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1. Einleitung

Die Retina ist ein komplexes Sinnesorgan, das der sensorischen Wahrnehmung von
Lichtreizen dient. Verschiedene spezialisierte Nervenzellen bilden hier ein neuronales
Netzwerk. Die Photorezeptoren nehmen die einkommenden Lichtreize auf. Am Ende der
Verschaltung stehen die retinalen Ganglienzellen (RGCs), deren Axone den Nervus opticus
und den Beginn der Sehbahn bilden. Die Abgange der Arteria ophthalmica versorgen die
Retina mit Blut. Die Regulation des Gefal3tonus der retinalen Blutgefal3e in Physiologie und
Pathologie ist noch immer Gegenstand der Forschung. Stickstoffmonoxid (NO) wirkt als
wichtiger Vasodilatator und wird im Endothel durch die Enzymgruppe der Stickstoffmonoxid-
Synthasen (NOS) erzeugt. Auller die durch vasodilatatorische Effekte vermutete
Neuroprotektion werden auch antiatherosklerotische Effekte durch NO beschrieben. Des
Weiteren ist NO ein Neurotransmitter, der fur neuronale Plastizitat im Rahmen der
Embryonalentwicklung eine Rolle spielt. Im Rahmen der NO-Synthese durch die NOS fallen
in geringem Ausmall auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) an. Durch ROS bedingter
oxidativer und nitrosativer Stress spielt bei der Pathophysiologie diverser Erkrankungen des
Auges, wie dem Glaukom, der diabetischen Retinopathie und der altersbedingten
Makuladegeneration eine Rolle. Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) eine der
drei NOS-Isoformen, wurde in den vaskularen Endothelzellen der Retina nachgewiesen. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die eNOS neuroprotektiv auf retinale Neuronen in
der Ganglienzellschicht wirkt. Weiterhin wurde analysiert, inwieweit die eNOS wichtig fir den
Erhalt der Endothelfunktion okuldrer Blutgefafe im Alter ist. Nach einer Zusammenfassung
des anatomischen und histologischen Aufbaus der Retina, bisherige Erkenntnisse Uber
Vorkommen, Funktionsweise der NOS, Entstehung und Auswirkungen von ROS sowie
Alterungsprozesse folgt eine Beschreibung der durchgefiihrten Experimente. Alle Versuche
wurden an jungen und alten eNOS-Knockout-Mausen sowie Wildtyp- (WT)-Kontrollgruppen
durchgefuhrt. An Methoden wurden neben Augeninnendruckmessungen und Zellzahlungen
der Retina und Axone des Sehnervens auch die Gefalreaktion der A. ophthalmica per
Videomikroskopie durchgefthrt.



2. Literaturdiskussion

2.1 Anatomische Grundlagen
2.1.1 Aufbau des Auges und der Retina

Die Retina befindet sich im hinteren Augenabschnitt und ist ein anatomisch nach peripher
verlagerter Teil des Diencephalons. Die Retina ist in verschiedene Schichten eingeteilt (s.
Abbildung 1). Die Photorezeptoren (Stabchen und Zapfen), die Lichtreize aufnehmen,
befinden sich in der &uRersten Schicht. Ihre Zellsomata bilden die duRere Kérnerschicht. Uber
bipolare Zellen, Horizontalzellen und amakrine Zellen (ACs) in der inneren Koérnerschicht
werden diese Reize an die RGCs weitergegeben. Die RGCs bilden also das 3. Neuron in der
Sehbahn und liegen an der Innenseite der Retina. lhre Axone ziehen zum Mittelpunkt der
Retina, der Papille, und bilden von dort an den N. opticus. Temporal der Papille liegt die Fovea,
an der sich die meisten Photorezeptoren befinden und die somit die Stelle des scharfsten
Sehens darstellt. Horizontalzellen verschalten die Photorezeptoren untereinander und
verstarken Lichtadaptation und das Kontrastsehen. ACs sorgen ebenfalls fur eine laterale
Verschaltung, allerdings auf Hohe der Bipolar- und Ganglienzellen. Miller-Zellen, Astrozyten
und Mikrogliazellen sind die Gliazellen der Retina, wobei Miuller-Zellen die am h&aufigsten
vorkommenden Gliazellen der Retina sind und sich senkrecht durch alle Schichten der Retina
erstrecken. Sie dienen als Stitzzellen der Verankerung der Netzhaut und sind ebenso an der
Regulierung der extrazellularen lonenkonzentration im Rahmen von elektrischen Reizen beim

Sehvorgang beteiligt. (1)
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Abbildung 1: Aufbau der Retina: Schema der ersten drei Projektionsneurone der Sehbahn und ihrer
Verschaltung (2)

2.1.2 Retinale Ganglienzellen

Die Somata der RGC bilden die innerste Schicht der Retina. Zuséatzlich wurden auch ektope
Ganglienzellen beschrieben (,displaced RGC®), deren Somata sich in der inneren
Kdrnerschicht befinden. Wahrend zu humanen Retinae noch keine entsprechenden
Untersuchungen vorliegen, machen diese bei der Maus einen Anteil von ca. 1-2% an der
Gesamtheit aller RGCs aus. Bei der Maus sind die ektopen RGCs hauptséachlich in der
Peripherie der Retina zu finden. (3). E.H. Buhl und J.F. Dann vermuteten, dass die ektopen
Ganglienzellen moglicherweise wahrend der Embryonalentwicklung durch zu dichtes

Zellwachstum in der inneren Kérnerschicht zurlickbleiben (4).

Die absolute Anzahl an retinalen Ganglienzellen variiert je nach Spezies und ist auch innerhalb
verschiedener Mausstdmme sehr verschieden. Abweichungen von der natirlichen Variation
an der Neuronenanzahl kdénnen sowohl genetisch als auch durch Umweltfaktoren und
developmental noise bedingt sein (5). M. Salinas-Navarro et al. fanden heraus, dass die

Gesamtzahl an RGCs auch bei pigmentierten im Vergleich zu Albino-Ratten verschieden ist.



Pigmentierte Ratten haben durchschnittlich mehr RGCs, was von den Autoren auf genetische

Unterschiede zurtickgefuhrt wurde. (6).

In der Retina befinden sich die meisten RGCs zentral und temporal, die Zelldichte nimmt nach
peripher und nasal hin ab, wobei zentral ca. viermal so viele Ganglienzellen zu finden sind wie
peripher (3). Bei Ratten liegt das Maximum der Zelldichte an RGCs bei ca. 1mm oberhalb des
Sehnervenaustrittes (6) und auch bei Mausen wurde die héchste Dichte an RGCs im oberen
temporalen Quadranten festgestellt (3, 7). Die Variabilitat der Zellgrof3e, Dendritenl&ange und -
verzweigung nimmt nach peripher hin zu. Bei Nagetieren ist dieser Unterschied auf Grund der

kleinen Retina jedoch nicht sehr ausgepragt (8).

Jeder retinalen Ganglienzelle wird ein rezeptives Feld zugeordnet. Dieses beschreibt einen
Bereich an Photorezeptoren, der tber Interneurone auf die jeweilige Ganglienzelle verschaltet
ist. Fallen Lichtreize auf das Zentrum des rezeptiven Feldes wird eine ON-Zentrum-
Ganglienzelle erregt. Lichtreize auf die Peripherie des rezeptiven Feldes hemmen eine ON-
Zentrum-Ganglienzelle. Bei OFF-Zentrum-Ganglienzellen ist der gegenteilige Effekt zu
beobachten. Diese Art der Signalweiterleitung dient der Wahrnehmung von Anderung in der
Helligkeit eines Lichtreizes und Kontrastsehen (9, 10). Des Weiteren gibt es ON-OFF-
Ganglienzellen, die Bewegung innerhalb ihres rezeptiven Feldes wahrnehmen kénnen. (11,
12) Photosensitive RGCs machen ca. ein Prozent aller RGCs aus und vermitteln Signale an
den fir den Tag-Nacht-Rhythmus verantwortlichen N. suprachiasmaticus im Hypothalamus.
(13)

RGCs konnen nach ihren physiologischen Eigenschaften und Aufgaben (11, 14, 15),
Zielstrukturen im zentralen Nervensystem (16, 17), ihrer Dendritenverzweigung (18, 19) sowie
molekularen Markern (20, 21) unterschieden werden. Bei der Maus wurden mehr als 40
verschiede RGC-Subtypen identifiziert. (22—24) Ziel der Erstellung dieser Cluster ist es, die
physiologischen Funktionen der RGCs sowie deren Unterschiede bei pathologischen
Zustanden besser zu verstehen. Durch Nachweis verschiedener Genexpressionsmuster an
RGCs untersuchten Tran et al. beispielsweise das Vorhandensein von molekularen Markern,
die die Widerstandfahigkeit einer RGC bei pathologischen Zustanden, wie z.B. Lasion des N.

opticus, anzeigen. (24)

2.1.3 Amakrine Zellen

Die Somata der ACs befinden sich weitestgehend in der inneren Kornerschicht. Sie bilden
Verschaltungen in der Sehbahn zwischen den Bipolar- und Ganglienzellen. (1) Es wird
zwischen ACs unterschieden, die sich entweder durch die Ausschittung von Gamma-

Aminobuttersaure (GABA) oder aber Glycin als Neurotransmitter kennzeichnen. Die
-4 -



GABAergen Zellen haben lange dendritische Verzweigungen und bilden weitestgehend
laterale Verschaltungen (,wide field amacrine cell), die glycinergen Zellen hingegen weisen
kurze dendritische Verzweigungen mit hauptsachlich vertikalen Verschaltungen auf (,narrow
field amacrine cell®). (25, 26) Morphologisch sind ACs auch innerhalb der bereits genannten
Gruppen sehr heterogen: es wurden knapp 30 unterschiedliche Subtypen beschrieben. (27,
28) Bei einigen GABAergen ACs wurde zusatzlich cholinerge Aktivitat festgestellt (,starburst
amacrine cells®). (29, 30) Weiterhin konnte in anderen Zellen zusatzlich die Ausschiittung
weiterer Neurotransmitter und Neuromodulatoren wie beispielsweise Dopamin, Substanz P,
Somatostatin, Neuropeptid Y (NPY), Serotonin, Vasoaktives intestinales Peptid und

Endokannabinoide nachgewiesen werden. (31-37)

Die Somata atypisch gelegener ACs befinden sich in der Ganglienzellschicht und sind
GABAerg. Die gesamte Anzahl an atypisch gelegenen ACs ist je nach Spezies verschieden,
so machen sie beim Menschen ca. 50% aller Neurone in der Ganglienzellschicht aus (38) und
bei der Maus mit 59% eine ahnliche Anzahl. (39) Da die Anzahl der RGCs von zentral nach
peripher in der Retina abnimmt, nimmt der Anteil der atypisch gelegenen ACs an der
Gesamtzahl an Neuronen in der Peripherie der Retina deutlich zu. (40) Bei der Maus wurden
zehn (41) und beim Menschen sechs verschiedene morphologische Subtypen an atypisch
gelegenen ACs gefunden. (42) Die morphologische Vielfalt lasst auch hier verschiedenartige

Funktionen der einzelnen Subtypen vermuten.

2.1.4 Gefallversorgung des Auges

Die Blutversorgung von Orbita und Bulbus oculi stammt aus der A. ophthalmica, dem ersten
Abgang der A. carotis interna. Die Retina selbst wird durch die A. centralis retinae versorgt.
Diese gewabhrleistet die Blutversorgung der inneren Schichten bis einschlie3lich der inneren
Kornerschicht und verlauft zentral im N. opticus in Richtung Retina, in der sie sich trichterformig
verzweigt und endsténdig die Netzhautarteriolen bildet. Die Netzhautvenolen nehmen das
sauerstoffarme Blut der Retina auf, vereinigen sich zur im N. opticus verlaufenden V. centralis

retinae und manden in die V. ophthalmica superior und schlief3lich in den Sinus cavernosus.

Die Aa. choroideae versorgen die &ufReren Anteile der Retina und bilden die Lamina
choriocapillaris. Sie entspringen aus den Aa. ciliares posteriores breves, die nahe des N.
opticus durch die Sklera treten, um sich in der Choroidea zu verzweigen. Der vendse Abfluss

erfolgt Uber die Vortexvenen. (1)



2.2 Stickstoffmonoxid-Synthasen

Es sind drei Isoformen der NOS in Saugetieren bekannt, die auf drei verschiedenen Genen
lokalisiert sind (43). Die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (nNNOS) wird kontinuierlich in
Neuronen und anderen Zellen gebildet. Die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)
kommt in fast allen Zellarten vor und kann durch Zytokine und andere Substanzen induziert
werden. Die eNOS wird kontinuierlich in GefalRendothelzellen, kardialen Myozyten,
perivaskularem Fettgewebe und Pyramidenzellen im Hippocampus gebildet.(44-46) Die
eNOS ist u.a. in gut vaskularisiertem Gewebe wie Leber, Milz und Niere zu finden sowie in den
Mitochondrien des Skelettmuskels. Wahrend die nNOS und die eNOS zur NO-Produktion auf
kurzfristige pulsatile Calciumauschittungen angewiesen sind und demzufolge kurzlebigen
Stoffwechselumsatz Uber einige Stunden erbringen, ist die iINOS ein calciumunabhangiges,
kontinuierlich arbeitendes high-output-Enzym, welches grél3ere Mengen NO auch Uber Tage
produziert (43, 47).

Alle drei NOS-Isoformen besitzen Bindungsstellen fiir Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH), Flavine und Calmodulin (CAM), Uber die die NO-Freisetzung reguliert wird
(47, 48). Weitere Cofaktoren zur NO-Synthese sind 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH4) und
Ham. Sowohl eNOS als auch nNOS sind auf CAM und Calcium-Freisetzung in Form eines
Calcium-Transienten von ca. >100 nM angewiesen. Die iINOS hingegen arbeitet
calciumunabhéangig, da sie bereits bei einem Calcium-Transienten von ca. 39nM, also
unterhalb der Calciumkonzentration von 70-100 nM in den meisten Zellen, einen festen
Komplex mit CAM bildet (43, 49, 50). Die Regulation der iNOS-Ausschuttung erfolgt schlie3lich
durch die Translation aus der mRNA (49, 50). In verschiedenen Zellarten konnten
Lipopolysaccharide sowie verschiedene Zytokine, z.B. Interferon y und Interleukin-13, als

Induktoren nachgewiesen werden (51, 52).

2.3 NO-Synthese

Die NOS sind intrazellular gelegene Homodimere, die aus zwei identischen Untereinheiten
bestehen. Drei Cosubstrate werden fir die NO-Synthese bendtigt: L-Arginin, NADPH und O,.
Die funf benotigten Cofaktoren bzw. prosthetischen Gruppen sind Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD), Flavinmononukleotid (FMN), CAM, BHs und Ham (49). Die N-terminale Oxydase-
Domaéane beinhaltet Hadm und BH4, die C-terminale Reduktase-Doméne enthalt FAD, FMN und
eine Bindestelle fir NADPH. An jeder der beiden Untereinheiten gibt es eine Bindestelle fur
CAM zwischen der Oxygenase- und Reduktase-Domane. NOS sind nur in Dimer-Form
katalytisch aktiv, da nur in dieser Formation die Bindung an BH4 erfolgen kann (53). Abbildung

2 stellt ein Dimer der INOS mit seinen Cofaktoren und prosthetischen Gruppen dar.

-6-
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Abbildung 2: Darstellung eines Dimers der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) mit ihren
Cofaktoren und prosthetischen Gruppen. Der Elektronenfluss erfolgt entlang der Pfeile. NADPH:
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, FAD: Flavin-Adenin-Dinukleotid, FMN: Flavin-
mononukleotid, CAM: Calmodulin, ARG: Arginin, FE: Eisenion der Ham-Gruppe, H.B: 5,6,7,8-
Tetrahydrobiopterin, COOH: Carboxyl-Gruppe (54)

NOS fuhren als Monooxygenasen ein Sauerstoff-Atom aus molekularem Sauerstoff in ihr
Substrat Arginin ein. Das zweite Sauerstoff-Atom wird unter NADPH-Verbrauch zu H>O
reduziert. Die prosthetischen Gruppen FAD, FMN und BH. Ubertragen als Cofaktoren
Elektronen auf die dem Cytochrom P450 eigene prosthetische Hdm-Gruppe. Von der Ham-
Gruppe aus werden Elektronen auf Sauerstoff Gbertragen. Zusammenfassend wird bei der
Biosynthese von NO aus Arginin Citrullin gebildet, dabei NADPH als Eletronendonor zu NADP*
oxidiert und NO und HO neu synthetisiert, s. Abbildung 3.

HoN ®/N|-|2 HQN\FN—OH OQ‘T/NHz
NH H NH
1 NADPH 0.5 NADPH
S — — *N=0
I =\
0, H,O o e 0, HO @ e
@ e 2z T2 2
HaN~ "COO HsN" coo  ° HgN” ~COO
Arginin N(w)-Hydroxyarginin Citrullin Stickstoffmonoxid

Abbildung 3: Schrittweise Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) durch Stickstoffmonoxid-Synthase
(NOS) aus Arginin, welches dabei mit NADPH als Elektronendonor zu Citrullin umgewandelt wird. O2:
Sauerstoff, H>O: Wasserstoffoxid, NADPH: Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat. In
Anlehnung an (54)



In Abbildung 2 wird der Elektronenfluss innerhalb der iINOS dargestellt. Die Bindung von CAM
an nNOS und eNOS beschleunigt die Elektronentbertragung von NADPH auf die Ham-
Gruppe, die ohne die Anwesenheit von CAM unterdriickt wird. CAM als Cofaktor wird erst
durch Anwesenheit von Ca?*, welches eine Konformationsanderung an CAM hervorruft und es
aktiviert, bindungsfahig. Die NO-Produktion der eNOS und nNOS wird demnach durch
Mechanismen induziert, die die intrazellulare Calcium-Konzentration entweder durch
Freisetzung aus intrazellularen Speichern oder durch Offnung von membrangebundenen
Calcium-Kanélen erhoht. Da die INOS bereits einen festen Komplex mit CAM gebildet hat, ist

es nicht auf die externe Calciumkonzentration angewiesen (54-58).

2.4 NO-Wirkung als Neurotransmitter

NO ist mit 30 Dalton Molekilmasse eines der kleinsten und einfachsten Molekile. Es hat eine
extrem kurze biologische Halbwertszeit von <5 Sekunden und wirkt daher in geringen
Konzentrationen nicht toxisch. (58) NO wird anders als die meisten Neurotransmitter nicht in
Vesikeln ausgeschuttet und hat keinen postsynaptischen Rezeptor. Der haufigste Signalweg
von NO als Transmitter ist die cGMP-Signalkaskade. Abbildung 4 stellt diese beispielhaft fur
eine glatte Muskelzelle dar. NO bindet an ein Ham-Fe?*-lon der zytosolischen Guanylat-
Cyclase und aktiviert diese. In Folge katalysiert die Guanylat-Cyclase die Umwandlung von
Guanosintriphosphat (GTP) in 3'-5'-zyklisches Guanosin-Monophosphat (cGMP). (58, 59) In
glatten Muskelzellen kommt es lber eine Proteinkinase G-vermittelte Signalkaskade und
Aktivierung der Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase (MLKP) zur Relaxation. (60, 61) CGMP

wird durch die Phosphodiesterase zu Guanosinmonophosphat (GMP) abgebaut. (62)



NO

Glatte Muskelzelle

Guanylat- - Phospho-
Cyclase diesterase

GTP cGMP GMP

|

| Proteinkinase G ]

1

Myosin-P Myosin ======= » Relaxation

Abbildung 4: Stickstoffmonoxid-vermittelte intrazellulare Signalkaskade in einer glatten Muskelzelle,
die zur Muskelrelaxation fuhrt. Dephosphorylierung von Myosin fuhrt zu niedrigerer Calcium-Sensitivitat
der Myofilamente und vermindert somit deren Kontraktilitat. NO: Stickstoffmonoxid, GTP:
Guanosintriphosphat, c¢GMP:  3'-5'-zyklisches = Guanosin-Monophosphat, GMP:  Guanosin-
monophosphat, MLKP: Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase, Myosin-P: phosphoryliertes Myosin

2.5 physiologische Rolle von NO im Kdrper

Analog zu ihren oben beschriebenen Regulationsmechanismen unterscheiden sich die drei
NOS-Isoformen auch in ihren physiologischen Aufgaben. Folgende verschiedenartige

Funktionen der NOS-Isoformen konnten nachgewiesen werden:
2.5.1 nNOS

NO im zentralen Nervensystem spielt eine Rolle bei Lernvorgdngen und neuronaler Plastizitat.
Im Rahmen von Langzeitpotenzierungen fungiert es als retrograder Signalvermittler (63). Von
der nNOS im zentralen Nervensystem produziertes NO ist als Inhibitor des sympathischen
Nervensystems sowie durch parakrine Relaxation glatter Muskelzellen an der Regulation des
Blutdrucks beteiligt. Glatte Muskelzellen im Endothel und auch an anderen Lokalisationen der
Peripherie werden durch nitrerge Neurone innerviert, die eine physiologische Vasodilatation

bzw. Relaxation der glatten Muskelzellen bewirken (47, 64, 65).



2.5.2iNOS

Das in Makrophagen durch die iNOS produzierte NO macht einen grol3en Teil deren
Zytotoxizitat aus. NO ist affin zu proteingebundenem Eisen und kann daher eine Vielzahl von
eisenhaltigen Enzymen deaktivieren. Des Weiteren ist es in der Lage, Strangbriiche an der

DNA sowie DNA-Fragmentierung zu erzeugen (47).
2.5.3eNOS

Aus peripheren Endothelzellen freigesetztes NO wirkt vasodilatatorisch Gber Erhéhung von
cGMP und damit Aktivierung der MLKP in glatten Muskelzellen und Relaxierung des
Gefaldtonus. Es wirkt als Gegenspieler zu sympathischen und durch das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System induzierten vasokonstriktorischen Reizen (47).

NO hemmt zudem die Plattchenaggregation und -adhéasion im Blutgefal3. Es interagiert mit
CD11/CD18 an der Oberflache von Leukozyten und wirkt somit auf deren Adhasion am
Endothel im Frithstadium der Atherosklerose entgegen (47, 66).

Durch NO wird die Proliferation von glatten Muskelzellen gehemmt, am ehesten Uber den
cGMP-Signalweg. Da diese die Matrixproteine von atherosklerotischen Plaques produzieren,
ist dies ebenfalls ein antiatherosklerotischer Effekt (47, 67, 68).

2.6 Vorkommen der NOS in den Zellen der Retina

Die eNOS kommt in der Retina in Endothelzellen, Miuillerzellen, Horizontalzellen und
moglicherweise auch ACs vor. Das Vorkommen der eNOS in Millerzellen, die Anschluss an
das Gefal3system der Retina haben, lasst vasodilatatorische Kompetenzen der Miillerzellen
vermuten (69). Sowohl in den Arteriolen der Retina als auch im Gehirn von M&usen wurde per
PCR die mRNA von allen drei NOS-Isoformen nachgewiesen, wobei nNOS quantitativ am
meisten im Gehirn und eNOS am meisten in der Retina vertreten ist. Die iINOS wurde in

geringster Menge nachgewiesen (70).

In aus zwei Tage alten Ratten gewonnenen Zellkulturen sowie in Retinae menschlicher Feten
wurde eNOS in RGCs sowie ACs in der retinalen Ganglienzellschicht und in der inneren
Kdrnerschicht nachgewiesen. (71, 72) Bei bis zu zwei Wochen alten Ratten wurden alle drei
NOS-Isoformen in RGCs nachgewiesen. (71, 73) In der adulten Retina bei Hihnern wurde
eNOS in RGCs und ACs der inneren Kornerschicht, nicht aber bei ACs in der retinalen
Ganglienzellschicht nachgewiesen. (74) Bei adulten Ratten wurde NOS-Aktivitat in RGCs
sowie ACs der inneren Kornerzellschicht sowie der retinalen Ganglienzellschicht

nachgewiesen. (75, 76) Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die verschiedenen NOS-
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Isoformen in den einzelnen Zellarten der Retina nachzuweisen und ggf. speziestypische

Unterschiede in der Verteilung der NOS-Isoformen zu erkennen.

2.7 Signalverarbeitung in der Retina durch NO

NO ist als Neurotransmitter in allen Neuronen der Retina vertreten und hat komplexe
Funktionen in den Schaltmechanismen der Verarbeitung von Seheindriicken. In den Zapfen
der Photorezeptoren beeinflusst NO Uber Aktivierung der Guanylatzyklase cGMP-abhangige
Calcium-Kanale und moduliert Uber diesen Mechanismus die Exozytose des
Neurotransmitters Glutamat. (77) Auch in Bipolarzellen und retinalen Ganglienzellen existieren
Uber NO und den cGMP-Signalweg aktivierte, durch zyklische Nukleotide gesteuerte
lonenkandle (77, 78). In Bipolarzellen wird cGMP-vermittelt die Leitfahigkeit der Zellmembran
erhoht und somit die Reaktion der von den Photorezeptoren eingehenden Signale der
Lichtdimmung verstarkt. (79) NO moduliert Gber den cGMP-Signalweg die Gap-Junctions
zwischen den Horizontalzellen. Dies hat zu Folge, dass sie empfindlicher auf einkommende
Signale von Photorezeptoren ihres eigenen rezeptiven Feldes und unempfindlicher auf
benachbarte rezeptive Felder reagieren. (80) NO verstarkt die GABA-Freisetzung und hemmt
die Glycin-Freisetzung in Horizontalzellen, wodurch die Hyperpolarisation der Horizontalzellen
auf umliegende Photorezeptoren zunimmt. (57, 81) In ACs vermindert NO Uber den cGMP-
Signalweg und Proteinkinase G-vermittelte Phosphorylierung den lonenfluss an GABAa-
Rezeptoren. Synergistisch wird gleichzeitig durch die Aktivierung der Phosphodiesterase der
intrazellulare cAMP-Gehalt reduziert. NO wirkt hier als Gegenspieler zu den Aktivatoren der
Adenylatcyclase, die den cAMP-Spiegel in ACs und somit die GABA-Freisetzung erhéhen.
(82) NO dampft die Entladungsrate von retinalen ON- und OFF-Zentrum-Ganglienzellen. (83)

2.8 Regulation des GefalRtonus in der Retina

Die Regulation des GefalRtonus in der Retina erfolgt zum grof3en Teil durch die Endothelzellen.
Die endothelvermittelte Vasodilatation in der A. ophthalmica wird hauptséchlich durch den
Neurotransmitter NO, in geringerem Ausmald jedoch auch durch Prostazyklin (PGl.) und
endotheliale hyperpolarisierende Faktoren (EDHF) hervorgerufen.(84—86) Die Ausschittung
dieser Neurotransmitter wird durch Acetylcholin (ACh), Gewebshormone wie Bradykinin sowie
mechanische Beanspruchung des Gefalimuskels induziert. In den retinalen Arteriolen wird die
ACh-vermittelte Vasodilatation hauptsachlich Gber die eNOS bewirkt. (70) ACh wirkt Uber
Muskarin-Rezeptoren am Endothel vasodilatatorisch, in dem es die Freisetzung von NO und
anderen Vasodilatatoren anstof3t. Die Rezeptoren M1, Ms und Ms triggern Uber Aktivierung der

Phospholipase CB die intrazelluldre Calciummobilisation. Durch die dadurch entstehende
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Komplexbildung mit Calmodulin wird NOS aktivert und nachfolgend NO produziert. An der A.
ophthalmica sowie den retinalen Arteriolen wird die cholinerge Vasodilatation hauptsachlich
Uber den Ms-Rezeptor vermittelt. (87, 88). ACh in der Retina wird von cholinergen ACs und
mdoglicherweise aus den BlutgefaBen selbst ausgeschittet (89, 90). NO leistet als
Vasodilatator einen bedeutenden Beitrag zur Regulierung der normalen GefaRRfunktion in
okularen BlutgefalRen der Retina, nachweislich in der A. ophthalmica, retinalen Arteriolen, Aa.
ciliares und Aa. choroideae (91-94). Die basale NO-Ausschittung in der A. opthalmica, die
eine konstante Vasodilatation hervorruft, kann durch ACh, Bradykinin und Histamin verstarkt
werden. Histamin erzeugt Uber einen Hi-Rezeptor die vermehrte Freisetzung von NO, tber
den Hz-Rezeptor kommt es auf direktem Wege zur Vasodilatation. An den Perizyten boviner
retinaler Kapillaren wurde sowohl das Vorhandensein der nNOS, als auch eine Kontraktilitat
durch NO nachgewiesen. Somit ist anzunehmen, dass ein Autoregulationsmechanismus der
Perizyten besteht, in dem diese durch nNOS produziertes NO ausschutten. Hierdurch kommt
es zu einer Regulation des Gefaltonus in den retinalen Kapillaren sowie moglicherweise auch

in den zentralen retinalen Gefal3en zusatzlich zu den endothelialen Wirkmechanismen. (95)

Wahrend einige Autoren keinen Nachweis zur Innervation der intraokularen Blutgefafl3e durch
das autonome Nervensystem erbringen konnten (96), ergab eine weitere Untersuchung bei
Hunden das Vorhandensein eines nitrergen Nervenplexus mit vom Ganglion pterygopalatinum

absteigenden Nervenfasern in der Adventitia und Media der A. centralis retinae. (94)

Die physiologische katecholaminvermittelte Vasokonstriktion wird tGiber den adrenergen aa-
Rezeptor vermittelt (97, 98), in der A. ophthalmica Uber den a:a-Adrenozeptor-Subtyp. (99)
Auch Endothelin-1 sorgt an der A. ophthalmica sowie an Perizyten kleinerer Gefal3e fir eine
Vasokonstriktion (91, 100).

2.9 Rolle von NO bei pathophysiologischen Prozessen
2.9.1 Oxidativer Stress

Neben den weiter oben beschriebenen physiologischen Funktionen des durch NOS
produzierten NO sind die NOS auch an pathologischen Zustdnden im Organismus beteiligt.
Bei der Entkopplung der NOS von der NO-Produktion entstehen ROS, die an der
Pathophysiologie diverser Herz-Kreislauferkrankungen beteiligt sind. ROS werden im Korper
Uberwiegend durch die folgenden vier Enzyme generiert: NADPH-Oxidasen, Xanthin-
Oxidasen, Enzyme der Atmungskette in Mitochondrien und entkoppelte eNOS. In den
Endothelzellen und glatten Muskelzellen des Korpers scheint hauptséchlich die NADPH-
Oxidase fur die ROS-Produktion verantwortlich zu sein (101, 102), die bei verschiedenen

Krankheitszusténden wie Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie oder Hypercholesterindmie
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vermehrt synthetisiert wird. (103-106) Auch Xanthin-Oxidasen kdnnen ROS hervorrufen.
Deren Rolle in den oben genannten Pathologien ist jedoch noch nicht abschlieRend geklart.
(207)

Der fir die NO-Produktion notwendige Elektronenfluss von der Reduktase- zur Oxygenase-
Region innerhalb der NOS ist ein schrittweise durchgefiihrter Vorgang, s. Abbildung 2. Liegt
beispielsweise kein BH4 vor, so werden die vorhandenen Elektronen letztlich nicht auf L-
Arginin, sondern auf molekularen Sauerstoff Gibertragen und somit anstatt NO O, -Radikale
gebildet. Die NOS wird also von der NO-Produktion entkoppelt. Die im Rahmen der NO-
Produktion oxygenierte prosthetische Ham-Gruppe der NOS ist zu instabil und setzt
Hyperoxide wie Dioxid(1-)-Anionen (O2") frei, die durch das Enzym Superoxid-Dismutase zu
Wasserstoffperoxid (H.02) weiter umgesetzt werden. Diese Vorgange finden statt, wenn es
nicht schnell genug zur Elektronentbertragung von BH, auf die Him-Gruppe kommt oder nicht
ausreichend L-Arginin als Substrat zur Verfigung steht. Dieser Stoffwechselweg konnte flr
alle drei NOS-Isoformen nachgewiesen werden.(54, 108-112) Bei hypertensiven Mausen
konnte nachgewiesen werden, dass Oxidation von BH. durch NADPH-Oxidase und somit
verringerte BHas-Verflgbarkeit fir den Elektronentransport zu Entkopplung der eNOS fihrt.
(113) In Zellkulturen cerebellarer Koérnerzellen wurde nachgewiesen, dass Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren durch Glutamat in Neuronen tber vermehrten Calcium-Einstrom die nNOS
aktiviert und bei Fehlen von L-Arginin nach ca. 10-15 Minuten zunehmend O;™ gebildet wurde
und es zu Zelltod kam. (114) In Makrophagen tragt Cytokin-induziert neben deren NO-
vermittelten Immunantwort durch iNOS produziertes O2~ und ONOO" zu deren physiologischer
Zytotoxizitat bei. (115)

Bei allen oben genannten kardiovaskularen Erkrankungen wird vermehrt O,~ gebildet. ROS
sind durch Oxygenierung von Lipoproteinen, Aktivierung von proinflammatorischen Genen und
Wachstumsstimulation von glatten Muskelzellen an der Entstehung von Atherosklerose
beteiligt. Hinzu kommt der Wegfall des antiatherosklerotischen Effekts von NO, da dieses bei
der Reaktion mit O~ verbraucht wird. Bei der Verbindung von O,~ mit NO entstehen
Peroxinitrit-Anionen (ONOO"). ONOO" oxidiert BH4 noch wirksamer als O™, weshalb vermutet
wird, dass im Rahmen der Hypertonie gekoppelte und entkoppelte eNOSs parallel arbeiten.
(113) ONOO- wirkt als starkes Oxidans fir Lipide, DNA, Proteine sowie Thiole und nitriert
Tyrosine. (116, 117) ONOO" zerfallt zu hochreaktiven Hydroxyl-Radikalen (OH"). Diese kénnen
im Rahmen der Lipidperoxidation Zellmembranproteine oxidieren, wobei sich kontinuierlich
freie Fettsduren und in einer Kettenreaktion immer neue freie Radikale bilden. Letztlich fuhrt
dieser Vorgang zur Zerstérung der Zellmembran und Zelltod. (43) Es konnte gezeigt werden,

dass Ascorbat protektiv gegen oxidativen Stress wirkt. Die Oxidierung von BH4 kann durch
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Ascorbat nicht verhindert werden, allerdings halt es den BHa-Level konstant, in dem es das

durch Oxidation entstandene BHs wieder zuriick zu BH4 reduziert. (116)

Wasserstoffperoxid (H202) hat eine neutrale Ladung, ist daher eine relativ stabile reaktive
Sauerstoffspezies, kann frei diffundieren und hat dabei eine bivalente Wirkung auf das
GefaRsystem. Uber Aktivierung einer Katalase und in Folge von cGMP einerseits sowie tiber
seine Wirkung als EDHF wirkt H,O- vasodilatatorisch (118, 119). Andererseits bewirkt es Uber
multiple intrazellulare Signalwege Wachstum und Hypertrophie von glatten Muskelzellen (120,

121). Der Abbau von H;O; erfolgt Uber Katalase und Glutathion-Peroxidase.

2.9.2 Nitrosativer Stress

NO ist ein relativ stabiles Radikal und kann Proteine nicht irreversibel nitrieren. ONOO"
hingegen ist in der Lage, mit Tyrosin-Gruppen zu reagieren und diese zu nitrieren. Dabei
entsteht 3-nitro-Tyrosin. Beim Abbau von NO entstehende Nitritionen (NO>’) sind ebenfalls in
der Lage, Tyrosin zu nitrieren. (122-124) Zudem entsteht durch Oxidierung von NO; durch
Peroxidasen Stickstoffdioxid (NOz), eine weitere reaktive Stickstoffspezies, die zur Entstehung
von 3-nitro-Tyrosin fihren kann. (125) Nitrierung von Tyrosinresten ist ein weitestgehend
irreversibler Vorgang und bringt die betroffenen Enzyme in eine inaktive Form. Durch die
Tyrosinnitrierung wird die Tyrosin-Phosphorylierung blockiert, wodurch zellulare Signalwege
nicht mehr ausgelbt werden kdnnen, z.B. am Insulinrezeptor oder am PDGF

(Thrombozytenwachstumsfaktor)-Rezeptor. (126, 127)

Nitrierte und oxidierte Proteine sammeln sich tber die Zeit langsam in sich teilendem Gewebe,
wie zum Beispiel Skelettmuskeln, an. An diesem Gewebe lasst sich folglich die Balance
zwischen Proteinoxidierung/-nitrierung und Beseitigung dieser Stoffwechselprodukte
feststellen. (122) Die Proteinnitrierung ist meist irreversibel. Jedoch wurde in menschlichen
und murinen Endothelzellen, Lungengewebe sowie Makrophagen und in murinem Milzgewebe
eine Denitrase identifiziert. Da diese Denitrase nicht in jedem Gewebe nachgewiesen werden
konnte, wird vermutet, dass es sich um ein nicht ubiquitar vorkommendes, sondern
gewebespezifisches Enzym handeln kénnte. Die Denitrase-Aktivitat war in Lungengewebe von
Patienten mit COPD reduziert. Weitere Forschung zur Charakterisierung und Regulierung der
Denitrase ist notwendig, um deren Bedeutung fiir die Proteinreparaturmechanismen zu
verstehen. (128-130)
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2.10 Potentielle Rolle von NO und NOS in der Embryonalentwicklung und postnatale

Veranderungen der Retina und Sehbahn
2.10.1 Retinale Ganglienzellen

Es gibt Hinweise dafir, dass NO als pra- und postsynaptischer Signalvermittler eine Rolle in
der Embryonalentwicklung des zentralen Nervensystems spielt. (131, 132) Tsumamoto et al.
vermuten, dass NO auch an der embryonalen und postnatalen Synaptogenese in der Retina
beteiligt ist. (73) In der Embryonalentwicklung bei Ratten entstehen die retinalen
Ganglienzellen zwischen Tag 14 und Tag 20 des Embryonalstadiums (E14 bis E20). (133)
Postnatal stirbt innerhalb der ersten postnatalen Tage (PO bis P4) ca. die Halfte der
urspringlichen Ganglienzellzahl wieder ab. (134, 135) An E14 ist die eNOS
immunhistochemisch in allen Zellen der embryonalen Retina nachweisbar. In der weiteren
embryonalen und postnatalen Entwicklung kann eNOS nur noch in den inneren retinalen
Schichten nachgewiesen werden. Bei der adulten Ratte (Pw20) konnte die eNOS nur noch in
der inneren Kornerschicht sowie der Ganglienzellschicht nachgewiesen werden. Neben der
eNOS konnte auch die nNOS wahrend der Embryonalentwicklung und postnatal unter
anderem in den retinalen Ganglienzellen nachgewiesen werden. In den Ganglienzellen der
Retina wurde bis zwei Wochen postnatal NOS-Aktivitat festgestellt. (73) In diesem Zeitraum
findet auch die Synaptogenese in der inneren Retina statt. (136) Huang et al. fanden heraus,
dass nNOS-Knockout-Mause keine Gedachtnis- oder Verhaltensauffalligkeiten im Vergleich
zu WT-Mausen zeigten, und fanden auch in der histologischen Untersuchung der Retina und
des ZNS keine Unterschiede. Aufgrund dieser Beobachtungen wird vermutet, dass ein
Alternativmechanismus wie z.B. die NO-Produktion durch die eNOS das Fehlen der nNOS
kompensiert. (137) Auch in einer Untersuchung von Laspas et al. gab es keine Unterschiede
in der Anzahl retinaler Ganglienzellen in der Retina von ca. 8-10 Monate alten eNOS-, nNOS-
und iINOS-Knockout-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen. Auch hier koénnten
Kompensationsmechanismen bei Fehlen einer NOS-Isoform durch die jeweils anderen NOS-
Isoformen eine Rolle spielen. (138) NO scheint auBerdem eine Rolle bei der postnatalen
Entwicklung der Sehbahn zu spielen und tragt zur neuronalen Plastizitdt bei. Neben den
physiologisch sinnvollen retinalen Afferenzen bestehen unmittelbar postnatal auch
fehlangelegte Axone, die zu ungewiinschten Zielstrukturen fihren oder hinsichtlich der Menge
Uberschissig sind. Untersuchungen der retinotektalen Afferenzen bei WT-Ratten zeigten
einen postnatalen Rickgang der Anzahl vor allem der zum ipsilateralen Colliculus superior
projizierenden Axonen innerhalb der ersten 10 Lebenstage auf die Axonzahl von adulten
Versuchstieren. Bei diesen bilden die nach ipsilateral projizierenden Axone im Vergleich zu
den kontralateralen Projektionen nur einen kleinen Anteil an der Gesamtheit der Axone. (139)

Bei Untersuchungen an eNOS/nNOS-Double-Knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass
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die Ruckbildung der tberschissigen ipsilateralen retinotektalen Afferenzen zwar stattfindet,
aber stark verzdgert auftritt und erst am ca. 90. postnatalen Tag die normale Axonzahl erreicht
wird. (140) NO tragt also zur neuronalen Plastizitat der Sehbahn bei, auch wenn die genauen

Mechanismen noch nicht hinreichend erforscht sind.

2.10.2 Retinale Angiogenese

Die Angiogenese der Retina unterliegt unter anderem dem Vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF). (141, 142) Ziche et al. vermuten, dass der VEGF-Ausschuttung ein
Uber NO und cGMP-vermittelter Signalweg nachgeschaltet ist. (143) Bei Langzeitexposition
mit VEGF kommt es bei humanen Endothelzellen in vitro zu einer vermehrten Expression von
eNOS. Das vermehrt gebildete NO vermittelt die angiogenetische und proliferative Wirkung
von VEGF. (144) Al-Shabrawey et al. haben herausgefunden, dass in vivo der Zeitpunkt der
pranatal stattfindenden Angiogenese sowie die Morphologie des GefalRsystems bei eNOS-
Knockout-Mausen im Vergleich zu WT-M&usen nicht veréndert ist. Vermutet wird, dass die
kompensatorische Aktivierung der nNOS bei eNOS-Knockout-Mausen das Fehlen der eNOS
ausgleicht, da NO bei beiden Tieren in gleicher Menge produziert wird. (145) Des Weiteren
konnten NO-unabhangige Mechanismen, wie z.B. die ebenfalls in der Retina nachgewiesenen
Fibroblastenwachstumsfaktor und Transformierender Wachstumsfaktor 3 eine Rolle spielen.
(146) Die Blutdriicke bei drei und sechs Monate alten eNOS-Knockout-Mausen waren erhoht,
was auf eine unvollstandige Kompensation der eNOS durch die nNOS im Gefal3system

schlie3en lasst. Retinale GefalRverschliisse konnten jedoch nicht beobachtet werden. (145)

2.11 Alterung

Alterung ist ein nattrlicher Prozess bei lebenden Organismen, bei dem es durch Abnahme von
physiologischen Funktionen auf zellularer und molekularer Ebene zu verschiedenen
Morbiditaten kommt. Alterungsprozesse lassen sich grundsatzlich in zwei Kategorien einteilen:
Zum einen sind dies genetisch vorgegebene Prozesse wie z.B. zellulare Seneszenz. Dies
bedeutet, dass eine somatische Zelle eine maximale Anzahl an Mitosen durchfiihren kann,
bevor sie die Zellteilungen einstellt. Auch die neuroendokrinen und immunologischen
Funktionen des Korpers verandern sich im Alter. Dem gegeniber stehen zuféllige Zellschaden,

die durch somatische Mutationen oder oxidativen Stress hervorgerufen werden konnen. (147)

Viele Erkrankungen, deren Inzidenzen mit dem Alter zunehmen, sind mit oxidativem Stress
assoziiert. Hierzu gehéren unter anderem neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus

Alzheimer, kardiovaskulére Erkrankungen, Malignome und Apoplex. Sie sind geprégt von den
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bereits beschriebenen biomolekularen Veranderungen, die durch oxidativen und nitrosativen
Stress hervorgerufen werden. Oxidativer Stress durch freie Radikale kommt auch wie oben
beschrieben physiologisch vor, wobei ein Uberschuss an freien Radikalen durch die
physiologischen Antioxidantien wie Superoxiddismutase, Katalase und Glutathion verhindert
wird. (147) Grundsatzlich ist es auf Grund des im gesunden Organismus vorkommenden
oxidativen und nitrosativen Stresses schwierig, zwischen altersbedingten und
erkrankungsbedingten Veranderungen zu unterscheiden. (122, 148) Im Alter werden vermehrt
ROS gebildet, sodass sich ein Ungleichgewicht zugunsten des oxidativen Stresses im
Verhdltnis zu den physiologischen Antioxidantien einstellt. (149) Bereits 1928 beobachtete R.
Pearl, dass die Lebensdauer von Organismen umgekehrt proportional zu deren
Stoffwechselaktivitat ist. (149) 1956 veroéffentlichte D. Harman die Theorie der freien Radikale,
in der Alterungsprozesse und degenerative Erkrankungen in Zusammenhang mit
Gewebeschaden durch in aeroben Organismen entstehende freie Radikale gebracht wurden.
(150) Oxidativer oder nitrosativer Stress verandert Lipide, Proteine und Nukleinsduren,
Fehlfunktionen von Signalkaskaden und Zellschéaden sind die Folge. (147) ROS blockieren die
Reparaturmechanismen der DNA, wodurch es langfristig zu genomischer Instabilitaét kommt.
(151) ROS sind ebenso an der Zellseneszenz beteiligt, indem sie die Autophagozytose von
Zellen hemmt. Dies fuhrt zu mitochondrialer Dysfunktion sowie einem Teufelskreis gleich zur

Ansammlung von oxidierten Proteinen und anderen Zellbestandteilen. (152)
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2.12 Hypothesen der vorliegenden Arbeit

1. Wir haben die Hypothese getestet, dass die eNOS essenziell fiir das Uberleben retinaler

Ganglienzellen im Verlauf des Alterungsprozesses ist.

2. Wir haben die Hypothese uberpruft, dass die eNOS im Alterungsprozess wichtig ist fur die

Aufrechterhaltung der endothelabhéngigen Vasodilatation.

Die eNOS spielt eine wichtige Rolle in der NO-vermittelten Vasodilatation der retinalen Gefaf3e.
Durch Gewahrleistung einer konstanten und bedarfsadaptierten Sauerstoffversorgung der
retinalen Ganglienzellen und weiterer Neurone der Retina wird vermutet, dass das
Vorhandensein der eNOS einen neuroprotektiven Effekt hat. Dem gegenuber steht die zellen-
und gewebeschadigende Wirkung von oxidativem und nitrosativem Stress in der Retina, der
zumindest anteilig durch entkoppelte eNOS hervorgerufen werden kann. Daher wurde
untersucht, ob die eNOS wichtig ist fir das Uberleben von retinalen Neuronen und
insbesondere retinalen Ganglienzellen. Des Weiteren wurde anhand der Gefal3reaktion auf
ACh und Nitroprussid die Gefal3funktion der A. ophthalmica untersucht sowie der
Augeninnendruck (I0OD) bei den Versuchstieren gemessen. Im Falle von im Alter eingetretenen
Abweichungen im 10D oder der physiologischen Geféaf3reaktion miissten diese in inhaltlichen

Zusammenhang zu den neuronalen Zellzahlen gesetzt werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Nachfolgend sind die fur die in dieser Arbeit vorkommenden Experimente verwendeten
Chemikalien (s. Tabelle 1), Arbeitsgerate und Verbrauchsmaterial (s. Tabelle 2) sowie

Technische Gerate und Software (s. Tabelle 3) zusammengefasst.

Tabelle 1: Chemikalien
Chemikalien
Acetylcholinchlorid, EC-Nr.: 200-468-8

Agar 100 Harz

a-D(+)-Glucose Monohydrat (CsH1206 - H20)

Ethanol (C,H¢O)

Eukitt® Schnelleinschlussmittel
Formaldehyd (CH-0)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO.)
Kalziumchlorid-Dihydrat (CaCl; - 2 H20)
Kohlenstoffdioxid (CO,)

2%ige Kresylviolettldsung
Magnesiumsulfat (MgSQOa)
Natriumtetraborat (Na;B4O~)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Natrium-Nitroprussiddihydrat, EC-Nr.: 238-373-9

2% Osmiumtetroxid-Lésung
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Proparakain 0,5% Augentropfen

Hersteller

Sigma-Aldrich, Miinchen
Plano GmbH, Wetzlar

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
VWR, West Chester, PA, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Universitatsmedizin Mainz
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe

Ursapharm Arzneimittel GmbH,
Saarbriicken



(R)-(-)-Phenylephrinhydrochlorid, EC-Nr.: 200-517-3 Sigma-Aldrich, Minchen
Toluidinblau Sigma-Aldrich, Miinchen

Xylen (CeHa(CHs)2) Sigma-Aldrich, Minchen

Tabelle 2: Arbeitsgerate und Verbrauchsmaterialien

Arbeitsgerate und Hersteller

Verbrauchsmaterialien

Augenschere Geuder AG, Heidelberg

Mikropinzetten Dumont, Montignez, Schweiz

Mikroschere Geuder AG, Heidelberg

Transferpipetten Sarstedt, NUmbrecht

Petrischalen VWR International GmbH, Darmstadt
Objekttrager Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Deckglaser Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Glaskapillaren Drummond Scientific Company, Broomall, PA, USA
Nylon Black Monofilament Alcon, Freiburg

10-0 Nahtmaterial

Toshiba Sattelite Laptop Toshiba, Minato, Tokyo, Japan
Perfusionskammer Jim’s Instruments MFG.IC., lowa City, USA
Peristaltikpumpe Cyclo I Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Tabelle 3: Technische Gerate und Software

Technische Geréate und Hersteller

Software

CCD-Kamera Hitachi, Dusseldorf

Diskus Software Carl H. Hilgers, Kénigswinter
Icare® Tonolab rebound- Bon Optic, Lubeck
Tonometer

Image J Cell Counter plugin Wayne Rasband, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA

Inverses Phasenkontrast- Leica DM IL, Wetzlar

Lichtmikroskop

Khoros Software Khoral Research, Inc., Albuguerque, NM, USA
PixelWindow Version 1.1 Cantrell Media Company, Virginia Beach, USA
TK-C1381 Videokamera JVC Deutschland GmbH, Bad Vilbel

Ultracut E Ultramikrotom Leica, Bensheim

Vanox-T Lichtmikroskop Olympus, Hamburg

3.2 Methoden
3.2.1 Auswahl der verwendeten Methodik

Der Nachweis von NO gestaltet sich auf Grund der Kurzlebigkeit des Molekils als schwierig.
Um die Bedeutung der NOS-Isoformen in Physiologie und Pathologie zu erforschen, hat sich
einerseits der Einsatz von NOS-Inhibitoren bewahrt, andererseits die Untersuchungen an
NOS-Knockout-Tierstammen. Da es bei der vorliegenden Fragestellung um die Erforschung
der kurz- und langfristigen Auswirkungen des Fehlens der eNOS ging, wurde mit eNOS-
Knockout-Tieren zu gearbeitet. Es wurde mit dem Mausmodell gearbeitet, da die
Versuchstiere einen kurzen Reproduktionszyklus und eine kurze Lebensdauer haben, sodass
dieses Modell geeignet ist, um junge mit alten Tieren zu vergleichen und die Erforschung der
kurz- und langfristigen Auswirkungen des Fehlens der eNOS ermdoglichte. Die Experimente
wurden an jungen und alten WT- sowie eNOS- Knockout-Mausen durchgefiihrt, um durch
Fehlen der eNOS hervorgerufene altersbedingte retinale Veranderungen im Vergleich zur

Kontrollgruppe zu erfassen.

3.2.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden mit acht und achtzehn Monate alten homozygoten eNOS-Knockout-

M&ausen sowie mit acht und achtzehn Monate alten WT-Mausen in den Kontrollgruppen
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durchgefiihrt. Es wurden WT-M&ause vom C57BL/6J-Stamm sowie B6.129P2-NOS3™Urc/J
eNOS-Knockout-Mause eingesetzt, die beide von The Jackson Laboratory, Bar Harbour, ME,
USA, bezogen wurden und im Translational Animal Research Center der Universitadtsmedizin
Mainz gezlchtet wurden. Die Tierhaltung hielt sich an die Vorgaben der europaischen
Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere von
2010. Die Versuchstiere wurden bis zur Tétung und Organentnahme in der zentralen
Versuchstierhaltung der Universitatsmedizin Mainz gehalten. Ein Hell-Dunkel-Rhythmus von
jeweils 12 Stunden wurde eingehalten. Die Tiere hatten durchgéngig Zugang zu Futter und
Wasser. Es wurde ausschlielich mit mannlichen Versuchstieren gearbeitet, um
zyklusbedingte hormonelle Einflisse auf die Versuchsergebnisse auszuschlieRen. Alle
Versuche wurden durch die Tierschutzkommission des Landesuntersuchungsamt Rheinland-

Pfalz genehmigt. Die Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe war n=8.

3.2.3 Augeninnendruckmessung

Fur die IOD-Messung wurde das Icare® Tonolab rebound-Tonometer verwendet. Zunachst
wurde in jedes Auge ein Tropfen Proparakain 0,5% Augentropfen gegeben. Danach erfolgte
die wiederholte I0D-Messung, die pro Auge zwolf Mal durchgefiihrt wurde. Dabei wurde auf
die korrekte Anwendung gemald Herstellerangaben des explizit fur Mause und Ratten
zugelassenen Tonometers geachtet. Das Tonometer wurde vor das Auge des Versuchstieres
positioniert, wobei darauf geachtet wurde, dass bei Auslosen des Tonometers der
hervorschnellende Stift in horizontaler Position die zentrale Cornea beriihrt, um korrekte
Messergebnisse zu erzielen. Die Messung des 10D wird durch das Tonometer in der Einheit
mmHg angegeben. Aus den zwo0If Messungen wurde jeweils ein Mittelwert pro Auge und Maus

ermittelt.

3.2.4 Farbungen von retinalen Ganzpraparaten mittels Kresylviolett und Auszéhlen von Zellen

in der retinalen Ganglienzellschicht
3.2.4.1 Anfertigung retinaler Ganzpréparate

Zur histologischen Darstellung der retinalen Ganglienzellen wurden retinale Ganzpraparate
hergestellt. Die Enukleation wurde nach einem bereits erprobten Verfahren durchgefihrt (153):
Die Versuchstiere wurden durch CO»-Inhalation getdtet. Unmittelbar danach wurde die Maus
mit einer Stahlschere dekapitiert, der Schadel sagittal in zwei Halften geschnitten sowie Haut
und Gehirn mit einer Augenschere entfernt. Nach Entfernung der Sché&delknochen
ausgenommen der kndchernen Orbita, ebenfalls mit der Augenschere, wurde die Orbita in
eine Dissektionsschale mit eiskalter Krebs-Henseleit-Pufferlésung gelegt.
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Der Krebs-Henseleit-Puffer wurde aus folgenden Komponenten hergestellt: 118,3mM NacCl,
4,7mM KCI, 2,5mM CaCl;, 1,2mM MgSO., 1,2mM KH2PO., 25mM NaHCO; und 11mM
Glucose. Die lonenkonzentrationen der Krebs-Henseleit-Lésung entsprechen annahernd dem
physiologischen extrazellularen Milieu. Zudem enthalt sie einen Bicarbonatpuffer, um den pH-
Wert konstant zu halten sowie Glucose als Energietrager. (154) Mit der Augenschere wurde
die kndcherne Orbita ertffnet und der Augapfel und das orbitale Gewebe behutsam mit der
Prazisionspinzette sowie einer Mikroschere entfernt. AnschlieRend wurde die Hardersche
Drise, Bindegewebe und extraokuldare Muskeln mit einer Prazisionspinzette und einer
Kapsulotomieschere unter Schonung der A. ophthalmica und des N. opticus entfernt. Mit 10-0
Nylon-Faden wurden orbitale Aste der A. ophthalmica sowie deren Hauptast proximal ligiert.
Der Augapfel wurde mit einer Prazisionspinzette fur zehn Sekunden in eine Petrischale mit
70% Ethanol gelegt, was zu einer Weil3farbung der Cornea fiihrt, und anschliel3end wieder in
frische Krebs-Henseleit-Pufferlésung gelegt. Die Cornea wurde mit einer 30 Gauge Nadel
peripher punktiert und mit einer Kapsulektomie-Schere disseziert. Iris, Choroidea, Glaskorper

und Sklera wurden ebenfalls mit der Kapsulektomie-Schere entfernt. (153)

Nach Dissekton der A. ophthalmica vom restlichen Gewebe wurde dieses 60 Minuten lang in
4% wassriger Losung Formaldehyd in einer Petrischale fixiert. Danach wurde das Gewebe in
PBS in einer weiteren Petrischale tberfuhrt. Hier erfolgte nach Abtrennung des N. opticus die
Praparation der retinalen Ganzpraparate mittels spitzer Pinzette und Mikroschere unter dem
Lichtmikroskop nach einem ebenfalls in der Literatur beschriebenen Verfahren. (155) Von
lateral nach zentral wurden vier Einschnitte in die Retina gemacht, die in etwa auf halber
Distanz zur Papille endeten und die Retina in vier Quadranten teilten. Die Retina wurde nun
vorsichtig mit der Pinzette vom Pigmentepithel geldst und schlie3lich mit der Ganglienzellseite

nach oben auf einen Glasobjekttrager aufgebracht.

3.2.4.2 Farbung retinaler Ganzpraparate mit Kresylviolett

Zur Einfarbung der retinalen Ganzpraparate wurde ein standardisiertes Protokoll verwendet.
(138) Die Ganzpraparate wurden auf einen Objekttrager aufgebracht und zur De- und
Rehydrierung fur jeweils drei Minuten in 70%, 95%, 100%, 95% und erneut 70%iges Ethanol
gelegt und anschlieBend fur drei Minuten in destilliertes Wasser Uberbracht. Danach erfolgte
die Farbung mit 2%iger Kresylviolettldsung tber finfzehn Minuten bei 60°C im Warmeschrank.
Nach erfolgter Farbung wurden die Ganzpréaparate fir drei Minuten in destilliertes Wasser
gelegt, dann wieder zur Dehydrierung in Ethanol in aufsteigender Konzentration fir jeweils drei
Minuten (70%, 95% und 100%). Im Anschluss daran wurden die Ganzpraparate fur zwei mal
funf Minuten in Xylen tiberbracht und abschlieRend mit Eukitt® Schnelleinschlussmittel auf dem

Objekttrager fixiert und mit einem Deckglas abgedeckt.
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3.2.4.3 Zellzahlungen an den retinalen Ganzpraparaten

Die Auswertung an den eingefarbten Ganzpraparaten erfolgte ebenfalls durch ein erprobtes
Verfahren: (138) Um Fotos von den Ganzpréparaten machen zu kénnen, wurde eine Hitachi
CCD-Kamera an das Vanox-T Lichtmikroskop montiert, welches mit der Diskus Software
ausgestattet war. Von jedem der vier Quadranten der Retina wurden vier Fotos aufgenommen,
jeweils zwei aus dem zentralen Bereich der Retina und zwei aus der Peripherie. Insgesamt
wurden also 16 Fotos pro Ganzpraparat aufgenommen. Der Bildausschnitt aus der Retina
betrug pro Foto 150pm x 200pm (Hohe x Breite). Die Lokalisation der Fotos aus der Retina
wurde genau definiert: Die Distanz zwischen Papille und nach zentral zeigendem Rand der
zentralen Fotos betrug 0,75mm, also die fiinffache Hohe eines Fotos. Die Distanz zwischen
der nach peripher zeigenden Seite der zentralen Fotos und der nach zentral zeigenden Seite
der peripheren Fotos betrug ebenfalls 0,75mm, siehe Abbildung 5A. (138, 156)

=
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Abbildung 5: A: Schematische Darstellung eines retinalen Ganzpréaparates mit Anordnung der fir die
Zellzéhlungen bendtigten Fotos. Pro Quadrant wurde von zwei zentralen und zwei peripheren
Retinabereichen Fotos erstellt. Der Abstand von der Papille zum zentralen sowie zwischen den
zentralen und peripheren Retinabereichen betrug jeweils 0,75mm. B: Schematische Darstellung eines
Sehnervenquerschnittes mit Anordnung der fir die Axonzahlungen benétigten Fotos. Es wurde ein Foto
im Zentrum des Sehnervens sowie von vier peripheren Sehnervenbereichen Fotos erstellt.
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Die Zellen auf den Fotos wurden mit der Software Image J ausgezahlt. Hierfir wurde das Cell
Counter plugin fur die Software Image J verwendet. Mit der Kresylviolett-Farbung lassen sich
unter morphologischen Aspekten drei Zelltypen unterscheiden: Neuronen, Gliazellen und
Endothelzellen. (138, 157) Neuronen haben einen runden oder ovalen Zellkern, der sich violett
anfarbt. Um den Nukleus herum ist auch das Zytoplasma sichtbar, da basophile Substanzen
wie Kresylviolett die Nissl-Substanz, also das schollenartig angeordnete raue
Endoplasmatische Retikulum im Cytoplasma von Neuronen anfarbt. An Neuronen sind in der
Ganglienzellschicht abgesehen von RGCs auch atypisch gelegen ACs zu finden. Da das
Zytoplasma von Gliazellen nicht mit angefarbt wird, kann man nur ihren Zellkern erkennen, der
meist dunkler gefarbt ist als bei Neuronen. In der retinalen Ganglienzellschicht sind an
Gliazellen fast ausschlief3lich Mikrogliazellen zu finden. Deren Nukleus kann rund oder langlich
sein, manchmal auch eine polylobuldre Form haben. Die Endothelzellen der Blutgefal3e sind
leicht an ihrer langlichen Form zu erkennen. lhr Nukleus erscheint ebenfalls rechteckig mit
abgerundeten Ecken. (157) Die Zellz&hlungen mit Image J wurden einfach verblindet
durchgefuhrt. Die auf den Fotos dargestellten Zellen wurden manuell in eine der drei
Kategorien eingeteilt und markiert. Mit Hilfe des Cell Counter plugins wurde die Gesamtzellzahl
der markierten Zellen pro Foto fir jede Kategorie ermittelt. Die Anzahl der auf allen 16 Fotos
eines Ganzpraparates ausgezahlten Zellen wurde nun bezogen auf die Oberflache der 16
Fotos insgesamt als Zelldichte in Zellzahl / mm2 angegeben. Die Gesamtoberflache jedes
Ganzpraparates wurde ebenfalls mit der Software Image J berechnet. Multipliziert mit der
ermittelten Zelldichte pro Ganzpraparat konnte so die Gesamtzellzahl pro Zellkategorie fur

jedes Ganzpraparat ermittelt werden.

3.2.5 Farbungen von Sehnervenquerschnitten mit Toluidinblau und Auszéhlung von Axonen
3.2.5.1 Anfertigung von Sehnervenquerschnitten und Farbung mit Toluidinblau

Die Entnahme von retrobulbdrem Gewebe, inklusive des N. opticus, erfolgte im Rahmen der
oben beschriebenen Enukleation. (158, 159) Hierbei wurde der N. opticus ca. 2 mm vom
Chiasma opticum entfernt durchtrennt. Nach Fixierung des Gewebes in 4% wassriger Losung
Formaldehyd in einer Petrischale tiber 60 Minuten erfolgte die Uberfiihrung in PBS in einer
weiteren Petrischale. Hier wurde der N. opticus mittels spitzer Pinzette und Mikroschere unter
dem Lichtmikroskop aus dem retrobulbdren Gewebe herausprapariert. Nach Postfixierung in
2% wassriger Losung Osmiumtetroxid Giber weitere 60 Minuten in einer Petrischale wurden die
Sehnerven in Agar 100 Resin eingebettet. Aus den Sehnerven wurden mit Hilfe eines
Ultramikrotoms semidiinne Querschnitte angefertigt, die auf Glasobjekttrager aufgebracht

wurden.
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Die Sehnervenquerschnitte wurden mit 1%iger Toluidinblau-Lésung gefarbt gemafl einem
erprobten Protokoll. (159) Zur Herstellung dieser Lésung wurden 2g Natriumtetraborat in
100ml destilliertem Wasser geldst und 1g Toluidinblau zugegeben und geldst. Mit einer Pipette
wurde jeweils ein Tropfen der 1% Toluidinblau-Lésung auf die Sehnervenquerschnitte
gegeben. Nach 30 Sekunden erfolgte das Auswaschen der Uberschiissigen Farbe in
destilliertem Wasser uber drei mal drei Minuten in drei verschiedenen Petrischalen. Die
Sehnervenquerschnitte wurden auf dem Objekttrager Uber 15 Minuten bei 60°C im
Warmeschrank getrocknet und anschlieBend mit Eukitt® Schnelleinschlussmittel auf dem

Objekttrager fixiert und mit einem Deckglas abgedeckt.

3.2.5.2 Axonzahlungen an Sehnervenquerschnitten

Die Auswertung der eingefarbten Sehnervenaxone erfolgte ebenfalls durch ein bereits
erprobtes Verfahren (159): Analog zu den Fotos von den Flatmounts wurden auch von den
Sehnervenquerschnitten Fotos mit einer an ein Lichtmikroskop montierten Kamera gemacht.
Von jedem Sehnerv wurden funf Fotos von jeweils 60um x 80um GrofRe (HOhe x Breite)
gemacht, jeweils eines im Zentrum des Sehnervs und in jedem Quadranten ein Foto des
peripheren Bereiches (siehe Abbildung 5B). Die von den Oligodendrozyten gebildeten
Myelinscheiden eines jeden Axons farben sich mit Toluidinblau an, das axonale Zytoplasma
erscheint hingegen hell. (160) Jedes Axon in den Sehnerven wurde einfach verblindet manuell
markiert und mit dem Cell Counter plugin fir Image J die Gesamtzahl an Axonen ermittelt.
Auch hier wurde die Axondichte pro Flache der fiinf Fotos zusammengenommen in Axone pro
mm2 berechnet. Die Gesamtflache der Sehnerven wurde mit Image J bestimmt und mit der
Axondichte multipliziert, um die Gesamtaxonzahl pro Sehnervenquerschnitt zu ermitteln. Da
jedes Axon im N. opticus eine retinale Ganglienzelle in der Retina reprasentiert, kann von der

Axonzahl auf die Anzahl der retinalen Ganglienzellen riickgeschlossen werden. (159)

3.2.6 Untersuchung der GefalRreaktion mittels Videomikroskopie
3.2.6.1 Vorbereiten der A. ophthalmica und der Perfusionskammer

Die Praparation der A. ophtalmica erfolgte wie bereits oben beschrieben. Nach Entnahme der
Arterie wurde diese in Segmente von 2-3mm Lange geteilt. Die Segmente der A. ophthalmica
wurden in eine zuvor vorbereitete, mit kaltem Krebs-Henseleit-Puffer gefllite
Perfusionskammer Uberfuhrt und beide Enden mit glasernen Mikropipetten kandiliert. Die
Enden der aufgespannten Arterie wurden mit zuvor vorbereiteten Schlaufen aus einer
monofilen 10-0 Naht aus Nylon an dem Mikropipetten fixiert. Dieser Versuchsaufbau wurde

bereits erfolgreich fur Versuche an Arterien verschiedener Gefal3systeme erprobt. (88, 161)
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Auf die Arterien wurde Uber die Mikropipetten unter Verwendung zweier seitlich angebrachter,
mit Krebs-Henseleit-Losung geflllter Flissigkeitsreservoire durch konstante Perfusion ein
intravasaler Druck von 50mmHg unter no-flow-Bedingungen ausgetbt, um den
physiologischen mittleren Blutdruck der Maus zu simulieren. Die Perfusionskammer wurde
Uber eine Pumpe durchgdngig mit Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid versetzter Krebs-
Henseleit-Losung mit einem pH-Wert von 7,4 und einer Temperatur von 37,0°C perfundiert,
die das GefaR in der Perfusionskammer somit von auRen umspiilte. Uber diesen Zufluss
wurden auch die nachfolgend beschriebenen Pharmaka zugegeben. Als offenes System
verfugte die Perfusionskammer Uber einen Abfluss, Uber den die Ldsung aus der
Perfusionskammer abgeleitet und in ein Becherglas verworfen wurde. Auf diesem Weg wurden
die verwendeten Pharmaka uber nachflielenden Krebs-Henseleit-Puffer wieder konsekutiv
verdiinnt und ausgespult. Abbildung 6 verdeutlicht in einer schematischen Darstellung den

Aufbau der Perfusionskammer.

A: Zufluss B: Abfluss

t

C: Zufluss fiir konstanten Druck = 50mmHg

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Perfusionskammer (Draufsicht). Uber Zufluss A wird die
A. ophthalmica mit Krebs-Henseleit-Pufferlésung umsptlt (37°C, pH 7,4), die Uber Abfluss B die
Organkammer wieder verlasst. Uber Zufluss C wird durch Spiillung mit Krebs-Henseleit-Losung in der
A. ophthalmica Uber die zwei Mikropipetten ein Druck von 50mmHg aufrechterhalten. Blaue Pfeile:
Mikropipetten. Roter Stern: A. ophthalmica.

-27-



Die nachfolgenden Versuche wurden durchgefiihrt, nachdem die Arterien ber 60 Minuten in
der Perfusionskammer aufgespannt waren, sich an das Milieu in der Perfusionskammer
anpassten und den GefalRdurchmesser betreffend einen Gleichgewichtszustand erreichten.
Dieser GefaRdurchmesser im Ruhezustand wurde ausgemessen und als Ausgangswert
notiert. Zur Visualisierung dieser und der nachfolgend beschriebenen Gefal3reaktionen wurde
eine Videokamera an ein inverses Phasenkontrast-Lichtmikroskop angebracht, durch welches
die Gefalle durch den Glasboden der Perfusionskammer beobachtet werden konnten. Die
aufgenommenen Videosequenzen wurden zur weiteren Auswertung und Analyse mit Hilfe der
Khoros Imaging Software auf einen Computer Ubertragen. (88) Die Ausmessung des
GefalRdurchmessers erfolgte am Computer mit einem Bildschirmlineal in dem Programm

PixelWindow.

3.2.6.2 Gefalireaktion auf Acetylcholin und Nitroprussid

Zunachst wurde die Kontraktilitdt des Arteriensegments gepruft. Durch Spilung des Gefalies
in der Perfusionskammer mit 100 mM KCI wurde eine Membrandepolarisation an den glatten
Muskelzellen der Arterie erzeugt, aufgrund dessen kam es zur Vasokonstriktion. Wenn die
gemessene Vasokonstriktion mindestens 50% des Gefalddurchmessers in Ruhe betrug, wurde
das Gefal fur die weiteren Versuche in Bezug auf seine Kontraktilitdt als geeignet betrachtet
und die nachfolgenden Versuche durchgefiihrt. (88) Durch weitere Spilung mit Krebs-
Henseleit-Losung erreichte das Arteriensegment wieder seinen zuvor gemessenen

Durchmesser im Ruhezustand.

Fir die nachfolgenden Versuche wurde mittels des a:-Sympathomimetikums Phenylephrin
eine durch Aktivierung des a;-Adrenorezeptors vermittelte Vasokonstriktion der Gefal3e auf
50-60% des GefalRdurchmessers in Ruhe erzeugt, um vergleichbare Ausgangsbedingungen
fur die nachfolgend gemessenen Gefaldreaktionen zu herzustellen. (99) Phenylephrin wurde
in titrierter Dosierung eingesetzt (¢ = 107 bis 10#) mit Intervallen von zwei Minuten zwischen

den Konzentrationserhéhungen, bis der gewiinschte Gefa3durchmesser erreicht war.

Im Anschluss wurde eine kumulative Konzentrations-Wirkungskurve fir ACh erstellt. Hierfur
wurden die GefaRe mit ACh aufsteigender Konzentrationen von 10°M bis 10 M mit Intervallen
von zwei Minuten zwischen den Konzentrationserh6hungen gespilt und die hierdurch
erzeugte Vasodilatation Uber die Videoaufzeichnung registriert. In der im Anschluss an das
Experiment aus den ermittelten Daten graphisch erstellten Konzentrations-Wirkungskurve
wurde der Zusammenhang zwischen Konzentration von ACh und der Differenz des

GefaRdurchmessers vor und nach Gabe von ACh dargestellt. Die Konzentration von ACh
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wurde als molare Konzentration in der Organkammer angegeben. ACh wirkt tber den

muskarinischen Ms-Rezeptor an den Endothelzellen der A. ophthalmica vasodilatatorisch. (88)

Im Anschluss wurden die GefaRe mit Nitroprussid aufsteigender Konzentrationen von 10°M
bis 104 M gespult, wiederum mit zweiminttigen Konzentrationserhhungen. Nach dem
gleichen Prinzip wie bei der Gefalreaktion auf ACh wurde auch hier eine Konzentrations-
Wirkungskurve fur Nitroprussid und die jeweilige Differenz des GefalRdurchmessers erstellt.
Nitroprussid entfaltet seine vasodilatatorische Wirkung als NO-Donor endothelunabhangig

Uber den dem Ms-Rezeptor nachgeschaltete Mechanismen. (162, 163)

3.2.7 Statistik

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittewertes (SEM) angegeben.
Die Anzahl n ist die Anzahl der Mause pro Gruppe. Bei den Versuchen zur Vasokonstriktion
der A. ophthalmica wurde die Vasokonstriktion als GefaRantwort auf Phenylephrin-Gabe in
prozentualer Anderung des GefaRdurchmessers im Vergleich zum GefaRdurchmesser im
Ruhezustand angegeben. Die vasodilatatorische Gefaantwort auf ACh und Nitroprussid
wurde in prozentualer Anderung des GefaRdurchmessers im Vergleich zum zuvor durch
Phenylephrin erzeugten Ausgangswert des GefalRdurchmessers angegeben. Der Vergleich
der Konzentrations-Wirkungskurven erfolgte mittels Zweiweg-ANOVA fir wiederholte
Messungen mit anschlieRendem Tukey-Test. Bei der Auswertung des 10D und der Zell- und
Axonzahlungen wurde der ungepaarte T-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf
a = 0,05 festgelegt, ein Wert wurde folglich als signifikant definiert bei einem p-Wert

von < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1 Augeninnendruckmessung

Verglichen wurden die Mittelwerte der IOD-Messungen in den vier Versuchsgruppen: jeweils
acht und achtzehn Monate alte WT- und eNOS-Knockout-M&ause, s. Abbildung 7. Hierbei
zeigte sich, dass die Mittelwerte der jeweils gleichaltrigen Versuchstiere vergleichbar waren.
Achtmonatige WT-Mause hatten einen durchschnittlichen Augeninnendruck von 11,68 + 0,53
mmHg und eNOS-Knockout-M&use von 11,86 + 0,83 mmHg. Bei den 18-monatigen WT-
Mé&usen betrug der Augeninnendruck im Mittel 12,36 + 0,42 mmHg und bei den 18-monatigen
eNOS-Knockout-Mausen 12,73 + 0,57 mmHg. Es gab keinen statistisch signifikanten

Unterschied zwischen den einzelnen Versuchstiergruppen.
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Abbildung 7: Augeninnendruckmessung bei jeweils acht und achtzehn Monate alten eNOS-
Knockout und Wildtyp-Mausen. Angaben in mmHg = SEM (n=8 pro Gruppe). ENOS -/-: eNOS-
Knockout. WT: Wildtyp.
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4.2 Farbungen von retinalen Ganzpréparaten mittels Kresylviolett und Auszahlen von

Zellen in der retinalen Ganglienzellschicht

Die Ergebnisse der Zellzahlen an retinalen Ganzprdparaten sind in Abbildung 8
zusammengefasst. In der Auswertung fallt auf, dass bei den achtzehnmonatigen im Vergleich
zu den achtmonatigen eNOS-Knockout-M&usen deutlich weniger Neuronen ausgezéhlt
wurden. Die achtmonatigen Méause hatten in der eNOS-Knockout-Gruppe durchschnittlich
112.695 + 4.345 neuronale Zellen, wahrend bei den achtzehnmonatigen Mausen der gleichen
Gruppe nur noch 81.745 + 4.250 Neuronen gezéhlt wurden. Diese Auffalligkeit unterscheidet
die eNOS-Knockout-Gruppe von der WT-Gruppe, in der kein signifikanter Abfall der
neuronalen Zellen festzustellen war (von 109.467 + 2.870 bei jungen Mausen der WT-Gruppe
auf 106.477 = 2.693 im Alter). Die Anzahl an Neuronen bei den achtmonatigen M&usen beider

Gruppen war vergleichbar.

Bei den Endothelzellen gab es sowohl bei den eNOS-Knockout-Mausen, also auch bei den
WT-Mausen einen geringgradigen Abfall der Zellzahl bei den achtzehnmonatigen Mausen im
Vergleich zu den achtmonatigen Mausen. Bei den alten Mausen der eNOS-Knockout-Gruppe
sank die Endothelzellenzahl im Alter von 9.044 + 539 auf 8.604 + 434 Zellen, in der WT-Gruppe
von 9.531 + 456 auf 8.534 = 609 Zellen. Der Abfall an Zellen kann als geringfiigig betrachtet
werden und ist nicht statistisch signifikant. Auch hier bewegt sich die Zellanzahl der eNOS-
Knockout-M&ause in einem vergleichbaren Bereich wie die der WT-Méause. Es ist auch hier kein

statistisch signifikanter Unterschied festzustellen.

Die Mikrogliazellen zeigen weder mit zunehmendem Alter noch im Vergleich zwischen der

eNOS-Knockout-Gruppe mit der WT-Gruppe relevant unterschiedliche Zellzahlen.

Insgesamt betrachtet spiegelt sich nur die verminderte Anzahl an neuronale Zellen bei alten
eNOS-Knockout-Mausen in der Betrachtung der Gesamtzellzahl wider. Diese betragt 120.020
+ 2.742 bzw. 122.639 + 4.637 bei jungen WT- und eNOS-Knockout-Mausen, 116.088 + 2.828
bei alten WT-Mé&usen und 91.412 + 4.247 bei alten eNOS-Knockout-Mausen.
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Abbildung 8: Zellzahlen in der retinalen Ganglienzellschicht. Oben links: Gesamtzelllzahl. Oben
rechts: Neuronenzahl. Unten links: Endothelzellzahl. Unten rechts: Microgliazellzahl. Angaben
jeweils in Zellen/mm?2 + SEM (n=8 pro Gruppe). ENOS -/-: eNOS-Knockout. WT: Wildtyp. i
p<0,0001; **** p<0,00001.

4.3 Farbungen von Sehnervenquerschnitten mit Toluidinblau und Auszahlung von
Axonen

Die Ergebnisse der Axonzahlen an Sehnervenquerschnitten, durch die man auf die Anzahl der
Ganglienzellen in der Retina schlieBen kann, sind in Abbildung 9 zusammengefasst. Es

ergaben sich fast

identische Ausgangswerte bei den

jungen Mausen in beiden
Versuchsgruppen mit 56.724 + 3.411 bzw. 55.307 £ 2.055 Axonen (WT bzw. eNOS-Knockout).
Bei den achtzehn Monate alten Mausen wurden in beiden Gruppen weniger Axone gezahlt:
51.024 + 2.424 bei den eNOS-Knockout-Mausen und 54.875 + 2.975 bei den WT-M&usen. Die
niedrigere Axonzahl im Alter kann als geringfligig eingestuft werden. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in der eNOS-Knockout-Gruppe verglichen mit den WT-Mausen. Aus
diesem Ergebnis kann rickgeschlossen werden, dass der im zweiten Versuch beobachtete

Abfall an neuronalen Zellen nicht die Ganglienzellen betrifft.
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Abbildung 9: Axonzahl im Sehnervenquerschnitt. Angaben jeweils in Axon/Sehnerv + SEM
(n=8 pro Gruppe). ENOS -/-: eNOS-Knockout. WT: Wildtyp.

4.4 Untersuchung der GefaRreaktion mittels Videomikroskopie

Phenylephrin erzeugte bei den Aa. ophthalmicae in allen vier Gruppen von Versuchstieren
eine Vasokonstriktion in vergleichbarem Ausmaf. Die endothelabhdngige Vasodilatation
durch ACh in aufsteigenden Konzentrationen fiel in allen 4 Gruppen annahernd gleich aus.
AnschlieBend erfolgte die Untersuchung der endothelunabhangigen GefaRreaktion mit
Nitroprussid als NO-Donor in gesteigerten Konzentrationen. Hier zeigte sich eine verminderte
Vasodilatation bei den achtzehnmonatigen WT-Mausen im Vergleich zu den achtmonatigen
WT-Mausen. Bei den jungen und alten eNOS-Knockout-M&usen zeigte sich hingegen kein
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Die Untersuchungen zeigen, dass die
Endothelfunktion bei den eNOS-Knockout-Mausen im Alter nicht wesentlich verandert ist. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Vasodilatation
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Acetylcholin-/Nitroprussidapplikation im Vergleich zum Ausgangswert + SEM (n=8 pro Gruppe).
ENOS -/-: eNOS-Knockout, WT: Wildtyp. + p<0,05 WT 18 M vs. WT 8 M; * p<0,05 WT 18 M vs.
eNOS-/- 18 M; # p<0,05 WT 18 M vs. eNOS-/- 8 M.
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5. Diskussion

5.1 Erkenntnisgewinn aus den durchgefiihrten Versuchen

1. Bei alten eNOS-Knockout-Mausen ist die Neuronenanzahl in der retinalen

Ganglienzellschicht signifikant vermindert.

2. Bei dieser verminderten Neuronenanzahl handelt es sich nicht um RGCs, da deren Axone

im Sehnerv nicht vermindert sind, sondern wahrscheinlich um atypisch gelegene ACs.

3. Sowohl Augeninnendruck als auch die Endothelfunktion der A. ophthalmica ist bei alten

eNOS-Knockout-Mausen im Alter nicht wesentlich verandert.

5.2 Der Augeninnendruck ist vergleichbar zwischen eNOS-Knockout- und Wildtyp-
Mausen unabhéngig vom Alter

Die Messung des IOD war ein wichtiger Schritt vor den anschlieRenden Experimenten, um
grundsétzliche Unterschiede in den vier Gruppen der Versuchstiere auszuschlieRen. Die IOD-
Messung wurde zur jeweils gleichen Tageszeit durchgefihrt. Ein signifikant erhéhter IOD ware
als Storfaktor auf die nachfolgenden Experimente zu werten gewesen und hatte zum
Ausschluss des Tieres an der Versuchsreihe gefiihrt. Ein chronisch erhohter IOD fuhrt im Alter
zu glaukomattsen Pathologien an der Retina, insbesondere Degeneration des N. opticus und
Verlust der retinalen Ganglienzellen. (164-166) Ein bei eNOS-Knockout- und WT-Mausen
gleicher 10D ist demzufolge notwendig, um auszuschlieBen, dass der Neuronenverlust durch
einen vergleichsweise erhoéhten 10D zustande kommt und nicht durch Veranderungen in der
Auspragung der eNOS. Keines der Versuchstiere wies einen signifikant erhéhten 10D auf.
Auch Laspas et al. konnten bei 8 Monate alten eNOS-Knockout-Mausen keinen erhéhten 10D
im Vergleich zur WT-Gruppe feststellen. (138)

Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den Untersuchungen durch Y. Lei et al. (167) In
deren Versuchsreihe zur 10D-Messung bei acht bis zehn Monate alten eNOS-Knockout-
Méausen konnte ein signifikant erhdhter IOD im Vergleich zu den WT-Mausen in der
Kontrollgruppe festgestellt werden. Die Autoren vermuten, dass die eNOS das dominante
NOS-Isoenzym in Zellen des Schlemm-Kanal und Zellen des Trabekelwerk ist und dass es bei
dessen Fehlen zu einer Abflussbehinderung des Kammerwassers mit konsekutiver Erhdhung
des Augeninnendruckes kommt. Kontrar hierzu ist, dass in humanem Gewebe in Zellen des
Trabekelwerks, Endothelzellen des Schlemmkanals sowie des Ziliarmuskels alle drei

Isoformen der NOS nachgewiesen werden konnten. (168)
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In den Kapillaren des Sehnervenkopfes bei WT-Ratten wurde nNOS in den Perizyten und
eNOS in den Endothelzellen nachgewiesen. In den Astrozyten nachgewiesene nNOS sowie
in reaktiven Astrozyten produziertes iINOS konnte bei chronisch erhéhtem IOD nach 3 Monaten
vermehrt nachgewiesen werden. (95, 169, 170) Die eNOS in den Endothelzellen wurde jedoch
bei chronisch erhdhtem IOD nicht vergleichsweise vermehrt exprimiert. Die Autoren dieser
Untersuchung vermuten, dass glaukomatése Spatfolgen mit Verlust von RGCs und
Degeneration des N. opticus durch die vermehrte NO-Produktion durch nNOS und iNOS
zustande kommen. (169, 170)

Das Ergebnis unserer IOD-Messung mit vergleichbaren Werten bei WT-Mausen und eNOS-
Knockout-Mausen wird gestitzt durch die Tatsache, dass in den retinalen Zellzahlungen kein
Ganglienzellverlust bei alteren eNOS-Knockout-Mausen nachgewiesen werden konnte,
welcher bei chronisch erhéhtem 10D als glaukomatdse Spéatfolge zu erwarten gewesen ware.

5.3 Physiologischer Zellverlust im Alter in der Retina

Durch das Phanomen der Zellseneszenz ist die Anzahl der maximalen Zellteilungen in allen
somatischen Zellen begrenzt. Mit zunehmendem Alter der Versuchstiere macht sich dieser
Effekt an der insgesamt abnehmenden Zellzahl bemerkbar. Auch oxidativer und nitrosativer
Stress, der in jedem aeroben Organismus physiologisch vorkommt, kann zu Zellschadigung
und in Folge zu Zelltod fuhren. Im Verlauf des Lebens kumulieren diese Zellschaden, was
ebenfalls zu einer Abnahme der Anzahl an somatischen Zellen fihrt. (147) In den vorliegenden
Versuchsergebnissen spiegeln sich diese altersbedingten Veranderungen wider: In der
Gruppe der WT-Méause zeigen die Ergebnisse der Zellz&hlungen an retinalen Ganzpraparaten
eine Abnahme der Gesamtzellzahl im Alter. Auch in jeder Subtypisierung der Zellarten lasst
sich diese verminderte Zellzahl nachvollziehen. Die Zahl der Endothelzellen weist die héchste
Differenz in der Zellzahl zwischen jungen und alten Méausen in der WT-Gruppe auf. Dies kann
dadurch erklart werden, dass sich Endothelzellen im Vergleich zu Neuronen haufiger teilen

und somit die Zellalterung betreffenden Effekte hier mehr ins Gewicht fallen.

5.4 Altere eNOS-Knockout-Mause weisen eine geringere Anzahl an Nervenzellen in der
retinalen Ganglienzellschicht der Netzhaut auf als jingere

In einer Untersuchung zu den verschiedenen NOS-Isoformen hat P. Laspas et al. die
Neuronenanzahl in der retinalen Ganglienzellschicht an retinalen Ganzpraparaten bei acht bis
zehn Monate alten eNOS-, INOS- und nNOS-Knockout-Mausen jeweils im Vergleich zu einer
gleichaltrigen WT-Kontrollgruppe verglichen. Die Neuronenanzahl unterschied sich in keiner

der genannten Gruppen signifikant. (138) Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit bei den acht
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Monate alten eNOS-Knockout-Mausen im Vergleich zur gleichaltrigen WT-Gruppe
reproduziert werden. Ein Grund fur die gleiche Neuronenanzahl bei jungen eNOS-Knockout-
Mausen konnte sein, dass das Fehlen der eNOS durch die anderen NOS-Isoformen
kompensiert wird oder dass die eNOS nicht essentiell fiir das Uberleben von Neuronen in der
Retina ist. Untersuchungen an humanen Koronarartierien sowie murinen Aorten belegen die
Beteiligung der nNOS an der Regulation des GefalRtonus. (171, 172) Auch wenn die eNOS im
Tiermodell mit Ratten wahrend der Embryonalentwicklung und der ersten Lebenstage eine
Rolle bei der Differenzierung von RGCs, Synaptogenese und neuronaler Plastizitat in der
retinalen Ganglienzellschicht zu spielen scheint (73, 136), hat das chronische Fehlen der
eNOS nach acht Monaten keine verminderte Neuronenzahl zur Folge, scheint fur die

neuronale Entwicklung also nicht essentiell zu sein.

Als Fortfiihrung dieser Uberlegungen wurden in dieser Arbeit nun auch altere eNOS-Knockout-
Méause untersucht und ein Neuronenverlust in der alten eNOS-Knockout-Gruppe festgestellt.
Die Zellzahlungen wurden an mit der Kresylviolett-Farbung aufgearbeiteten retinalen
Ganzpraparaten durchgefiihrt. Es zeigte sich ein Neuronenverlust bei den achtzehn Monate
alten Versuchstieren in der eNOS-Knockout-Gruppe im Vergleich zu den gleichaltrigen
Versuchstieren in der WT-Vergleichsgruppe. In der retinalen Ganglienzellschicht kommen
neben Gliazellen und Endothelzellen hauptsachlich neuronale Zellen vor. Es finden sich neben
RGCs auch atypisch gelegene ACs. Um weiterflhrend zu untersuchen, ob es sich bei dem
Neuronenverlust bei alten eNOS-Knockout-Mausen um RGCs handelt, wurden zusatzlich mit
der Toluidin-Farbung bearbeitete Sehnervenquerschnitte untersucht. Mit dieser Methode
kénnen Axone gezahlt werden und retrograd auf die Anzahl der retinalen Ganglienzellen

rickgeschlossen werden, da jedes Axon eine Ganglienzelle in der Retina reprasentiert. (173)

Die Untersuchung der Sehnervenquerschnitte ergab keinen signifikanten Unterschied in der
Anzahl der Axone in beiden Altersgruppen sowie in der eNOS-Knockout-Gruppe im Vergleich
zur WT-Gruppe. Die Schlussfolgerung ist, dass es sich bei dem Nervenzellverlust in der Retina
bei alten eNOS-Knockout-Mausen nicht um retinale Ganglienzellen, sehr wahrscheinlich also
um atypisch gelegene ACs handeln muss. Eine weitere Uberlegung aus den vorliegenden
Ergebnissen ist, dass der Grund fur die Reduzierung der ACs mdglicherweise ein kumulativer
neurotoxischer Effekt ist, da die Reduzierung erst bei alten eNOS-Knockout-Mausen auftritt.
Alternativ kdnnte ein neuroprotektiver Mechanismus, der bei jungen eNOS-Knockout-Mausen
den Zelltod von ACs verhindert, im Alter nachlassen und einen vermehrten Zelltod von atypisch

gelegenen ACs zur Folge haben.
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5.5 Mégliche Mechanismen, die zur verminderten Anzahl von Nervenzellen in der

retinalen Ganglienzellschicht bei alteren eNOS-Knockout-Mausen beitragen kdnnten

Die Hochregulation von eNOS wurde als Kompensationsmechanismus beschrieben, um durch
Vasodilatation der retinalen Gefal3e und konsekutiv verbesserte Blutversorgung am N. opticus
Pathologien wie beispielsweise der glaukomatdsen Optikusneuropathie oder diabetischer
Retinopathie entgegen zu wirken. (174-176) Bei diabetischen eNOS-Knockout-M&usen
konnten im Vergleich zu WT-Mausen ausgepragtere okulare GefaRschaden festgestellt
werden.(177) Zusammenfassend sind dies Hinweise fir eine zyto- und neuroprotektive
Funktion der eNOS. Es kann also angenommen werden, dass bei chronischem Fehlen der
eNOS durch endotheliale Dysfunktion im retinalen Gefal3bett Neuronen der Retina zugrunde
gehen. Bei jungen eNOS-Knockout-M&usen kdnnte die NO-vermittelte Vasodilatation wie
oben bereits erwahnt durch nNOS-vermittelte NO-Produktion kompensiert werden. Zudem
entfallt der zytotoxische Effekt durch oxidativen und nitrosativen Stress infolge entkoppelter
eNOS. Im Alter kénnte die vermutete Kompensation durch nNOS durch bisher ungeklarte

Mechanismen nachlassen und zu vermehrten Zellschaden der retinalen Neurone fuhren.

Eine weitere mogliche Erklarung fur die veranderte Anzahl an Neuronen in der retinalen
Ganglienzellschicht im Alter bei eNOS-Knockout-M&ausen kdnnten durch NPY vermittelte
neuroprotektive und zytotoxische Effekte sein. Bei eNOS-Knockout-Mausen wurde eine
vermehrte Expression von NPY in der Aorta nachgewiesen. Durch NPY wurde eine vaskuléare
Entziindungsreaktion durch Chemotaxis von Makrophagen hervorgerufen, einem
Atherosklerose begunstigender Prozess. (178) Das Vorkommen von NPY in den okuléaren
Gefal3en wurde bisher erst wenig untersucht. Allerdings konnte in den vorliegenden Versuchen
zur GefalRfunktion der A. ophthalmica in keiner Versuchsgruppe eine verminderte

Vasodilatation als Hinweis auf eine vorliegende Atherosklerose festgestellt werden.

NPY ist ein im zentralen Nervensystem haufig vorkommendes Neuropeptid. In zwei
verschiedenen Typen von ACs in der inneren Kérnerzellschicht und in der Ganglienzellschicht
wurde bei verschiedenen Spezies der Neurotransmitter NPY nachgewiesen, das zudem am
haufigsten vorkommende Neuropeptid in den ACs. (35, 179, 180) Die Verteilung dieser NPY-
positiven ACs in der Retina ist sehr gleichméaRig, was die Autoren eine Beteiligung an der
Weiterleitung oder Modifikation von rdumlichen Details an visuellen Informationen vermuten
lasst. (35) Auch in Endothelzellen sowie Gliazellen wie Astrozyten und Miuller-Zellen und
Mikrogliazellen wurde NPY nachgewiesen. Des Weiteren gelang auch der Nachweis von den
NPY-Rezeptoren Y1, Y2, Ya und Ys in der Retina von Ratten. (181) Alle Y-Rezeptoren sind G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren. (182)

NPY ist ein Modulator der Zellproliferation. Es inhibiert die Proliferation humaner

Pigmentepithelzellen (183) und férdert unter anderem die Proliferation von Muller-Zellen Gber
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den Y:-Rezeptor, Endothelzellen tber Yi, Y, und Ys-Rezeptoren sowie in der Zellkultur
neuronale Zellen der Retina Uber Y1, Y2 und Ys-Rezeptoren. (184-186) Durch Bindung an Y,
Y2 und Ys-Rezeptoren kommt es zur Aktivierung von NOS. Uber durch NO aktivierte losliche
Guanylylcyclase wird cGMP gebildet, welches die Extracellular-signal regulated Kinases
(ERK) 1/2 aktiviert. ERK 1/2 kann auch direkt Uber NPY-Rezeptoren phosphoryliert und
aktiviert werden. (186) ERK 1/2 phosphoryliert als Serin/Threonin-Kinase Transkriptions-
faktoren, wodurch Uber vermehrte Expression von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
Zellproliferation stimuliert wird. (187) Bisher wurde nicht untersucht, durch welche der NOS-
Isoformen ERK1/2 aktiviert wird. Sollte es sich um die eNOS handeln, kdnnte ein Fehlen der
eNOS durch einen im Alter kumulativen Effekt der verminderten Zellproliferation eine

verminderte Anzahl der atypisch gelegenen ACs zur Folge haben.

Der Yi.Rezeptor ist postsynaptisch gelegen. (188) Der Y:-Rezeptor befindet sich an der
Prasynapse und fungiert als inhibitorischer Autorezeptor, der die Ausschittung von NPY und
anderen Neurotransmittern reguliert. (189) Im zentralen Nervensystem spielt NPY eine Rolle
als neuroprotektiver Neurotransmitter. Es reduziert beispielsweise im Hippocampus Uber den
Y.-Rezeptor die Ausschittung von exzitatorischen Neurotransmittern sowie Glutamat (190—
192), welches bei exzessiver NMDA- und AMPA-Rezeptor-Aktivierung Uber Exzitotoxizitéat zu
Apoptose von Neuronen fiihren kann. Untersuchungen der Y-Rezeptor-Subtyp-Expression in
RGCs und ACs der retinalen Ganglienzellschicht kénnten Aufschluss Uber die vermuteten
NPY-vermittelten proliferativen sowie neuroprotektiven Mechanismen in der Retina geben
sowie Unterschiede in der unterschiedlichen Zellzahl von RGCs und atypisch gelegenen ACs

im Alter bei eNOS-Knockout-Méausen erklaren.

Das Vorkommen von NOS-Aktivitat wurde in RGCs und ACs in der inneren Kornerzellschicht
sowie retinalen Ganglienzellschicht nachgewiesen. Unklar ist jedoch, welche der NOS-
Isoformen in den verschiedenen Zellarten vorkommen. Die Gruppe der ACs, inklusive der
atypisch gelegenen, ist zudem inhomogen und kdnnte je nach Subtyp und Funktion
verschiedene NOS-Isoformen exprimieren. Je nach Verteilungsmuster der eNOS und nNOS
konnte auf die Auswirkung des chronischen Fehlens der eNOS und die moglichen
Kompensationsmechanismen durch nNOS geschlossen werden, was weitere

Untersuchungen notwendig macht.

Tran et al. untersuchten, ob bestimmte genetische Marker die Widerstandsfahigkeit von RGCs
bei pathologischen Zustanden vorhersagen kénnen. Nach Lasion des N. opticus gab es
Subgruppen der RGCs, die fast ganzlich oder aber deutlich weniger zugrunde gingen als
andere RGC-Cluster. Auch wenn kein Gen gefunden wurde, welches die Widerstandskraft
einer bestimmten RGC voraussagen konnte, wurden Gene gefunden, die ausschlie3lich in den

widerstandsfahigeren RGCs exprimiert wurden. (24) Aus diesen Untersuchungen lasst sich
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schlieRen, dass es verschiedene Strategien der zelleigenen Neuroprotektion in den
verschiedenen Subgruppen der RGCs geben kdnnte. Die ACs sind ebenfalls eine heterogene
Neuronengruppe. Untersuchungen der Genexpression der im Alter oder bei pathologischen
Zustanden verbleibenden vitalen ACs konnte Aufschluss geben Uber deren neuroprotektive

zelleigene Mechanismen.

5.6 Die Anzahl an retinalen Endothelzellen der eNOS-Knockout-Mause und der Wildtyp-
Mause ist vergleichbar

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl eNOS als auch in geringerem Ausmalf3 auch iNOS in
der Retina eine Rolle bei der VEGF-vermittelten Angiogenese spielt. (193, 194) Bezuglich der
Angiogenese in der postnatalen Entwicklung bei eNOS-Knockout-Mausen kommen
verschiedene Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen. Ha et al. beobachteten bei sechs
Tage alten eNOS-Knockout-Mausen eine Wachstumsretardierung sowie eine verzogerte
Angiogenese in der Retina. (194) In einer weiteren Untersuchung von eNOS-Knockout-
Mé&usen im Alter von einem Tag bis zu sechs Monaten zeigte sich eine im Vergleich zur WT-
Gruppe normale Angiogenese sowie eine zusatzliche Expression der nNOS auch an kleineren
BlutgefaRen bei eNOS-Knockout-Mausen, die bei WT-Mausen nicht nachgewiesen werden
konnte.(145) Auch in humanen fetalen retinalen Endothelzellen wurde eine prapartale
Expression von sowohl eNOS als auch nNOS nachgewiesen. (195) Die Endothelzellzahl war
in der vorliegenden Arbeit bei acht Monate alten sowie achtzehn Monate alten eNOS-
Knockout-Méausen mit der Zellzahl der jeweiligen WT-Kontrollgruppe vergleichbar. Sollte die
Angiogenese bei eNOS-Knockout-Mausen postpartal zunachst verzogert ablaufen, scheint
sich dieser Effekt im Laufe der weiteren Entwicklung auszugleichen.
Kompensationsmechanismen durch andere NOS-Isoformen, kénnten hier eine Rolle spielen.
Des Weiteren konnten auch NO-unabhangige Wachstumsfaktoren, wie z.B. der
Fibroblastenwachstumsfaktor-2 bei Fehlen der eNOS die postnatale Angiogenese
begunstigen. (146, 196).

-40 -



5.7 Vergleichbare Endothelfunktion der A. ophthalmica bei jungen und alten eNOS-
Knockout-Mausen und Wildtyp-Méausen

Die durchgefiihrte Methodik zur Messung der Gefal3reaktion ist bereits mehrfach beschrieben

worden, gut erprobt und ein mittlerweile etabliertes Verfahren. (88, 138)

Die Experimente zeigen, dass die Endothelfunktion der A. ophthalmica bei alten M&usen, nicht
schlechter ist als bei jungen Mausen, insbesondere in der eNOS-Knockout-Gruppe. Aus

diesem Ergebnis lassen sich zwei Riuckschlisse ziehen.

Erstens zeigt es, dass das chronische Fehlen der eNOS an der A. ophthalmica auch bei alteren
Versuchstieren nicht die Gefal3funktion beeinflusst. Hinweise darauf gibt es bereits durch eine
Versuchsreihe von Laspas et al., der die Gefal3reaktion der A. ophtalmica auf Nitroprussid und
ACh bei eNOS-, iINOS- und nNOS-Knockout-Mausen untersucht hat. (138) Eine andere
Untersuchung der retinalen Arteriolen bei iNOS-Knockout-Mausen sowie WT-Mausen mit
selektiven und unselektiven NOS-Inhibitoren zeigte, dass die ACh-vermittelte Vasodilatation
an den Arteriolen am ehesten durch eNOS erzeugt wird. (70) Dies konnte eine weitere
Untersuchung an den retinalen Arteriolen von drei bis sechs Monate alten eNOS-Knockout-
Mausen bestétigen. (197) Die vasodilatatorischen Mechanismen sind demzufolge abhangig
vom jeweiligen Gefalibett. Das Alter der Versuchstiere in den ersten beiden beschriebenen
Studien betrug jeweils 260+8 Tage bzw. sieben bis acht Monate, ist also mit der Gruppe der
acht Monate alten Knockout-M&use in dieser Arbeit vergleichbar. Die Endothelfunktion bei

alten Knockout-Mausen wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.

Die zweite Erkenntnis aus den vorliegenden Ergebnissen ist, dass die verminderte Anzahl
neuronaler Zellen im zweiten Versuch unabhangig von der Durchblutung der A. ophthalmica
zu sein scheint. In der oben genannten Untersuchung an drei bis sechs Monate alten eNOS-
Knockout-Méausen konnte jedoch eine Endotheldysfunktion an retinalen Arteriolen gezeigt
werden. Diese wurde zudem teilweise durch nNOS und Metaboliten der Cyclooxigenase-2
(COX-2), zu denen auch PGI2 gehort, kompensiert. (197) Eine chronische
Endotheldysfunktion durch Fehlen von eNOS kodnnte im Alter zu Schaden an retinalen
Neuronen fuhren. Erganzend zu der in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchung zur
Gefalfunktion der A. ophthalmica bleibt die Frage offen, inwiefern sich die gestorte
Endothelfunktion an den retinalen Arteriolen bei alten im Vergleich zu jungen eNOS-Knockout-
Mé&usen weiter verschlechtert und ob die oben genannten Kompensationsmechanismen durch
NNOS und COX-2 im Alter nachlassen.

Die GefalRdilatation auf Nitroprussid ist bei alten im Vergleich zu jungen WT-M&usen reduziert
bei gleichzeitig erhaltener Vasodilatation durch ACh. Nitroprussid nimmt als NO-Donor in der

Signalkaskade der vaskularen Dilatation in der A. ophthalmica eine dem cholinergen Ms-
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Rezeptor nachgeschaltete Funktion ein, es handelt sich also um eine endothelunabh&ngige
Vasodilatation. Dieses Ergebnis ist kongruent zu den Erkenntnissen von Kim et al. sowie N.
Cuprita et al., deren Versuchsergebnisse ebenfalls eine verminderte Vasodilatation der Aorta
durch Nitroprussid bei alten im Vergleich zu jungen Ratten bzw. Kaninchen zeigte. (198, 199)
Versuche an anderen Gefal3en wie der zuflihrenden Arterie des M. soleus kamen zum
gegenteiligen Ergebnis. (200) Mit zunehmendem Alter kommt es zu einer Zunahme der
Elastokalzinose in den Gefallwanden der Arterien. Diese Kalzifizierung betrifft die Tunica
Media, in der sich glatte Muskelzellen, elastische und kollagene Bindegewebsfasern befinden,
und fuhrt zu einer Abnahme der GefaR3elastizitat im Alter. Eine Abnahme der Vasodilatation
durch Nitroprussid konnte die Folge sein. Die zunehmende Gefal3versteifung durch
Elastokalzinose im Alter ist ausgepragter bei gro3lumigeren und zentraleren Arterien. (201)
Die unterschiedlichen Ergebnisse der Gefal3reaktion auf Nitroprussid in den oben genannten

Studien konnten bedingt sein durch die unterschiedliche Grof3e der untersuchten Gefalle.

Eine Untersuchung von M. Delp, die die Gefal3reaktion von ACh an den Segmenten der Aorta
abdominalis bei jungen und alten Ratten vergleicht, beschreibt eine verminderte Vasodilatation
durch ACh sowie Nitroprussid-Natrium bei alten Versuchstieren. (202) Autoren mit ahnlichen
Beobachtungen vermuten, dass die verfligbare Menge von intrazellularem cGMP in der Zelle
im Alter nachlasst. Grinde hierfir kdnnten eine vermehrte Verstoffwechselung von cGMP
durch erhdhte Phosphodiesterase-Aktivitat oder eine verringerte cGMP-Erzeugung auf Grund
von verminderter Guanylatcyclase-Aktivitat sein.(202-204) Ein alternativer Mechanismus
kénnte eine Veranderung der dem cGMP nachgeschalteten Proteinkinase-Signalweg sein.
(202) Y. Dohi et al. fanden heraus, dass bei Mesenterialarterien von Ratten mit zunehmendem
Alter die endotheliale NO-Produktion nachlasst und die Menge an vasokonstriktorisch
wirkendem Endothelin-1 zunimmt. (205, 206)

Zusammenfassend sprechen die vorliegenden Ergebnisse der verminderten Vasodilatation
bei alten WT-Mausen am ehesten fiir ein bei der Messung entstandenes Artefakt. Griinde, die
gegen die Wertigkeit dieser Messung sprechen, sind, dass erstens die A. ophthalmica ein sehr
kleines Gefald ist und die Elastokalzinose eine untergeordnete Rolle spielen sollte. Zweitens
ist die Vasodilatation durch Nitroprussid ein der Ms-Rezeptor-Aktivierung durch ACh
nachgeschalteter Mechanismus und in der vorliegenden Untersuchung wurde gezeigt, dass
dieser endothelabh&ngige Mechanismus bei alten WT-Mausen erhalten geblieben ist. Eine
maogliche Erklarung ist, dass die Messung der Gefalreaktion auf Nitroprussid die letzte der
durchgefuhrten Messungen darstellt. Wahrend der zuvor durchgefiihrten Messungen am
gleichen Gefall mit wiederholten Veranderungen des Gefaldurchmessers durch
elektrochemische Manipulationen konnte es bei dem mdglicherweise durch erhdhtes Alter

vulnerablen GefalRes zu mikroskopischen Schaden an der GefalRwand jenseits des Endothels,
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beispielsweise der muskularen Anteile der Tunica media gekommen sein, die eine adaquate

Gefaldreaktion nicht mehr moglich machen.

5.8 Fehlerdiskussion

In der vorliegenden Versuchsreiche wurden retinale Ganzpraparate verwendet, um
Zellzahlungen durchzufihren. Die Zellzahlung erfolgte manuell und verblindet. Alternativ gibt
es auch die Mdoglichkeit zur automatischen Zellzahlung mit spezialisierter Software. M.
Salinas-Navarro beschreibt eine automatische Zellzahlung an retinalen Ganzpraparaten. Die
Ganglienzellen wurden in der Studie mit einer Fluorogold-Farbung markiert, es gab also nur
eine auszuzahlende Zellart. (6, 7) Da bei dieser Methode das gesamte retinale Ganzpraparat
ausgezahlt wird, sind auch genauere quantitative Angaben zur Zellzahl méglich und der
Zeitaufwand ist deutlich geringer. (6) Unser Experiment machte die Farbung des retinalen
Ganzpraparates mit Kresylviolett notwendig, um auch andere Zelltypen in der retinalen
Ganglienzellschicht unterscheiden zu koénnen. Ob eine automatische Zellz&hlung mit
zufriedenstellendem Ergebnis hinsichtlich Fehleranfalligkeit auch mit der Kresylviolett-Farbung
moglich ist, bleibt derzeit noch offen. Mit der manuellen Zéahimethode werden ausreichend

genaue Ergebnisse der Zellzahl ermittelt.

Eine Fehlerguelle bei der Axonzahlung sind kleine efferente Axone mit diinnen Myelinscheiden,
die einen ahnlichen Querschnitt wie die Afferenzen der retinalen Ganglienzellen aufweisen.
Daher wird empfohlen, eine axonspezifische Farbung am Sehnervenquerschnitt
durchzufiihren. (207) Die Farbung mit Toluidinblau ist als lange erprobtes Verfahren zur
Farbung von histologischem Gewebe vielseitig einsetzbar. An Sehnervenquerschnitten
werden die Myelinscheiden blau gefarbt, wahrend das Zellplasma weitestgehend ungefarbt
bleibt. Mit der Toluidinblau-Farbung wird bei semidiinnen Gewebeschnitten eine scharfe
Randbegrenzung der Myelinscheiden sichtbar, sodass die Dicke der Myelinscheide optisch
gut einzuordnen ist. Obwohl die Toluidinblau-Farbung nicht axonspezifisch ist, bildet sie auf
Grund der guten Darstellbarkeit der axonalen Strukturen sowie der einfachen Durchfiihrbarkeit
das Verfahren der Wahl bei der Aufarbeitung von Sehnervenquerschnitten fir die
Lichtmikroskopie. (160)

Beim Praparieren der A. ophthalmica wurde sorgféltig darauf geachtet, Endothelschaden zu
vermeiden. Dennoch aufgetretene Endothelsch&den hétten eine verminderte Vasodilatation
durch ACh gezeigt, da es wie bereits bekannt seine vasodilatatorische Wirkung an der A.

ophthalmica endothelabhéangig Gber den Ms-Rezeptor entfaltet. (88, 162)
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6. Zusammenfassung

6.1 Fazit

Das chronische Fehlen der eNOS bewirkt eine Reduktion der Neuronenzahl in der retinalen
Ganglienzellschicht, nicht jedoch der Ganglienzellen im Alter. Diese Reduktion ist
offensichtlich 10D- und durchblutungsunabh&ngig. Mdgliche Ursachen fir die verminderte
Neuronenzahl kdnnen in der fehlenden zytoprotektiven vasodilatatorischen Wirkung von durch
eNOS gebildetem NO liegen. Des Weiteren kénnten NPY-vermittelte neuromodulatorische
Effekte durch ERK1/2 oder NPY-vermittelte neuroprotektive Effekte eine Rolle spielen. Bei
jungen eNOS-Knockout-Mausen gab es keine Unterschiede bezliglich der Endothelzelldichte
im Vergleich zur WT-Gruppe. Eine gestdrte Angiogenese durch prapartales Fehlen der eNOS
ist somit unwahrscheinlich. Es wird vermutet, dass andere NOS-Isoformen, wie z.B. die nNOS,

das chronische Fehlen der eNOS kompensieren.

6.2 Ausblick

Durch die Farbung von retinalen Ganzpraparaten wurden Neurone der retinalen
Ganglienzellschicht angefarbt. Durch die nachfolgende Axonzéhlungen an mit Toluidinblau
gefarbten Sehnervenquerschnitten konnte auf die Anzahl der RGCs geschlossen werden. Der
beobachtete Zellverlust betraf mutmaflich nicht die RGCs, sondern atypisch gelegene ACs
der retinalen Ganglienzellschicht. Um diese Hypothese abschlieBend zu bestétigen, sollte eine
direkte Farbung von atypisch gelegenen ACs in der Retina bei jungen und alten eNOS-

Knockout-Mausen sowie einer WT-Kontrollgruppe erfolgen.

Weiterhin unklar bleibt die Auswirkung von oxidativem und nitrosativem Stress bei alten eNOS-
Knockout-Mausen im Vergleich zur Kontrollgruppe. In weiterfihrenden Experimenten kdnnten
oxidierte und nitrierte Proteine im Gewebe alter eNOS-Knockout-Mause im Vergleich zur WT-
Gruppe nachgewiesen werden. Auf diese Weise konnte das Ausmald an Uber die Zeit
kumuliertem oxidativen und nitrosativem Stress verglichen werden und auf deren vermutete

Auswirkungen auf Zellsterben riickgeschlossen werden.

Um die Ursache der verminderten Anzahl an atypisch gelegenen ACs bei alten eNOS-
Knockout-M&usen besser zu verstehen, sind weiterfihrende Untersuchungen zum
Vorkommen der verschiedenen NOS-Isoformen in den einzelnen Zellarten der Retina
notwendig. Auch eine Analyse zur Y-Rezeptor-Subtyp-Expression in RGCs und ACs der
Retina konnte Aufschluss tber die vermuteten NPY-vermittelten proliferativen Mechanismen

in der Retina geben. Ebenfalls unklar ist bisher, durch welche NOS-Isoform ERK1/2 aktiviert
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wird und ob ein Zusammenhang mit der verminderten Anzahl an Neuronen im vorliegenden
Experiment besteht.

SchlieBlich sollte sich eine Untersuchung der Endothelfunktion der retinalen Arteriolen bei
alten eNOS-Knockout-Mausen anschliel3en. Hierdurch kénnten der Frage nachgegangen
werden, welche Langzeit-Auswirkungen durch mdoglicherweise verminderte Vasodilatation
beim chronischen Fehlen der eNOS entstehen.
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