind zwar protektive Wirkungen durch eine 

Induktion der NOX4 beim retinalen IRI denkbar und eine mögliche Erklärung für die 

Diskrepanz zum zerebralen IRI ist vorhanden, dennoch steht das Auftreten der NOX4-

Induktion als unerwünschte Nebenwirkung als plausible alternative Sichtweise im 

Raum. Zukünftige Untersuchungen werden zeigen müssen, in welche Richtung sich 

die Waagschale für die NOX4 letztendlich neigt und ob sie Teil der protektiven 

Wirkung, ein Rädchen im Wirkmechanismus oder eine unerwünschte Nebenwirkung 

der Betulinsäure ist.  

  

4.2 Die Superoxiddismutasen (SOD) 

Die SOD katalysieren die Dismutation  (72, 133, 134) von Hyperoxid (O2
•-) zum weniger 

toxischen Wasserstoffperoxid (H2O2) (56, 57), wodurch der weitere Abbau über die 

CAT und GPX1 möglich wird (136). Sie gehören zu den wichtigsten protektiven 

Elementen bei oxidativem Stress (siehe II.2.3). Die SOD1 scheint zwar den häufigsten 

Vertreter der SOD in der Retina darzustellen  (139, 140), jedoch kann jeder Isoform 

ein subzelluläres Kompartiment zugeordnet werden, in welchem sie den 
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Hauptvertreter repräsentiert und entscheidend zum antioxidativen Schutz beiträgt 

(siehe II.3.2.1-3).  

 

4.2.1 SOD und ihre Wirkung beim retinalen IRI 

Die SOD1 hat ihre Hauptlokalisation im Zytosol, wenngleich sie auch in anderen 

Kompartimenten auftritt (siehe II.3.2.1). Die vorhandene Evidenz spricht dafür, dass 

die SOD1 im Rahmen von IR-Ereignissen – auch bei einer Überexpression – eine 

protektive Rolle innehat. In der Retina wurde die SOD1 als wichtigster Schutzfaktor 

gegen ROS postuliert (84). Ihr Fehlen führt hier auch ohne andere Pathologien zu einer 

Dysfunktion im Elektroretinogramm (139). Auch hat sie bei Einzelaspekten des IRI, wie 

der Exzitotoxizität und oxidativen Stress protektiv Wirkungen gezeigt, da im 

Knockoutmodell nach diesen Phänomenen vermehrt oxidative Schäden, eine erhöhte 

Zelltodrate und eine beeinträchtige Retinafunktion vorliegen (33, 142).  

Auch beim zerebralen IRI wirkt sie neuroprotektiv (142) und verringert in transgenen 

Tieren mit verstärkter Expression das Ausmaß der Schädigung (80, 156, 176). In ihrer 

Abwesenheit fällt das Infarktvolumen hingegen größer aus (339). Auch im Gehirn 

scheinen insbesondere die Exzitotoxizität und Störung der Blut-Hirn-Schranke, aber 

auch oxidative Schädigungen sowie das Ausmaß der Apoptose durch die SOD1 

vermindert zu werden (80, 339). Zudem wird vermutlich die NOX2-Expression beim 

IRI durch die SOD1 reduziert (53). 

Zusammengefasst scheint die protektive Gesamtwirkung der SOD1 und der Erhalt der 

Retinafunktion beim IRI neben den antioxidativen und möglichen antiapoptotischen 

Effekten, auch durch ein verringertes Ausmaß der Exzitotoxizität und einer geringeren 

Schrankenstörung zustande zu kommen.  

Die SOD2 ist das wichtigste Antioxidans in den Mitochondrien (53, 72, 73) und wirkt 

protektiv gegen den postischämischen Anstieg der (mitochondrialen) ROS-Produktion 

(70). Dies zeigt sich sowohl im Gehirn als auch in der Retina: ein SOD2-Knockdown 

vergrößert das Ausmaß des zerebralen IRI, beispielsweise sichtbar an einem größeren 

Infarktvolumen (53, 146). Eine Überexpression der SOD2 oder der Einsatz eines 

SOD2-Mimetikums sind jedoch mit einer geringeren Schädigung verbunden (53, 143).  

Diese neuroprotektive Wirkung lässt sich auch an der Retina nachweisen, wo die 

Überexpression der SOD2 bei chronischen sowie akuten IOP-Erhöhungen das 

Überleben der RGC verbessert und die oxidativen Schäden an Zellbestandteilen 

reduziert (79, 141, 275, 279). Neben der antioxidativen Wirkung dürften auch die 

antiapoptotischen Effekte (53, 70, 73) zur protektiven Wirkung der SOD2 beitragen.  
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Dementsprechend wäre eine pharmakologische Induktion der SOD2 als 

wünschenswerter Effekt beim retinalen IRI zu werten (148).  

Die SOD3 ist ein weiteres protektives Element beim IRI, da dieses Enzym sowohl die 

(extrazellulären) O2
•--Konzentrationen vermindert, als auch zur Regeneration des 

ischämischen Gewebes beiträgt (71, 72). Aufgrund ihrer Lokalisation im 

Extrazellularraum fördert die SOD3 besonders die Bioverfügbarkeit von NO (72, 104, 

154) und hat damit mutmaßlich positive Effekte auf die Perfusion.  

Ihre Gesamtwirkung im Kontext des IRI und verwandten Phänomenen ist an 

verschiedenen Organen (101, 103), darunter auch insbesondere das Gehirn, 

untersucht worden. Eine Überexpression der SOD3 geht aufgrund ihrer 

neuroprotektiven und antiinflammatorischen Eigenschaften mit einem günstigeren 

Ergebnis zerebraler IRI oder chronischer zerebraler Hypoxien einher (154, 340, 341). 

Eine SOD3-Defizienz führt hingegen zu vermehrten zerebralen Schädigungen bei IR-

Ereignissen (86). Da die Rolle der SOD3 beim retinalen IRI bisher nicht (explizit) 

untersucht wurde, muss mit einer Extrapolation der Erkenntnisse aus zerebralen IRI 

vorliebgenommen werden. Aufgrund der antioxidativen und antiinflammatorischen 

Wirkungen der SOD3 sowie der besseren NO-Bioverfügbarkeit wird daher auch beim 

retinalen IRI ein protektiver Einfluss der SOD3 angenommen.  

 

4.2.2 SOD - Expression: Erwartete Veränderungen beim (retinalen) IRI 

Die SOD werden beim IRI häufig gemeinsam erfasst. Hierfür wird ihre Gesamtaktivität 

(tSOD-Aktivität) gemessen, die keine konkreten Rückschlüsse auf die einzelnen 

Isoformen zulässt, aber immerhin einen ersten Gesamteindruck liefert. Diese tSOD-

Aktivität ist bei oxidativem Stress in der Retina (13) oder Schädigung derselben durch 

einen entfernten IRI (remote IRI) (342) vermindert. Auch der retinale (2) oder zerebrale 

(343) IRI scheinen zu einer geringeren Aktivität zu führen, wenngleich 

widersprüchliche Daten hierzu existieren (344). Weiterhin ist bei septischen 

Entzündungen, die ebenfalls mit oxidativem Stress einhergehen, diese verringerte 

tSOD-Aktivität in pulmonalem und renalem Gewebe beschrieben (264, 270). Trotz 

nicht gänzlich kongruenter Daten kann daher von einer verminderten tSOD-Aktivität 

bei Entitäten, die mit oxidativem Stress verbunden sind, ausgegangen werden. 

Wahrscheinlich sinkt demnach die Genexpression mindestens einer SOD-Isoform ab, 

wenngleich deren Identität bei Betrachtung der Gesamtaktivität im Dunkeln bleibt. 

Die zu erwartenden Auswirkungen des IRI selbst auf die mRNA-Level der SOD1 sind 

nicht eindeutig, da in der Retina in der Reperfusionsphase sowohl gleichbleibende 
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(136), als auch gesteigerte (148, 345) und verminderte (346) mRNA- oder 

Proteinkonzentrationen festgestellt werden konnten. Auch im Gehirn ist neben einer 

unveränderten (339), gleichfalls eine verminderte (347) Genexpression der SOD1 

beschrieben worden. Die zu erwartenden Veränderungen der SOD1 bei einem 

retinalen IRI sind damit unklar.  

Der Fall der SOD2 ist hingegen etwas eindeutiger. Es werden zwar neben Abnahmen 

(53, 70, 79, 85, 275) in der Retina, dem Gehirn sowie peripheren Geweben, auch 

Anstiege im Myokard (73) oder der Retina (279) oder fehlende signifikanten 

Veränderungen (136, 148) der Expression oder Aktivität im Kontext des IRI 

verzeichnet, jedoch spricht das Gesamtbild am Ehesten für eine verminderte 

Genexpression. Diese könnte durch oxidative Veränderungen des stimulierenden 

Transkriptionsfaktors STAT3 zustande kommen (53), wenngleich postischämisch 

auftretende Zytokine (u.a. TNF-α, IFN-γ, IL-1) induzierend wirken (70, 92). 

Für die SOD3 hingegen ist die Situation ähnlich der SOD1. Auch hier finden sich 

widersprüchliche Beschreibungen einer verminderten postischämischen Aktivität im 

Gehirn nach IRI (348) oder der Akkumulation der SOD3 an betroffenen Gefäße 

innerhalb von 24 Stunden mit nachfolgend verstärkter Genexpression in den 

zerebralen Neuronen (349, 350). Unter einer chronischen Hypoxie (154) und unter 

Zytokinen scheint es z.B. über NF-κB zu einer Induktion zu kommen (92, 103, 104). 

Für den retinalen IRI sind noch keine Veränderungen der SOD3 beschrieben, aber der 

Einfluss von oxidativem Stress ist untersucht worden. Leider sind auch diese 

Beobachtungen nicht kongruent. Einerseits wird in vitro eine gehemmte SOD3-

Transkription in retinalen Perizyten beschrieben (152) und andererseits in vivo eine 

SOD3-Induktion in der Retina (351) mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht. 

Demnach liefert die Literatur auch für die Expression der SOD3 beim retinalen IRI 

keine sinnvolle Voraussage. 

  

Damit tragen die Ergebnisse dieser Arbeit zum differenzierten Verständnis des 

Einflusses eines retinalen IRI auf die Genexpression der SOD bei. Es kann kein 

langfristiger Einfluss des IRI allein festgehalten werden. Wenn der Verlust der SOD-

Gesamtaktivität beim IRI auf verringerte mRNA-Level zurückgeht, fällt dies 

möglicherweise in eine frühe Phase der Reperfusion. Alternativ kann die Veränderung 

der tSOD-Aktivität aber natürlich auch Ursachen haben, die nicht auf dem Niveau der 

Transkription liegen und anhand der mRNA-Level daher nicht nachweisbar sind. 
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4.2.3 Der Einfluss der Betulinsäure auf die SOD - Expression beim (retinalen) IRI 

Die Betulinsäure scheint bei verschiedenen pathologischen Entitäten, die mit 

oxidativem Stress einhergehen, in einer Vielzahl von Organen und Zelltypen einen 

Einfluss auf die SOD zu haben und den Abfall ihrer Gesamtaktivität aufzuhalten (248, 

252, 257, 264, 265, 270). Dieser Effekt der Betulinsäure scheint allerdings vom 

Vorliegen oxidativen Stresses abhängig zu sein und in seiner Abwesenheit zu fehlen 

(209). Diese Untersuchung betrachtet erstmals die Auswirkungen der Betulinsäure auf 

alle drei Isoformen beim IRI differenziert. Lediglich über die Wechselwirkung der 

Betulinsäure mit der SOD2 in der Leber konnten bereits Erkenntnisse aus anderen 

Kontexten gewonnen worden (siehe unten). 

Es konnte hier gezeigt werden, dass die Betulinsäure bei einem retinalen IRI die SOD1 

und SOD3 zu induzieren scheint, während die SOD2 nicht signifikant verändert ist. 

Dies führt zur Vermutung, dass die oben beschriebene Erhaltung der tSOD-Aktivität 

unter Betulinsäure auf den Isoformen SOD1 und SOD3 beruhen könnte.  

Die Isoformen teilen sich einige gemeinsame Transkriptionsfaktoren, zu denen neben 

AP-1 [engl. activator protein 1 (23)], AP-2 und Sp-1 [engl. activating protein 2 bzw. 

engl. specificity protein 1 (104)] auch NF-κB (104, 108) gehört. Während eine 

Hemmung von NF-κB durch die Betulinsäure beschrieben ist (235, 237, 243, 255), 

scheint AP-1 von ihr hingegen nicht beeinflusst zu werden (352). Über potentielle 

Wechselwirkungen mit AP-2 ist bisher nichts bekannt. Ähnlich dem NF-κB ist auch in 

Bezug auf Sp-1 in verschiedenen Tumorzelllinien eine gehemmte Expression oder 

Wirkung (353-357) von Sp-1 unter Betulinsäure geschildert worden. Damit scheiden 

diese gemeinsamen Transkriptionsfaktoren als induzierende Effektoren der 

Betulinsäure wahrscheinlich aus – wenngleich die Betulinsäure auf Tumorgewebe im 

Vergleich zu nicht-malignem Gewebe andere Wirkungen haben kann, wie es anhand 

der Apoptose beschrieben ist [Vgl. (236, 243, 244) und (235, 236)].  

 

Ein weiterer Kandidat zur Vermittlung der Betulinsäurewirkung aus den Reihen der 

Transkriptionsfaktoren ist CCAAT-Enhancer-Binding Protein β (C/EBP-β), das sowohl 

die SOD1 als auch die SOD3 beeinflusst (92, 104). Damit scheint die selektive 

Einflussnahme der Betulinsäure über diesen Transkriptionsfaktor auf den ersten Blick 

möglich.  

Allerdings ist die Induktion des zerebral normalerweise nur marginal vorhandene 

C/EBP-β auch ohne die Gabe von Betulinsäure beim zerebralen IRI in Mäusen 

(C57B/6) beschrieben und es wird eine Beteiligung an der postischämischen 



100 
 

Neuroinflammation angenommen (358). Daher würde man bei einem relevanten 

Einfluss von C/EBP-β eher in der Kontrollgruppe eine SOD1- und SOD3-Induktion 

erwarten, die hier aber ausbleibt. 

Weiterhin hat sich die Betulinsäure als Inhibitor der C/EBP-Familie herausgestellt, 

dessen Effektivität insbesondere für den Transkriptionsfaktor C/EBP-β in zwei 

verschiedenen Ansätzen nachgewiesen ist (352). Da Betulinsäure als C/EBP-β-

Inhibitor eingesetzt werden kann (359), scheint es unwahrscheinlich, dass die 

Betulinsäure-vermittelte Induktion der SOD1 und -3 über C/EBP-β zustande kommen 

könnte. 

 

Erneut bietet sich der Transkriptionsfaktor Nrf2 als passendes Puzzlestück an, um das 

Gesamtbild zu vervollständigen: alle drei SOD-Isoformen weisen AREs im Promotor 

auf (108). Demnach liegen Bindungsstellen für Nrf2 vor (siehe II.3.3.3), der unter 

Betulinsäure im Kern zu akkumulieren und vermehrt aktiv zu sein scheint (332). Eine 

durch die Betulinsäure verursachte Induktion der SOD1 bis 3 über Nrf2 ist demnach 

plausibel. Aus aktuellen Untersuchungen des zerebralen IRI (und den Auswirkungen 

eines Monoterpenoids) scheint wenigstens eine teilweise Vermittlung einer Induktion 

der SOD über Nrf2 wahrscheinlich (334). 

Dass diese Wirkung die SOD2 auszusparen scheint, könnte an einer separaten 

Interaktion dieser Isoform mit der Betulinsäure liegen. Die Expression der SOD2 wird 

in Tumorzellen und bei einer Hepatitis-B-Infektion in nicht-malignen Zellen der Leber 

durch die Betulinsäure gehemmt. Im Falle eines Hepatozellulären Karzinoms sind 

hierin eine Induktion des Proteins p53 und die microRNA-21 involviert (360). Ob dies 

auch in nicht-malignen Zellen auftritt ist (noch) nicht bekannt. In Hepatozyten ist bei 

entzündlichen Bedingungen (Hepatitis-B-Infektion) unter Betulinsäure die Hemmung 

des cAMP-Response Element Binding Proteins (CREB) durch eine 

Dephosphorylierung beschrieben (361). CREB gehört zu den induzierenden 

Transkriptionsfaktoren der SOD2 (361), die beim IRI ansteigen können (358). Das 

dephosphorylierte CREB kann hemmend wirken (361) und stört vielleicht die Nrf2-

Wirkung, da ihre Bindungsstellen in einem ähnlichen Promotorbereich liegen (361). 

Daher erscheint es legitim anzunehmen, dass sich unter Betulinsäure die Induktion 

(über Nrf2) und die Hemmung der SOD2-Transkription die Waage halten können oder 

die Induktion zeitlich begrenzt ist, sodass die Genexpression am achten Tag der 

Reperfusion unverändert ist, während ihre Isoformen SOD1 und SOD3 über Nrf2 

induziert werden.  
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4.3 Die Katalase, Glutathionperoxidase-1 und Hämoxygenase 

Die CAT, GPX1 und HO1 stellen keine gemeinsame Enzymfamilie dar, allerdings 

dienen die CAT und GPX1 beide dem Abbau von H2O2 zu Wasser und auch die HO1 

wirkt über ihre Abbauprodukte antioxidativ, sodass sie hier gemeinsam dargestellt 

werden (siehe II.3.3.1-3). Die CAT und GPX1 gehen von einem gemeinsamen 

Substrat aus. Es wird aber angenommen, dass die GPX1 bei physiologischen 

(niedrigen) H2O2-Konzentrationen den größeren Anteil des H2O2-Abbaus übernimmt 

(179) und die CAT vor allem bei höheren Konzentrationen eine wichtige Rolle spielt 

(109), da die H2O2-Affinität der GPX1 viel höher, als die der CAT ist (55, 90). 

 

4.3.1 Die CAT, GPX1 sowie HO1 und ihre Wirkung beim retinalen IRI 

Die CAT wirkt als starkes Antioxidans protektiv gegen oxidative Schädigungen (109, 

159, 160, 163, 168), auch im Rahmen des IRI (141). Abgesehen hiervon werden 

neurodegenerative Prozesse sowie die Apoptose hemmend beeinflusst (160, 163). 

Eine gentechnisch erzielte Überexpression der CAT hat sich im Nervengewebe 

allgemein und in der Retina als günstig für das Ergebnis nach IRI erwiesen (141, 166, 

170). Sie gehört damit aufgrund ihrer antioxidativen, antiapoptotischen und 

antidegenerativen Wirkungen ebenfalls zu den neuroprotektiven Elementen beim 

retinalen IRI, deren Induktion zu befürworten zu sein scheint. 

Die protektive Wirkung der GPX1 hat vielfältige Entfaltungsmöglichkeiten, da neben 

dem Abbau von H2O2 und dem Schutz vor oxidativen Schäden, auch eine Hemmung 

der Apoptose und (Neuro-) Inflammation sowie mutmaßlich eine Stabilisierung der 

Blut-Hirn-Schranke über dieses Enzym zustande kommen können (75, 82, 90, 91, 111, 

112, 156, 179). Die Auswirkungen auf den nitrosativen Stress sind hingegen 

uneindeutig, da zwar die Umsetzung von ONOO- in silico simulierbar (178) und in vitro 

auch die Bildung von Nitrit aus ONOO- beschrieben ist (180), jedoch Ergebnisse 

anderer Untersuchungen in vitro und in vivo im Widerspruch zu dieser Hypothese 

stehen. So gibt es Beobachtungen, dass die GPX1 nitrosativen Stress zu verstärken 

bzw. ein Knockout der GPX1 vor nitrosativen Stress zu schützen scheint (75, 82, 177).  

Nichtsdestotrotz vermindern die vielzähligen protektiven Wirkungen der GPX1 das 

Ausmaß des IRI: eine Überexpression der GPX1 führt nachweislich zu Abmilderung 

des IRI im Gehirn (und anderen Geweben) (90, 91), wohingegen sich das Fehlen des 

Enzyms nachteilig auszuwirken scheint (74, 90, 100, 111, 175, 179). Eine generelle 

Überexpression der GPX1 kann aufgrund beobachteter metabolischer Auswirkungen 

(Insulinresistenz, Adipositas; siehe II.3.3.2) und des Risikos von reduktivem Stress 
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(z.B. fehlende Wachstumsstimuli) (74, 93) nicht per se unter physiologischen 

Bedingungen befürwortet werden. Beim IRI und dem damit verbundenen oxidativen 

Stress stellt dies jedoch ein wünschenswertes therapeutisches Ziel dar (74, 94). 

Die HO1 nimmt eine zentrale Rolle unter den (antioxidativen) Schutzmechanismen ein 

und wurde zudem kürzlich von einigen Autoren als Schlüsselenzym in der Therapie 

des IRI bezeichnet (62, 362). 

Im Einzelnen wirkt die HO1 bzw. ihre Produkte antioxidativ (61, 63, 88, 181, 188, 189, 

191), antinitrosativ  (95, 182), antiinflammatorisch   (61, 64, 65, 87, 88, 97, 167), 

antiapoptotisch (61, 88, 95, 182), antiproliferativ (65, 191) und wahrscheinlich günstig 

auf die (postischämische) Mikrozirkulation  (83, 95, 107, 181, 186). 

Dabei wird angenommen, dass die Endprodukte der HO1, insbesondere CO und 

Biliverdin bzw. Bilirubin die zytoprotektiven Wirkungen vermitteln, auch wenn die 

entsprechenden Mechanismen nur teilweise bekannt sind (66). Die genannten 

Produkte haben sich auch als Einzelkomponenten beim IRI als protektiv erwiesen: so 

konnten sowohl exogen zugeführtem Biliverdin (35mg/kg KGW) als auch CO eine 

Reduktion des IRI bzw. der Schädigung durch eine permanente Ischämie in 

Gehirnarealen nachgewiesen werden (81, 97). Außerdem stimuliert CO vermutlich die 

Genexpression über den bereits erwähnten Transkriptionsfaktor Nrf2 (61, 81). Die 

Aktivierung von Nrf2 ist insbesondere für die Expression der HO1 wichtig und kann 

den Verlauf zerebraler IRI günstig beeinflussen (113). Neben der HO1 selbst werden 

auch die SOD-Familie (81) und die CAT (163) über Nrf2 stimuliert. Passend zu dieser 

Wirkung von CO auf Nrf2 wurde beim IRI im Rückenmark festgestellt, dass die Gabe 

von HO1 auch mit einem teilweisen Erhalt der SOD1- sowie der CAT-Aktivitäten 

einhergeht (167). Somit erscheint es denkbar, dass die verstärkte Expression weiterer 

Antioxidantien zur antioxidativen Wirkung der HO1 beiträgt. Die beobachtete Inhibition 

der postischämischen HO1-Induktion im Gehirn durch Biliverdin (97) widerspricht 

dieser Annahme nicht zwingend, sondern könnte einen Kontrollmechanismus 

darstellen, der das Risiko reduktiven Stresses mindert. Passend hierzu zeigt sich, dass 

die Gabe von Bilirubin in höherer Dosis (100mg/kg KGW vgl. Bilirubin 35mg/kg KGW) 

beim renalen IRI schädliche Auswirkungen hat (363). Eine ausschließlich positive 

Verstärkung der HO1-Expression führte vermutlich beim IRI zu negativen Folgen, 

sodass auch hier zu gelten scheint:  

„allein die Dosis machts, dass ein Ding kein Gift sei.“ 7 

 
7 Nach Paracelsus (1493 – 1541)  
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In der Retina ist die Stimulation der HO1-Aktivität mit günstigen Auswirkungen auf 

einen IRI assoziiert, da verschiedene in diesem Kontext protektive Substanzen – 

wenigstens teilweise – über die HO1 zu wirken scheinen (62, 64, 83, 188, 364). Auch 

im Gehirn scheint die Induktion der HO1 ein Wirkmechanismus diverser protektiver 

Substanzen zu sein, die zur Therapie des zerebralen IRI untersucht werden (107). 

Darüber hinaus ist diese Neuroprotektion beim IRI durch einen gentechnisch oder 

pharmakologisch herbeigeführten Anstieg der HO1-Expression in verschiedenen 

neuronalen Geweben beschrieben (83, 97, 113, 167, 188).  

In der Retina geht die pharmakologische Induktion der HO1 beim IRI mit erhöhten 

Überlebensraten von RGC einher (83, 188). Der Wirkbereich der HO1 scheint dabei 

nicht auf die Zellen beschränkt, in denen sie induziert wird, sondern auch das 

umliegende neuronale Gewebe zu schützen (63, 87). Auch die Verminderung 

oxidativer und nitrosativer Schäden in retinalen Endothelzellen durch eine 

überexprimierte HO1 könnte neben der Vasodilatation durch CO (107, 182) zum Erhalt 

der Mirkozirkulation und damit zum generellem Schutz des Gewebes beitragen (63).  

Zusammengefasst sind die protektiven Effekte der HO1-Induktion also auch im 

Kontext des retinalen IRI bereits beobachtet und als wünschenswertes 

(pharmakologisches) Ziel postuliert worden (62-64, 83, 87, 188, 364). 

 

4.3.2 CAT-, GPX1-, HO1-Expression: Erwartete Veränderungen beim (retinalen) IRI 

Die Ergebnisse aus der Literatur scheinen in Bezug auf die Veränderung der CAT beim 

IRI von Neuronen allgemein bzw. der Retina im Speziellen konsistent darin, dass es 

zu einem Abfall der CAT-Aktivität oder -Expression kommt (136, 141, 167, 170), auch 

bei indirekten IR-Schäden (342). Zu den möglichen Mechanismen zählen 

verschiedene Transkriptionsfaktoren, welche die Genexpression der CAT bei Mensch 

und Maus beeinflussen und humorale Faktoren. Beispielsweise wirkt der Faktor Wilms 

Tumor 1 (über die Bindung von Sp1) inhibitorisch auf die Genexpression (163), aber 

auch eine längerfristige Exposition gegenüber ROS (109, 161) sowie verschiedene 

Zytokine (TNF-α, IL-1β, IFN-γ) (109, 110), die postischämisch in der Retina auftreten 

(siehe II.2.4), wirken dämpfend auf die Enzymaktivität der CAT. Weiterhin scheint NO, 

das überschießend vor allem von der nNOS und iNOS beim IRI freigesetzt werden 

kann (siehe V.4.4.1), zu einer reversiblen Hemmung der CAT beizutragen (110). Es 

sind demnach diverse Mechanismen denkbar, über die eine verminderten CAT-

Expression und -Aktivität beim IRI entstehen können.  
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IR-Ereignisse im Gehirn und der Retina beeinflussen die GPX1 ebenfalls. Es scheint 

beim retinalen IRI nach 24 Stunden zu einem Anstieg  ihrer mRNA-Level zu kommen 

(136, 148), wenngleich die verfügbaren, differenzierten Quellen zu dieser spezifischen 

Isoform aus der GPX-Familie sehr überschaubar sind. Bei Betrachtungen der GPX-

Gesamtaktivität in anderen Organen (Milz, Leber) unter pathologischen Bedingungen, 

die mit oxidativem Stress einhergehen, sind Abfälle der GPX-Gesamtaktivität 

beschrieben (257, 265). Aber auch hier sind natürlich keine Rückschlüsse auf die 

verantwortliche/n Isoform/en möglich. Bezüglich der GPX1-Expression beim retinalen 

IRI erscheint die vorab beschriebene Induktion daher wahrscheinlicher, wenngleich 

unsicher aufgrund der wenigen Quellen.   

Für die HO1 ist die Datenlage besser. So wird im Gehirn und der Retina, sowie in 

weiteren Geweben infolge von IR-Ereignissen zumeist zu eine vermehrte HO1-

Genexpression festgehalten (65, 87, 148), wenngleich nicht immer signifikante 

Veränderungen des HO1-Proteins festgestellt werden (64, 364). Auch ein erhöhter 

intraokularer Druck führt in vivo in der Retina (und in vitro in RGC) zu einem Anstieg 

der HO1-Proteinmenge (187). 

Eine Induktion der HO1 und der GPX1 und eine reduzierte Expression der CAT 

scheinen demnach als Folge des retinalen IRI wahrscheinlich. Hier können in der 

Kontrollgruppe allerdings keine signifikanten Veränderungen der Expressionen dieser 

Enzyme festgestellt werden. Möglicherweise fällt auch hier die Signifikanz dem 

zeitlichen Verlauf oder erfassten Parameter zum Opfer. Allerdings lässt sich daraus 

schließen, dass die beschriebenen Veränderungen ihrer Expressionen infolge retinaler 

IRI auf dem mRNA-Level kein Langzeiteffekt zu sein scheinen.  

 

4.3.3 Der Einfluss der Betulinsäure auf die Expression der CAT, GPX1 und HO1   

        beim (retinalen) IRI  

Zu den Auswirkungen der Betulinsäure auf die Genexpression der CAT, GPX1 und 

HO1 gibt es nur überschaubare Erkenntnisse aus der Literatur. Insbesondere für die 

GPX1 liegen nur indirekte Daten vor, da lediglich die Gesamtaktivität aller GPX unter 

Betulinsäure betrachtet wurde (257, 265). Hierdurch bleibt im Unklaren, ob die 

gemessene Aktivität oder Expression tatsächlich auf die GPX1 oder doch auf eine 

andere Isoform zurückzuführen ist. Allerdings spricht die bisherige Evidenz dafür, dass 

die Betulinsäure im Allgemeinen die Genexpression der CAT (265, 365), GPX (265) 

und HO1 (332) sowie die Aktivitäten der CAT und GPX (Gesamtaktivität) steigert (250).  
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Auf diverse pathologische Entitäten, bei denen oxidativer Stress eine wichtige Rolle 

spielt und veränderte Expressionen oder Aktivitäten antioxidativer Enzyme hervorrufen 

kann, scheint die Betulinsäure ebenfalls einen positiven Einfluss zu haben: so wird ein 

Abfall der GPX-Gesamtaktivität in der Leber und in Splenozyten unter Betulinsäure 

gemindert (257, 265). Es ist zwar denkbar, dass auch die GPX1 hieran beteiligt ist, 

aber die hiesigen Ergebnisse unterstützen diese Annahme nicht. Auch spricht der 

niedrige Rang der GPX1 in der Hierarchie der Selenoproteine (74, 93) gegen eine 

solche Beteiligung. die Expression bzw. Aktivität der GPX1 ist bereits bei moderaten 

Selenkonzentrationen aufgrund einer reduzierten mRNA-Stabilität eingeschränkt (74, 

93, 112, 177) und ein Abfall der Selenverfügbarkeit kann im Rahmen einer 

Entzündungsreaktion zustande kommen (366), wie sie postischämisch auch in der 

Retina auftritt (siehe II.2.4).  

Die bereits eingeführten von der Betulinsäure beeinflussten Transkriptionsfaktoren 

NF-κB, PU.1 und Nrf2 sind auch für die GPX1-Expression relevant (74). Jedoch stellt 

sich die Frage, ob diese Wirkung ins Gewicht fällt, wenn die mRNA-Stabilität während 

der Reperfusion beeinträchtigt ist. Somit könnte dieser Faktor die mutmaßlich 

stimulierende Wirkung der Betulinsäure auf die GPX1-Expression stören und zu einem 

Abfall dieses Enzyms bei Selenmangel führen. Wahrscheinlicher scheint daher, dass 

eine andere GPX-Isoform für die im Vergleich erhöhte GPX-Gesamtaktivität unter 

Betulinsäure verantwortlich ist.  

Die oben angeführte Stimulation der GPX-Gesamtaktivität unter Betulinsäure tritt in 

Splenozyten sowie der Leber auf (257, 265). Obgleich die Isoform GPX2 vorwiegend 

in intestinalen Epithelzellen lokalisiert ist (93, 94, 111), scheint sie diese 

Beobachtungen erklären zu können. Erstens kommt sie bei verschiedenen Spezies 

(Mensch, Maus, Ratte) in der Leber (366-368) und Milz (369, 370) vor oder kann dort 

induziert werden. Zweitens ist sie ein Zielgen (74, 93) des Betulinsäure-empfindlichen 

Nrf2 (332). Drittens werden diese potentiellen Auswirkungen der Betulinsäure auf die 

GPX2-Expression, anders als bei der GPX1, durch eine Entzündungsreaktion 

vermutlich nicht gestört: sowohl ein Selenmangel (74) als auch proinflammatorische 

Zytokine (z.B. IL-6 in Hepatozyten) (366) scheinen sich eher stimulierend auf ihre 

Exprimierung auszuwirken. Dies macht die GPX2 zu einer plausibleren Erklärung für 

die beschriebene Wirkung der Betulinsäure auf die GPX-Gesamtaktivität. 

Diese Erkenntnisse bezüglich der „intestinalen GPX“, wie die GPX2 auch genannt wird 

(93), sind auch für den retinalen IRI relevant, da die GPX2 in ähnlich hohen 

Konzentrationen wie die GPX1 und GPX4 in der Retina von Mäusen (mit albinotischem 
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Hintergrund, SV129xBALBc/CF1) nachgewiesen wurde (371). Zudem konnte die 

Induktion der GPX2 in der Retina von Ratten unter Protonenstrahlung ausgelöst 

werden (351). Dieses Expressionsniveau und Verhalten in der Retina, sprechen dafür, 

dass die GPX2 eine interessante Rolle in der Retina und beim retinalen IRI spielen 

könnte. Leider gibt es bisher kaum Untersuchungen zu dieser Isoform in der Retina, 

die jedoch gerade bezüglich der Wirkung von Betulinsäure beim retinalen IRI mehr 

Beachtung zu verdienen scheint. 

Auch die CAT wird unter Betulinsäure bei entzündlichen Prozessen in diversen 

Organen (Leber, Lunge, Pleura, Niere) verstärkt exprimiert (372) oder erleidet einen 

geringeren Verlust ihrer Aktivität (257, 264, 270). Im Widerspruch hierzu steht die 

Beobachtung, dass unter Isofluran in neonatalen Neuronen die Expression der CAT 

sowie die neurotoxische Wirkung des Isoflurans bei einer Gabe von Betulinsäure 

verringert werden (251). Möglicherweise beeinflusst der Entwicklungsgrad der Zellen 

die Wirkung der Betulinsäure auf die CAT-Expression oder -Aktivität unter 

Stressbedingungen.  

Die Induktion der CAT durch Betulinsäure ist in den hiesigen Daten nicht nachweisbar. 

Die CAT wird wie die NOX4 von PPARγ in ihrer Genexpression beeinflusst, allerdings 

wirkt PPARγ hier fördernd (109, 163, 169). Hiervon abgesehen findet sich unter den 

Transkriptionsfaktoren der CAT der stimulierende Nrf2 und das hemmende mTOR 

(163). Während auf PPARγ nur ein indirekter stimulierender Einfluss der Betulinsäure 

(über den Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor γ Koaktivator 1) besteht (243), 

sind in vitro sowohl eine verminderte mTOR-Expression (243), als auch eine 

Akkumulation von Nrf2 im Zellkern (332) unter Betulinsäure beschrieben. Somit 

könnten alle genanntenTranskriptionsfaktoren eine Induktion der CAT unter 

Betulinsäure erklären. Möglicherweise sind diese Effekte jedoch abhängig vom Zelltyp 

oder in vivo geringer ausgeprägt, sodass bei der hiesigen Untersuchung der CAT-

Expression beim retinalen IRI in vivo das Signifikanzniveau für die Betulinsäure 

verfehlt wurde.  

Im Falle der HO1 zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit hingegen, dass es unter 

Betulinsäure beim IRI zu einer Induktion des Enzyms kommt. Dieser Effekt ist bereits 

von anderen Arbeitsgruppen beschrieben: in vitro kommt es in Makrophagen 

(264.7RAW) unter Betulinsäure zu einer gesteigerten Expression der HO1 (332). Auch 

in vivo ist im Kontext bestimmter Nephropathien, bei denen oxidativer Stress wichtig 

ist, von zwei unabhängigen Arbeitsgruppen die Wirkung der Betulinsäure betrachtet 
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und ein stimulierender Effekt auf die HO1-Expression festgestellt worden (373, 374) 

bzw. eine Wirkungsvermittlung via Nrf2 im Kontext entzündlicher Prozesse (67).  

Die hier zugrundeliegenden Mechanismen sind bisher erst im Ansatz untersucht, da 

die HO1 von vielen Transkriptionsfaktoren und Signalkaskaden beeinflusst wird. 

Hierzu zählt allen voran Nrf2, aber es fallen auch AP-1, NF-κB (62, 107) und der AMP-

Kinase-Signalweg (88) darunter. Wie bereits erwähnt besteht vermutlich kein Einfluss 

der Betulinsäure auf AP-1, während NF-κB durch sie gehemmt wird (siehe V.4.2.3), 

sodass diese Transkriptionsfaktoren als Mediatoren der Betulinsäure ausscheiden. 

Nrf2 hingegen scheint sich sowohl bei den In-vitro- (332), als auch In-vivo-

Untersuchungen (373, 374) eine mögliche und wahrscheinliche Erklärung für den 

Effekt der Betulinsäure auf die HO1-Expression anzubieten. Es ist in und ex vivo 

jedoch auch eine Aktivierung der AMP-Kinase durch die Betulinsäure beobachtet 

worden (243), sodass dieser Mechanismus als mögliche Erklärung nicht gänzlich 

außer Acht gelassen werden sollte.  

 

4.4 Die NO-Synthasen (NOS) 

Die NOS sind NO-produzierende Enzyme, die durch eine Entkopplung dieser 

Synthese jedoch zu einer wichtigen ROS-Quelle werden können. Die drei Isoformen 

haben verschiedene Hauptlokalisationen und sind an der Modulation der neuronalen 

Transmission (nNOS), Entzündungsprozessen (iNOS) und der Regulation des 

Vasotonus (eNOS) beteiligt (siehe II.3.4.1-3). 

 

4.4.1 NOS und ihre Wirkung beim retinalen IRI 

Die Wirkung von NO auf die Retina oder das Gehirn bei einem IRI ist abhängig von 

seiner Quelle (199, 375-377). Während die eNOS über eine Förderung der Perfusion 

insgesamt einen protektiven Effekt zu haben scheint (199, 343, 377, 378), weisen die 

nNOS (199, 343, 375, 378) und iNOS (199, 343) schädliche Wirkungen auf.  

 

Das von der nNOS freigesetzte NO wirkt beim retinalen und zerebralen IRI 

neurotoxisch (199, 343, 375, 377) und scheint einen Teil des exzitotoxischen Effekts 

von Glutamat im Rahmen des IRI auszumachen (277, 313, 378, 379): durch die 

Stimulation des NMDA-Rezeptors kommt es zum Anstieg der intrazellulären 

Calciumkonzentration, welche die calciumabhängige nNOS aktivieren kann (35, 38, 

313, 375). Die nNOS produziert unter physiologischen Bedingungen wie die eNOS NO 

in eher niedrigen Konzentrationen (48, 197), jedoch liegen die maximalen 
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Reaktionsgeschwindigkeiten von nNOS und iNOS deutlich höher als die der eNOS 

(105). Auch scheint die nNOS eine größere Neigung zur Entkopplung und Produktion 

von O2
•- als die eNOS aufzuweisen (203). Diese Überproduktion von NO durch die 

iNOS und nNOS sowie die Bildung von O2
•- durch die Entkopplung führen zu toxischen 

NO-Konzentrationen (199, 343) und der Entstehung von ONOO- (14, 25). Dies kann 

eine mitochondrialen Dysfunktion (14, 38, 343), DNA-Schädigungen (14) [erkennbar 

an der vermutlich konsekutiven Aktivierung von Poly(ADP-ribose)-Polymerasen (38, 

379)] und die Bildung von Nitrotyrosin (14, 380) nach sich ziehen. 

In der Retina ist die Hemmung der nNOS mit einer Reduktion des IRI assoziiert (313, 

375, 377), solange die Perfusion nicht durch die unspezifische Hemmung aller NOS 

beeinträchtigt wird (377). Auch Ergebnisse von zerebralen IRI zeigen, dass ein 

Knockout (199, 378, 379) oder die Hemmung der nNOS (199, 343, 378, 380) – auch 

hier unter Berücksichtigung der Perfusion (378, 380) – protektiv wirken.  

Die iNOS übertrifft ihre Isoformen in ihrer NO-Produktion quantitativ und zeitlich (24, 

35, 105, 212, 230). Durch die Abhängigkeit dieser Produktion von der 

Proteinbiosynthese des Enzyms kommt es jedoch erst zeitlich verzögert (105, 198, 

226, 229) zum Einsetzen ihrer zytotoxischen NO-Produktion (24, 105, 212, 231). Als 

Teil der Immunabwehr ist dies durch das Abtöten pathologischer Mikroorganismen 

förderlich (35, 114), als Teil der (sterilen) Neuroinflammation nach zerebralen oder 

retinalen IRI (114) kann es aber die Situation verschlimmern (35, 211). Außerdem gibt 

es Hinweise darauf, dass die gesteigerte iNOS-Expression mit der Gliazellaktivierung 

zusammenhängt, welche zum Zelltod der Neurone führen kann (114). Die Zytotoxizität 

des produzierten NO kommt vermutlich über die Bildung von ONOO- (35, 114, 381) 

sowie die Hemmung der DNA-Synthese (35, 211) und von Eisen-Schwefel-Cluster-

haltigen Enzymen (35) zustande. Auch scheint die neurovaskuläre Kopplung durch die 

iNOS ungünstig beeinflusst zu werden (382).  

Der eNOS hingegen werden generell neuroprotektive Effekte im Rahmen (zerebraler) 

IRI zugeschrieben  (199, 343, 377, 378). Ihre Hauptlokalisation ist das Endothel (78, 

202), wo sich das von der eNOS produzierte NO mittels der Vasodilatation  (199, 212, 

234, 344, 383), Hemmung der Leukozyten- und Thrombozytenadhäsion  (199, 200, 

212, 344, 383) und als Radikalfänger günstig auf die (postischämische) Perfusion 

auswirkt (269, 344, 383). 

Neben dieser Lokalisation kommt die eNOS postischämisch auch in Neuronen vor: In-

vitro-Studien weisen darauf hin, dass sie hier das neuronale Überleben beim 

zerebralen IRI über eine vermehrte Sekretion des brain derived neurotrophic factor 
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(BDNF) begünstigen kann (384). Zudem scheint die Neuroinflammation durch die 

eNOS gehemmt zu werden, da in ihrer Abwesenheit verschiedene 

Entzündungsmarker erhöht vorliegen (383) und der mutmaßlich hemmende Einfluss 

der eNOS auf die Aktivierung des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-κB 

fehlen dürfte (273).  

Auch die Grundausstattung der eNOS könnte zu ihrer protektiven Wirkung beitragen: 

sie arbeitet mit einer deutlich geringeren Maximalgeschwindigkeit, als ihre Isoformen 

(105), und hat eine geringere Neigung zur Entkopplung (203). Damit dürfte die Gefahr 

einer toxischen NO- oder der ROS-Produktion durch die eNOS geringer sein. Durch 

diese Charakteristiken kann die eNOS neben den oben beschriebenen 

antiinflammatorischen Wirkungen und günstigen Effekten auf die Perfusion von ihren 

Isoformen weiter abgegrenzt werden.  

 

Somit ist eine Hemmung der Genexpression der nNOS und der iNOS ein 

wünschenswertes Ziel bei retinalen IRI, wohingegen erhöhte mRNA-Level der eNOS 

zur Reduktion des Schadens beitragen könnten.  

 

4.4.2 NOS - Expression: Erwartete Veränderungen beim (retinalen) IRI 

Die bisher beschriebenen Veränderungen der nNOS-Genexpression nach retinalem 

IRI entwerfen ein verschwommenes Bild: bei Studien an den Retinae von Ratten sind 

sowohl vermehrte Proteinmengen (immunhistochemisch) während der ersten 

postischämischen Woche (und darüber hinaus) (216, 375, 385), als auch ein 

anhaltender Abfall der mRNA-Level in den ersten beiden Tagen (377) oder des 

Proteins (immunhistochemisch) (386) beschrieben. Studien an Mäusen zu dieser 

Fragestellung finden sich lediglich für zerebrale IRI, bei denen ein Anstieg der mRNA-

Level nach 24 Stunden (343), des Proteins (immunhistochemisch) nach 72 Stunden 

(313) und der Aktivität der nNOS (380) sowie auch eine vermehrte, mit der nNOS 

assoziierte Nitrotyrosinbildung (380) beobachtet wurden. Auch bei anderen Formen 

von Gewebsschädigungen im Gehirn wurde eine verstärkte Genexpression und 

Aktivität der nNOS verzeichnet (197, 199).  

Auf der Basis dieser Ergebnisse darf ein Anstieg der nNOS-Proteinkonzentrationen 

erwartet werden, wenngleich unklar ist, ob dies auch auf die mRNA-Level zutrifft.  

Bekannte fördernde Einflussfaktoren auf die Genexpression der nNOS sind Östrogen 

(197) und eine Lichtstimulation (218, 387). Diese beiden Größen sollten hier jedoch 

keinen (konfundierenden) Einfluss haben, da sie zwischen den Gruppen nicht 
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variieren. Der Promotor der nNOS weist allerdings auch Bindungsstellen für NF-κB auf 

(199), sodass die theoretische Grundlage für die formulierte Erwartung vorliegt. 

Die Antwort auf die Frage nach der veränderten iNOS-Expression scheint klarer: sie 

wird durch entzündungsassoziierte Zytokine (TNFα, IL-1) (14, 38, 227) sowie die 

Aktivierung von NF-κB (105, 197, 199) induziert und in der Retina von Ratten kommt 

es 6-24 Stunden nach der Ischämie zu einem signifikanten Anstieg ihrer mRNA-Level 

(83, 226, 327, 381, 388) und Proteinkonzentrationen (83, 114, 327, 388). Passend 

hierzu konnten erhöhte NO-Konzentrationen festgestellt werden (2). 

Immunhistochemisch haben Yan und Kollegen bei Ratten in der Retina auch 7 Tage 

nach einer Ischämie noch eine signifikante Erhöhung der iNOS beobachtet (2), 

wenngleich einer ähnlichen Untersuchung ein solcher Nachweis nur bis zum fünften 

postischämischen Tag in der Retina gelang (114). Gleichfalls sind über eine 

Flowzytometrie nach einer Woche Reperfusion erhöhte iNOS-Proteinkonzentrationen 

in retinalen Mikroglia von Mäusen (C57BL/6) festgestellt (389). Es darf also ein Anstieg 

der Genexpression der iNOS beim retinalen IRI erwartet werden, der allgemein auch 

bei anderen Schädigungen der Retina aufzutreten scheint: Beispiele hierfür sind 

pathologische Lichtintensitäten (202), neuronale Verletzungen (212), chirurgische 

Manipulation (216) oder Erkrankungen, die mit einem IRI einhergehen, wie die 

diabetische Retinopathie und das Glaukom (212, 382, 389). Ursächlich für die 

Induktion der iNOS beim retinalen IRI kann neben dem nachgewiesenen Vorkommen 

der induzierenden Zytokine (4, 226) auch die Aktivierung von NF-κB sein (327), da 

passende Bindungsstellen in ihrem Promotor auftreten (197).  

Für die eNOS kann im Rahmen des retinalen IRI bei Ratten oder Mäusen ein Anstieg 

ihrer mRNA (377), des Proteins (immunhistochemisch) (277) und vermutlich ihrer 

Aktivität (bzw. ein aktivitätsgesteigerter Zustand) (273) festgestellt werden. Diese 

Untersuchungen decken sich mit Ergebnissen von zerebralen IRI an ähnlichen 

Spezies, bei denen ebenfalls eine Zunahme der mRNA-Level (343), des Proteins (384, 

390, 391) und der eNOS-Aktivität (380, 390) beschrieben sind. Jedoch gibt es auch 

Untersuchungen, die unveränderte (392) oder verminderte (344) zerebrale 

Proteinkonzentrationen der eNOS verzeichnen und damit einen Widerspruch bilden. 

Der überwiegende Anteil der Studien spricht dennoch für einen Anstieg der eNOS 

(mRNA, Protein, Aktivität) beim retinalen (oder zerebralen) IRI. 

Zu den positiven Stimuli für die Genexpression der eNOS zählen die Schubspannung 

(197, 203), Östrogen (38) und der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (32, 38, 

212), die hier jedoch gleichfalls keinen konfundierenden Einfluss haben sollten. VEGF 
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wird über HIF-1α bei Hypoxie induziert (32) und könnte eine Grundlage für die 

gesteigerte eNOS-Expression liefern.  

Demnach scheint für alle drei NOS-Isoformen zu gelten, dass beim retinalen IRI mit 

einem Anstieg der Genexpression gerechnet werden darf, wenngleich die 

Evidenzbasis unterschiedlich gut ist. Zumeist werden die Veränderungen der NOS 

während der ersten 24 – 96 Stunden der Reperfusion ermittelt [nNOS (313, 343); iNOS 

(83, 226, 327, 381, 388); eNOS (273, 343, 377, 390, 391)]. Darüber hinaus scheint 

sich im Falle der iNOS bzw. eNOS ein Rückgang der mRNA-Level nach 48 Stunden 

(226) bzw. 24 Stunden (377) beim retinalen IRI abzuzeichnen. Es ist jedoch aufgrund 

der langfristig erhöhten Proteinkonzentrationen aller drei Isoformen unklar, ob die 

gesunkenen mRNA-Level persistieren (und nur das Proteinniveau langfristig erhöht 

bleibt) oder ob ein erneuter Anstieg der Transkription erhöhte Proteinkonzentrationen 

verursacht. Die hier gewonnenen Ergebnisse zeigen jedoch keinen Anstieg der 

mRNA-Level in der späten Reperfusion und sprechen daher gegen letztere Annahme.  

Die Untersuchungen, welche die längerfristigen Veränderungen der NOS beim 

retinalen IRI betrachten, basieren hingegen auf dem Nachweis des jeweiligen NOS-

Proteins [nNOS (375, 385); iNOS (2, 114, 389); eNOS (277)]. Zudem stammen die 

meisten Ergebnisse hierzu aus Untersuchungen retinaler IRI an Ratten. Damit ist 

denkbar, dass der Zeitpunkt und der Parameter (Protein statt mRNA) der 

Untersuchung oder die untersuchte Spezies die Diskrepanzen verursachen. Es 

scheint, als sei der vermutete Anstieg der Genexpression für die NOS-Familie beim 

retinalen IRI während der späten Reperfusion nur auf der Ebene des Proteins und 

möglicherweise der Aktivität nachweisbar.  

Im Falle der iNOS könnte auch der Anteil und Aktivierungsgrad von Mikroglia in der 

Retina einen Einfluss haben, da bei der Durchflusszytometrie die iNOS vorwiegend in 

retinalen Mikroglia nachgewiesen wurde (389). Auch scheint die Analyse der iNOS-

Expression in der gesamten Retina zu einem früheren Verlust der Signifikanz zu 

führen, als die Betrachtung eines Ausschnitts wie dem Sehnervenkopf (114). Somit 

können verschiedene Einflussfaktoren zur Erklärung der Unterschiede zwischen 

erwarteten und eingetretenen Veränderungen herangezogen werden.  

 

4.4.3 Der Einfluss der Betulinsäure auf die NOS - Expression beim (retinalen) IRI  

Die nNOS ist bei einem IRI vorwiegend für die toxischen NO-Konzentrationen und 

Wirkungen in der frühen Reperfusionsphase zuständig, wohingegen die iNOS in der 

späteren Phase führend ist (380). Eine Hemmung des postischämischen Anstiegs von 
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nNOS und iNOS sowie die Induktion der protektiven eNOS erscheinen damit als 

wünschenswerte pharmakologische Ziele.  

Lu und Kollegen (269) verzeichnen an Mäusen mit zerebralem IRI unter Betulinsäure 

(50mg/kg KGW p.o.) eine Hemmung des postischämischen Anstiegs der mRNA-

Niveaus der nNOS und iNOS, und – auch in der nicht-ischämischen Hemisphäre – 

eine gesteigerte Transkription der eNOS. Daher scheint die Betulinsäure geeignet zu 

sein, um die gewünschten Ziele zu erreichen.  

Unterstützt wird diese Annahme, da sich diese Effekte der Betulinsäure auf die nNOS 

und iNOS auch in einem In-vitro-Modell für zerebrale IRI (253) zeigt. Außerdem wird 

auch die bei Entzündungen auftretende Induktion der iNOS in vitro (246, 266) und bei 

verschiedenen Organen auch in vivo durch die Gabe von Betulinsäure vermindert 

(248, 270). Darüber hinaus zeigt sich in vitro an humanen Endothelzellen eine 

vermehrte Aktivität des Promotors, der Transkription (mRNA) und der Translation 

(Protein) der eNOS unter Betulinsäure (208). Somit sind die Ergebnisse der 

Experimente in vivo und in vitro insgesamt kongruent.  

Diese Ergebnisse ließen sich hier nicht reproduzieren. Möglicherweise ist die in vitro 

beobachtete Wirkung in vivo geringer ausgeprägt oder gehört nicht zu den langfristigen 

Effekten nach retinalem IRI. Auch ist denkbar, dass die Betulinsäure im Gehirn 

prononciertere Veränderungen verursacht, als in der Retina und hierdurch die 

Diskrepanzen auftreten. Weiterhin ist die Gabe der Betulinsäure bei besagtem 

zerebralen IRI in vivo überwiegend vor dem IR-Ereignis an Apoprotein-E-Knockout-

Mäusen erfolgt. Sowohl der Zeitpunkt der Betulinsäuregabe, als auch der Genotyp 

können somit als maßgebliche Einflussfaktoren nicht ausgeschlossen werden.  

 

5. Einschränkungen und Grenzen dieser experimentellen Untersuchung 

Jede experimentelle Arbeit ist aufgrund der artifiziellen Erzeugung von Pathologien 

und der Grenzen der verwendeten Analysemethoden Einschränkungen unterworfen.  

Der Nachweis von erhöhten ROS-Konzentrationen in den ischämischen Retinae über 

die DHE-Färbung ist hier nicht gelungen. Es gibt neben dieser und anderen indirekten 

Methoden auch die Möglichkeit der direkten (125) Messung gebildeter ROS. Hierfür 

werden die Elektronenspinresonanz-Spektroskopie oder das Spin Trapping 

eingesetzt: es handelt sich zwar um hochspezifische Methoden (59, 299), jedoch 

scheinen sie sich noch in der Entwicklung zu befinden (146) beziehungsweise zum 

Screening ungeeignet (299) zu sein. Wenngleich Granger und Kollegen (24) diese 

Methoden als Goldstandard betrachten, empfehlen neuere Publikationen die 



113 
 

Kombination von DHE mit anderen Analyseverfahren (299). Darüber hinaus hat DHE 

zwar eine relative Spezifität für O2
•- (24), reagiert aber auch mit anderen ROS zu den 

fluoreszierenden Produkten Hydroxyethidium (2-OH-Ethidium) und Ethidium (299, 

300). Demnach ist die gewählte Methode prinzipiell geeignet, auch da eine 

Differenzierung der ROS nicht für den Nachweis oxidativen Stresses vonnöten ist. Ein 

Problem bleibt jedoch bestehen, da aufgrund der relativen Spezifität von DHE für O2
•- 

unklar ist, wie gut H2O2 und damit indirekt die Auswirkungen der NOX4-Induktion unter 

Betulinsäure nach IRI erfasst werden kann.  

Die veränderten Transkriptionsraten verschiedener pro- und antioxidativer Enzyme 

geben einen Hinweis darauf, über welche Mechanismen die Betulinsäure ihre 

protektive Wirkung entfaltet. Jedoch sind mRNA-Level lediglich eine erste Annäherung 

an die tatsächlichen Enzymkonzentrationen und -aktivitäten in der Retina. Sie können 

daher nur ein ungefähres Bild vermitteln und der Einfluss der Betulinsäure auf die 

kurzfristigen Reaktionen direkt nach Beginn der Reperfusion werden nicht erfasst. 

Kurzfristige Veränderungen könnten sich vermutlich noch in den 

Proteinkonzentrationen oder Aktivitäten auch nach Normalisierung der mRNA-Level 

niederschlagen. Bei der Entscheidung für diese Parameter hätte man sich allerdings 

auf eine Auswahl der untersuchten Enzyme beschränken oder die Stichprobe deutlich 

erhöhen müssen, sodass entweder ein eingeschränktes Bild entstünde oder der 

zeitliche und monetäre Aufwand stiege. Daher stellt die hier verwendete PCR zur 

orientierenden Exploration der Wirkung der Betulinsäure beim retinalen IRI eine 

geeignete Methode dar, wenngleich bei der Betrachtung im Hinterkopf behalten 

werden muss, dass erhöhte mRNA-Level nicht zwingend mit gesteigerten 

Enzymaktivitäten und den konsekutiven Wirkungen einhergehen müssen. Die im 

Einzelnen beschriebenen Auswirkungen der Betulinsäure durch die Enzyme sind 

demnach (noch) theoretischer Natur, deren reale Relevanz überprüft werden muss. 

Diese Arbeit trägt aber zur Grundlage des Verständnisses des retinalen IRI und der 

Betulinsäure hierin bei, auf deren Basis das Bild in Folgeexperimenten verfeinert 

werden kann.  
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VI. Zusammenfassung 

Der Ischämie-Reperfusionsschaden (IRI) der Retina geht mit einem Verlust retinaler 

Neurone einher und tritt bei verschiedenen ophthalmologischen Erkrankungen auf. 

Hierunter sind Erkrankungen vertreten, die zu den wichtigsten Erblindungsursachen in 

Deutschland zählen und neuer Therapieoptionen bedürfen. Diese Dissertation 

untersucht den Einfluss des pflanzlichen Triterpenoids Betulinsäure auf den retinalen 

IRI im Mausmodell (C57BL/6J). Der Fokus liegt hierbei insbesondere auf dem 

oxidativen Stress, der einen (besonders) wichtigen Aspekt des retinalen IRI darstellt.  

 

Der retinale IRI wird durch eine Erhöhung des Intraokulardrucks induziert. Hierzu 

werden beidseitig Kanülen in die Vorderkammern der Augen eingeführt. Über 

angeschlossene Infusionen (0,9% NaCl) wird der Intraokulardruck einseitig für 45 

Minuten auf 110 mmHg gesteigert, während er im Partnerauge, das als Kontrolle dient, 

bei 15 mmHg gehalten wird. Die Betulinsäure (50mg/kg KGW) wird per os täglich vom 

Vortag des IRI bis zum siebten Tag der Reperfusion in der Behandlungsgruppe 

verabreicht. Im selben Zeitraums werden der Kontrollgruppe die Trägersubstanzen 

ohne Betulinsäure per os zugeführt. Am achten Tag der Reperfusion erfolgt die 

Auswertung des Einflusses der Betulinsäure auf den retinalen IRI. 

 

Der Verlust von Neuronen in der Ganglienzellschicht nach IRI wird über eine 

Kresylblau-Färbung retinaler Flachpräparate erfasst und ist unter Betulinsäure 

verringert. Die Ergebnisse der Toluidinblau-Färbung von Sehnervenquerschnitten 

erfassen unter Betulinsäure ebenfalls eine Reduktion des Verlusts retinaler 

Ganglienzellen nach IRI. Demnach treten unter Betulinsäure protektive Effekte auf und 

der Verlauf des retinalen IRI wird günstig beeinflusst.  

In den Retinae kann mithilfe Dihydroethidin-Färbung kein unterschiedlicher Gehalt 

reaktiver Sauerstoffverbindungen nach dem IRI festgestellt werden. Somit verweist nur 

die Induktion der prooxidativen NOX2 in beiden Untersuchungsgruppen indirekt auf 

das Auftreten von oxidativem Stress am achten Tag der Reperfusion.  

Abgesehen von der NOX2 werden aufgrund von vorausgegangenen Untersuchungen 

auch für verschiedene andere pro- und antioxidative Enzyme veränderte 

Genexpressionen nach IRI erwartet. Diese Erwartungen basieren unter anderem auf 

Beschreibungen einer Stimulation ihrer Expression über den Transkriptionsfaktor NF-

κB, sowie eine inhibitorische Wirkung der Betulinsäure auf diesen Prozess. Die 

hiesigen Ergebnisse aus der quantitativen RT-PCR zum mRNA-Gehalt der 
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verschiedenen Gruppen und Augen können diese Evidenz allerdings nicht weiter 

untermauern. Vermutlich spielen demnach beim retinalen IRI andere Mechanismen für 

längerfristige Veränderungen der Genexpressionen eine tragende Rolle. 

Die protektive Wirkung der Betulinsäure beim IRI hat sich bereits an anderen Organen 

als der Retina nachweisen lassen. Jedoch beziehen sich diese Untersuchungen auf 

die ersten 24 Stunden der Reperfusion. Die hier vorliegende Dissertation weist 

erstmals nach, dass der neuroprotektive Einfluss der Betulinsäure beim retinalen IRI 

auch nach acht Tagen Reperfusion persistiert.  

Zudem wurde gezeigt, dass zu diesem späteren Zeitpunkt eine Induktion der Enzyme 

SOD1, SOD3, HO1 und NOX4 unter Betulinsäure vorliegt. Die antioxidativen Enzyme 

SOD1, SOD3 und HO1 vermitteln diverse günstige Effekte beim (retinalen) IRI und 

dürften – wenigstens teilweise – für die protektive Wirkung der Betulinsäure 

verantwortlich sein. Im Fall der NOX4 ist hingegen noch unklar, ob ihre Induktion als 

Nebenwirkung, als Teil einer wirkungsvermittelnden Signalkaskade (möglicherweise 

über den Transkriptionsfaktor Nrf2) oder als eigenständige protektive Wirkung der 

Betulinsäure anzusehen ist. In der Literatur findet sich erste Evidenz für alle drei 

Ansätze.  

Es lässt sich festhalten, dass die Betulinsäure aufgrund ihrer geringen Toxizität und 

der festgestellten protektiven Effekte einen potentiellen Therapieansatz für den 

retinalen IRI darstellt. Diese Dissertation hat ergeben, dass die Enzyme SOD1, SOD3, 

HO1 und möglicherweise NOX4 langfristig in die Neuroprotektion der Retina beim IRI 

unter Betulinsäure involviert sind.   

 

Zukünftige Untersuchungen zum optimalen Zeitfenster der Therapie mit Betulinsäure 

(prä- versus postexpositorisch) und deren Wirkmechanismen werden dazu beitragen, 

das Potential der Betulinsäure als Therapeutikum beim retinalen IRI besser zu 

beleuchten. Hilfreich dürfte hierbei auch sicherlich ein besseres Verständnis der NOX4 

und ihrer Rolle beim IRI sein. 

 

Letztendlich unterstützen die Resultate der vorliegenden Dissertation die zugrunde 

liegende Hypothese, dass Betulinsäure auch zur Therapie des retinalen IRI beim 

Menschen geeignet sein könnte.  
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