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1. Einleitung

1.1 Grundlagen zum Glaukom

1.1.1 Atiologie und Pathogenese des Glaukoms

Die Gruppe der Glaukomerkrankungen ist die zweithdufigste Ursache irreversibler
Erblindung weltweit (Quigley, 1996). Im Jahre 2020 werden circa 80 Millionen
Menschen weltweit an einem Glaukom erkrankt sein (Quigley und Broman, 2006).
Die Pravalenz bei Patienten lber 40 Jahre betragt 0,5 bis 2 % (Pfeiffer, 2001). Die
Haufigkeit nimmt im Alter fast exponentiell zu. Etwa 5 % der 75-jahrigen sind von
dieser Erkrankung betroffen (Klein et al., 1992). Immer noch bleibt bei Vielen ein
Glaukom unerkannt. Selbst in den Industrielandern wird diese Dunkelziffer auf 50 %
geschéatzt (Pfeiffer, 2001).

Atiologie und Pathogenese der Gruppe der Augenerkrankungen, die unter dem
Begriff Glaukom zusammengefasst werden, sind bisher noch wenig verstanden.
Diskutiert werden momentan verschiedene Ansatze, die in erganzender Form
aufeinander einwirken kénnten. Durch die Européische Glaukom Gesellschaft
(EUGS) entstand 2003 eine neue bis heute glltige Definition des Glaukoms. So wird
unter diesem Namen eine heterogene Gruppe von Augenerkrankungen mit
progredienter und irreversibler Schadigung der retinalen Ganglienzellen bei
zunehmendem Verlust der visuellen Funktion in einem typischen Verlauf
zusammengefasst. Einhergehend zeigen sich morphologische Veréanderungen des
Sehnervenkopfes (Papille) und physiologische Verénderungen der retinalen
Schichten (EUGS, 2003).

Jahrelang wurden in erster Linie der erhohte Augeninnendruck und die daraus
folgende Druckschadigung als Ursachen fir die Glaukomentstehung gesehen. Aber
nur ca. 2/3 bis 3/4 der Glaukompatienten haben einen Augeninnendruck Uber 21
mmHg (Bonomi et al., 2001; Sommer et al., 1991). Beinahe 30 % der
Glaukompatienten entwickeln nie einen erhéhten Augeninnendruck und haben
trotzdem ein fortschreitendes Glaukom (Quigley, 1993). Fakt bleibt jedoch, dass der
erhéhte Augeninnendruck einer der wichtigsten Risikofaktoren fir eine
Glaukomerkrankung ist (Sommer et al., 1991). Der Druck kann zu einer
Deformierung der Lamina cibrosa fuhren, wodurch es zu einer Verletzung der Axone

kommen kann, in dem die den Sehnerven bildenden Nervenfasern bei ihrem Austritt



aus dem Auge an der Papille abgeknickt und so geschadigt werden (Quigley, 1999;
Yan et.al., 1994).

Weitere gesicherte Risikofaktoren fir die Ausbildung eines Glaukoms, sind
fortgeschrittenes  Lebensalter, schwarze Hautfarbe und eine positive
Familienanamnese (Sommer et al., 1991). Weiterhin werden eine ausgepragte
Myopie, erhdhter Blutdruck mit kardiovaskularen Erkrankungen oder erniedrigter
Blutdruck mit Vasospasmen, andere rheologische Parameter, Steroideinnahme,
Migrane und das Schlaf-Apnoe-Syndrom als Risikofaktoren diskutiert (Tetz und
Schwenn, 2007a).

Ein anderer méglicher Mechanismus ist die Ischamieschadigung (Harju und Vesti,
2001; Michelson et al., 1998). Abhéngig vom Perfusionsdruck, der als Differenz aus
Blutdruck und intraokularem Druck definiert ist, kann ein erhéhter Augeninnendruck
zu einer Mikrozirkulationsstérung im Sehnerv flhren. Ist die Versorgung der
Nervenfasern dann nicht mehr gewahrleistet, kann es zu einem Schaden kommen.
Dieses Modell gilt bisher auch als Erklarung far die Schadigung bei Patienten ohne
erhéhten Augeninnendruck. Die okuldre und cerebrale Durchblutung scheint,
insbesondere bei Patienten mit Normaldruckglaukom, vermindert (Sugiyama et al.,
2006). Zusatzlich wird vermutet, dass diese vaskuldre Komponente mit
Minderdurchblutung des Sehnervs bei dieser Patientengruppe noch durch einen
niedrigen Blutdruck (Emre et al., 2004) oder ein vasospastisches Syndrom, also eine
Stérung der GefaBregulation (Pache et al., 2003), verstarkt wird. AuBerdem ist in
diesem Zusammenhang auch von einem Reperfusionsschaden auszugehen, der bei
stark wechselnden und nicht bedarfgerechten Druckverhaltnissen auftritt (Flammer et
al., 2002). Beim Reperfusionsschaden werden nach dem Wiedereinstrom von Blut in
die vorher minderperfundierten Areale freie Radikale gebildet, die sowohl flr die
retinale Ganglienzelle, als auch fur die umgebenden Gliazellen schadlich sind. Die
Gliazellen selbst sind zwar gegen Hypoxie vergleichsweise resistent, sind aber
gegenuber freien Radikalen sehr empfindlich (Osborne et al., 2001). Dabei kann die
Regulation des extrazellularen Milieus, insbesondere die Aufnahme von Glutamat
durch die Gliazellen, nicht mehr bewerkstelligt werden.

Zudem fuhrt die Ischdmie durch dabei entstehenden oxidativen Stress zur
intrazellularen Schadigung der retinalen Ganglienzelle (Tezel, 2006). Durch bei der
Reperfusion entstehende freie Sauerstoffradikale (Nguyen et al., 2003), erhéhte
Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen (Tezel et al., 2000; Tezel et al.,
2004), Uberschissige exzitatorische Neurotransmitter wie Glutamat (Dreyer et al.,
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1996; Vorwerk et al., 1999) und hohen Calcium-lonen Einstrom (Sappington und
Calkins, 2008; Sappington et al., 2008) kann es zur Apoptose von retinalen
Ganglienzellen und amakrinen Zellen kommen (Haeflinger et al., 2000).

Die Gliazellen scheinen dabei eine paradoxe Rolle zu spielen. Eigentlich sollen sie
die retinalen Ganglienzellen und die Axone des Sehnervs vor auBeren Einflissen
schitzen. Doch nach ihrer Aktivierung bei glaukomatésem Stress scheinen sie nicht
nur protektive, sondern auch destruktive Funktionen zu haben (Johnson und
Morrison, 2009; Tezel et al., 2009)

Aktuell werden verschiedene neue Theorien zur Pathogenese des Glaukoms
diskutiert. So gehen einige Autoren davon aus, dass eine altersabhangige
mitochondriale Dysfunktion eine zentrale Rolle spielen kénnte (Kong et al., 2009).
Mitochondrien sind die Energielieferanten der Zelle, da sie Adenosintriphosphat
(ATP) bereitstellen, und sie regulieren den Zelltod durch Apoptose. Die retinalen
Ganglienzellen kénnten durch eine eingeschrénkte Funktion dieser Zellorganellen,
empfindlicher flr glaukomatésen Stress sein, weil die Energiebereitstellung zu gering
fir Reparaturmechanismen ist und deshalb Apoptose eingeleitet wird (Tezel et al.,
2009). Mitochondriale Dysfunktion scheint auch in anderen neurodegenerativen
Erkrankungen wie Amyotrophe Lateralsklerose, Alzheimer und Parkinson an der
Pathogenese beteiligt zu sein (Leuner et al., 2007; Martin, 2006).

Eingedenk der Tatsache, dass in der Vergangenheit Autoimmunitat als fester
Bestandteil neurodegenerativer Erkrankungen, wie beispielsweise der Myasthenia
gravis (Graus and De Baets, 1993), ausgemacht wurde, konnten verschiedene
Arbeitsgruppen in den letzten Jahren Hinweise fur eine autoimmune Komponente
auch in der Glaukompathogenese finden, die an anderer Stelle dieser Arbeit
detailliert behandelt werden.

1.1.2 Glaukomformen
Primére Glaukome
Priméres Offenwinkelglaukom (POAG)

Das Primare Offenwinkelglaukom ist mit 60 bis 90 % unter allen Glaukomformen das

in Europa am haufigsten vertretene (Pfeiffer, 2001). Es ist durch einen erhdhten
Augeninnendruck, bei offenem  Kammerwinkel —und  Obstruktion des
Kammerwasserabflusses in Trabekelwerk und Schlemm-Kanal gekennzeichnet

(Sommer et. al.,, 1991). In diesen Bereichen kommt es zu einer vermehrten
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Ablagerung extrazellularen Materials in Form von Plaques, die fur die
Abflussbehinderung verantwortlich sein kénnten (Rohen et al., 1993). Typisch ist ein
symptomarmer Erkrankungsbeginn mit einem chronisch-protrahierten
Erkrankungsverlauf. Das beidseitige Erblindungsrisiko liegt bei circa 10 % (Pfeiffer,
2001).

Normaldruckglaukom (NTG)

In Europa und in den Vereinigten Staaten von Amerika liegt der Anteil des
Normaldruckglaukoms an der Gesamtheit aller Glaukomformen bei 35 %, wéhrend
es in Japan mit 50 bis 70 % deutlich haufiger vertreten ist (Pfeiffer, 2001). Mit
Ausnahme des erhdhten Augeninnendrucks treffen sonst samtliche Kriterien des
primaren Offenwinkelglaukoms zu. Papillenrandblutungen gehéren zu den
prognostisch ungunstigen Faktoren beim Normaldruckglaukom (Ishida et al., 2000).
Primare/Sekundare Winkelblockglaukome

Winkelblockglaukome sind mit 5 % eher selten verireten (Pfeiffer, 2001).
Risikofaktoren sind zum Beispiel Hypermetropie mit flacher Vorderkammer und eine
dicke, weit vorne liegende Linse. Man unterscheidet eine akute Form, die man auch
als Glaukomanfall bezeichnet, der als Notfall sofortiger Therapie bedarf, von einer
chronischen Form. Die sekundaren Formen sind oft Folge intraokularer Entziindung
mit Ausbildung von Synechien, die den Kammerwinkel blockieren.

Kongenitale Glaukome

Die Haufigkeit einer solchen Erkrankung liegt bei 1 auf 20.000 Geburten. Meist liegt
sie bilateral vor und manifestiert sich im ersten Lebensjahr (Tetz und Schwenn,
2007). Der Abfluss des Kammerwassers wird durch persistierendes embryonales
Gewebe blockiert. Die Leitsymptome sind ein Buphthalmus, eine Epiphora, und
verstarkte Blendempfindlichkeit. Wird die Erkrankung nicht frihzeitig erkannt und
operativ behandelt, kann es zu schwerwiegenden Folgen und Erblindung kommen.
Sekundére Glaukome

Pseudoexfoliationsglaukom

Es macht unter den sekundaren Glaukomen einen Anteil von 5 bis 50 % aus
(Pfeiffer, 2001). Charakteristisch sind die Pseudoexfoliations-Fibrillen. Diese werden
in Strukturen des vorderen Augensegmentes abgelagert und erhdéhen somit den
Abflusswiderstand des Kammerwassers. Der Verlauf gestaltet sich meist sehr rasch

progredient.



Okuléare Hypertension (OHT)

Die okulare Hypertension gehért nicht zur Gruppe der Glaukomerkrankungen, wird
an dieser Stelle aber zur Abgrenzung ebenfalls besprochen. Zwischen 4 und 7 % der
deutschen Population Uber 40 Jahre hat eine diagnostizierte okulare Hypertension
(Tetz und Schwenn, 2007). Von einer okularen Hypertension spricht man, wenn ein
erhéhter Augeninnendruck nicht mit den fur das Glaukom typischen
Papillenbefunden und Gesichtsfeldschaden einhergeht. In der ,Ocular Hypertension
Treatment Study® wurde gezeigt, dass in einem Zeitraum von 5 Jahren circa 10 %
der Patienten mit okularer Hypertension ein Glaukom entwickeln (Gordon et al.,
2002; Pfeiffer, 2005).

1.1.3 Fruherkennung, Diagnostik und typische Befunde beim Glaukom

Zur Friherkennung eignen sich Untersuchungen, die eine Erkrankung kostengunstig
und gefahrlos mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt nachweisen. Beim Glaukom sind
diese Friherkennungsuntersuchungen vom Augenarzt durchzuflhren. Durch diese
Untersuchungen soll die Erkrankung friihzeitig erkannt und behandelt werden. Beim
Glaukom kann das Erblindungsrisiko durch eine konsequente und rechtzeitig
eingeleitete Therapie um die Halfte gesenkt werden (Pfeiffer, 2001). Allerdings ist
davon auszugehen, dass das Glaukom klinisch erst zehn Jahre nach seinem Beginn
auffallig und diagnostizierbar wird (Pfeiffer, 2001). Eine Methode, die dieses Intervall
deutlich verklrzt, ware wiinschenswert.

Auf die verschiedenen diagnostischen Verfahren und ihre beim Glaukom typischen
Befunde soll an dieser Stelle kurz eingegangen werden.

Tonometrie (Augeninnendruckmessungq)

FOr die Tonometrie gibt es verschiedene nicht-invasive Verfahren, die mit einer
Genauigkeit von circa 1 mmHg messen. Der physiologische Augeninnendruck liegt in
den Grenzen zwischen 10 und 20 mmHg, wobei es physiologische Schwankungen je
nach Alter und Tageszeit gibt (Grehn, 2007a). Eine einmalige Druckmessung
ermoglicht deshalb meist noch keine Diagnose. Dafiir missen Messungen wiederholt
und in regelmaBigen Abstdnden durchgefihrt werden, eventuell wird auch ein
Tagesdruckprofil mit Nachtmessungen notwendig. Meistens ist der Augeninnendruck
morgens am hdchsten, doch gerade Glaukompatienten haben Druckspitzen auch
nachts oder zu anderen Tageszeiten (Sit und Liu, 2009). Die Messung des



Augeninnendrucks alleine hat als Glaukomsuchtest wenig Aussagekraft (Detry-Morel
et al., 2004).
Ophthalmoskopie / Funduskopie

Man unterscheidet zwei verschiedene Verfahren. Die direkte Ophthalmoskopie, das
Augenspiegeln im aufrechten Bild, und die indirekte Ophthalmoskopie, das
Augenspiegeln im umgekehrten Bild.

Beide Untersuchungsmethoden sind am einfachsten durchflihrbar, wenn die Pupille
des Patienten erweitert und der Untersuchungsraum abgedunkelt ist.

Der typische Befund bei Glaukom zeigt eine groBe, hochovale Exkavation als
Zeichen der parapapillaren chorioretinalen Atrophie. Dies steht im Gegensatz zur
physiologischen Form der Papille, die eher klein und queroval ist. Um die GréBe der
Papillenexkavation objektiv zu bestimmen, kann man die Cup-Disc-Ratio berechnen,
bei der man die Exkavation mit dem Durchmesser der Papille ins Verhéltnis setzt.
Werte unter 0,3 sind normal, ab 0,7 sind die Werte stark verdachtig fur glaukomatdse
Veranderungen. Kerbenbildung, streifenférmige Blutungen und ein Abknicken der
GefaBe am Papillenrand sind weitere typische Befunde (Grehn, 2007b).

Wichtig ist es auch die Befunde photographisch zu dokumentieren, um sie mit
Ausgangsaufnahmen und Verlaufsaufnahmen vergleichbar und somit ein
Fortschreiten der Erkrankung erkennbar zu machen.

Spaltlampenuntersuchung

Die Vorrichtung zur Spaltlampenuntersuchung besteht aus einem horizontal
gestellten Mikroskop und einer seitlich ausschwenkbaren Beleuchtungseinrichtung,
die ein spaltférmiges Lichtblndel produziert. Dieser Lichtspalt legt einen optischen
Schnitt durch transparentes Augengewebe. Variiert man ihn in seiner Breite und lasst
ihn aus unterschiedlichen Winkeln einfallen, kann man sich eine gute Ubersicht tber
alle brechenden Strukturen des Auges verschaffen.

Gonioskopie

Die Gonioskopie dient der Beurteilung des Kammerwinkels. Nach einer
Lokalandsthesie mittels Augentropfen wird ein Drei-Spiegel-Glas nach Goldmann auf
die Augenoberflaiche aufgesetzt. Das Licht der Spaltlampe kann nun derart
umgelenkt werden, dass die Strukturen des Kammerwinkels beurteilt werden
kénnen. Zum einen wird entschieden, ob der Kammerwinkel offen oder geschlossen

ist, zum anderen, ob spezifische Ablagerungen gefunden werden.



Perimetrie

Die kinetische, mechanisch durchgefiihrte Perimetrie und die statische, meist
automatische oder computergesteuerte Perimetrie dienen der Beurteilung des
Gesichtsfeldes. Das Gesichtsfeld ist der Bezirk der AuBenwelt, den man bei ruhig
gestelltem Auge, wahrnimmt. Ausfalle des Gesichtfeldes bezeichnet man als
Skotome (griechisch = Schatten), wobei absolute von relativen Skotomen
unterschieden werden. Gesichtsfeldausfalle zeigen sich erst, wenn mehr als 30 %
der Nervenfasern Schaden genommen haben (Grehn, 2007a).

Beim Glaukom gibt es einen typischen Verlauf des Gesichtsfelsausfalls. Zuerst treten
kleine parazentrale Skotome auf, bei denen die Sehschéarfe nicht direkt
beeintrachtigt. Die parazentralen Skotome flieBen langsam zu einem gréBeren
Defekt zusammen, der mit dem blinden Fleck in Verbindung steht und nach seinem
Beschreiber als Bjerrum Skotom bezeichnet. SchlieBlich wird das Gesichtsfeld
eingeengt, zunachst von nasal bis nahe an das Zentrum heran, danach von temporal
(Hart und Becker, 1982). Die Netzhautmitte und damit das zentrale Sehen bleiben
meist lange erhalten. Erst in einem sehr fortgeschrittenen Stadium, wenn das
zentrale Sehen betroffen ist, bemerkt der Patient seinen Sehfunktionsverlust.

Elektrophysiologische Untersuchungen

Zu den elektrophysiologischen Untersuchungen zdhlen zum Beispiel die visuell
evozierten Potentiale und die Elektroretinogramme. Auf Grund ihrer besonderen
Bedeutung in dieser Arbeit werden diese Untersuchungen im né&chsten Kapitel

detailliert besprochen.

1.2 Elektrophysiologische Untersuchungen

1.2.1 Visuell evozierte Potentiale

Visuell evozierte Potentiale erlauben eine Funktionsprifung des optischen Systems
zwischen Retina und Sehrinde und kdnnen durch krankhafte Prozesse an beliebiger
Stelle der Sehbahn eine Veranderung erfahren. Mit Abstand am wichtigsten sind die
visuell evozierten Potentiale zur Diagnostik von Erkrankungen des Sehnervs, wobei
die spezifischsten Befunde bei Sehnervenentziindungen erhoben werden (Vogel,
2006).

Man unterscheidet in Abh&angigkeit von der Reizdarbietung blitzevozierte Potentiale
und Potentiale nach Musterumkehrstimulation. Erstere lassen eine zeitliche

Charakteristik der visuellen Informationsverarbeitung zu. Sie sind weniger
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empfindlich gegenltber EinflussgroBen wie Pupillenweite, Aufmerksamkeit,
Lampenabstand und Augenbewegungen. Deshalb sind sie auch bei komatdsen,
narkotisierten Patienten oder bei fehlender Mitarbeit durchfihrbar (Stéhr et al., 2005).
Ihr Nachteil ist, dass die evozierte Antwort ein Gemisch aus der Reaktion auf die
globale Beleuchtungsanderung und die Struktur des Reizes ist. Auch wenn sie intra-
individuell ziemlich konstant sind, so sind sie inter-individuell in Form und Latenz
doch sehr variabel. Die Potentiale sind also schwéacher und weniger gut
reproduzierbar und die Standardabweichungen der Mittelwerte sind erheblich gréBer
als bei Schachbrettmuster-VEPs (Halliday, 1976). Die Trennung zwischen ,gesund”
und ,krank® ist somit schwieriger zu vollziehen. Die Musterumkehrstimulation hat
dagegen den Vorteil, dass die mittlere Leuchtdichte konstant bleibt und nur
Anderungen der Bildstruktur erfolgen. Sie geben also Aufschluss Uber die
Mustererkennung und Musterverarbeitung, sind aber von der Mitarbeit und
Aufmerksamkeit des Patienten und von der richtigen Refraktion maBgeblich
abhangig (Stéhr et al., 2005).

In Abhangigkeit von der Variation der zeitlichen Aufeinanderfolge der visuellen Reize,
also der Reizkonfiguration, unterscheidet man zwei verschieden Arten von visuell
evozierten Potentialen, namlich transiente und stationare (Celesia und Brigell, 1999).
Transiente Potentiale messen eine reizgekoppelte Einzelantwort. Es erfolgt eine
wiederholte Reizdarbietung desselben Stimulus mit einer Frequenz zwischen 0,5 und
2 Hertz. Das optische System kann so in den Reizpausen zur Ruhe kommen. Zur
Registrierung ist aber immer ein repetetives Messverfahren mit einer Mittelung der
erhaltenen Amplituden notwendig. In der Praxis werden sie bevorzugt verwendet und
haben auch die gréBere Bedeutung.

Bei stationaren Potentialen erfolgt eine Kkontinuierliche Darbietung eines
sinusférmigen Reizes. Die Frequenz des Antwortpotentials entspricht der
Reizfrequenz der Lichtquelle. Diese Reizfrequenz liegt bei circa 8 bis 9 Hertz. Somit
entstehen auch sinusférmige Potentialschwankungen. Es kénnen besonders
Fehlfunktionen der Bewegungsafferenzen aufgedeckt werden.

Des Weiteren kann man anhand der unterschiedlichen GrdBe des Reizfeldes
verschiedene Formen von visuell evozierten Potentialen unterscheiden. Bei der
Ganzfeldreizung werden beide Gesichtshalften mit einer Reizgr6Be von mehr als
zwolf Sehwinkelgraden gereizt. Bei der Halbfeldreizung findet eine getrennte
Stimulation von nasalen und temporalen Retinahélften statt. Bei der fovealen
Reizung ist der Reiz maximal drei Sehwinkelgraden groB (Stéhr et al., 2005).
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Bei evozierten Potentialen sind die wichtigsten MessgréBen zur Auswertung die
Latenz, also die Geschwindigkeit der Reizweiterleitung, die Amplitude und die Form
der Reizantwort.

Eine verlangerte Latenzzeit zeigt Schaden im Sehnerv oder der Sehbahn an, zum
Beispiel hervorgerufen durch eine Demyelinisierung des Nervus opticus.

Normale Amplituden von visuell evozierten Potentialen sind bei einem Visus gréBer
0,3 zu erwarten (Maurer et al., 2005).

Mittels visuell evozierter Potentiale kann man demyelinisierende von axonalen
Prozessen unterscheiden. Bei den demyelinisierenden Erkrankungen steht eine
deutliche Latenzverminderung im Vordergrund. Des Weiteren kann es einen
partiellen oder totalen Leitungsblock mit Potentialausfall oder
Amplitudenverminderung geben. Auch Formveranderungen kénnen auftreten.
Axonale Prozesse sind durch Amplitudenverminderung, Formveranderungen und nur
leichte Latenzverzdgerungen gekennzeichnet (Maurer et al., 2005).

Bei Glaukompatienten kénnen Untersuchungen von Kontrast-, Bewegungs- und
Flickerwahrnehmung eventuell zur Frihdiagnose herangezogen werden, denn diese
Funktionen sind oft schon gestért, bevor Gesichtsfeldausfélle eintreten. Allerdings
sind diese Untersuchungen zum einen sehr zeitaufwendig und somit auch
kostenintensiv. und zum anderen ist ihre Durchfiihrung kompliziert und die
Schwankung der Werte bisher relativ groB. Deshalb sind sie zur Routine noch nicht
geeignet (Grehn, 2007a).

Bis dato spielen visuell evozierte Potentiale eine wichtige Rolle bei der Diagnose der
Retrobulbarneuritis  im  Rahmen der Multiplen Sklerose, bei anderen
Sehnervenentziindungen, bei der Differenzierung von Papillenveranderungen, bei

raumfordernden Prozessen und bei toxischen Optikusschaden (Vogel, 2006).

1.2.2 Elektroretinogramm

Das Elektroretinogramm misst Potentialveranderungen, also elekirische Reaktionen,
der Netzhaut als Folge auf visuelle Reize.

Zur Durchfihrung eines Elektroretinogramms tragt der Patient wahrend der
Untersuchung eine Kontaktlinse, in die eine Ringelektrode eingebracht ist, und eine
indifferente Elektrode auf der Haut. Es erfolgt somit eine nicht-invasive Ableitung von
der Kornea gegen eine frontale Referenzelektrode, wahrend dem Patienten visuelle
Reize dargeboten werden.



Man unterscheidet zwei Grundtypen von Elektroretinogrammen (Stéhr et al., 2005).

1. Helligkeits-Elektroretinogramm

Beim Helligkeits-ERG wird ein Summenaktionspotential durch lonenverschiebung bei
Belichtung gemessen. Die Untersuchung kann dunkel- und helladaptiert erfolgen. Bei
der ersten Methode richtet sich die Untersuchung mehr an die Stabchen, bei der
zweiten Variante mehr an die Zapfen. Man kann ein frhes Rezeptorpotential (FRP),
das die Potentialschwankung der Rezeptormembran darstellt, von einem spaten
negativen Rezeptorpotential unterscheiden. Dieses bezeichnet man auch als A-
Welle, die Ausdruck des Aktionspotentials der Photorezeptoren ist. Oft ist eine
Unterscheidung in A1-Welle fur die Zapfen und A2-Welle fur die Stdbchen mdglich.
Danach folgen die positive B-Welle, die das Aktionspotential der Bipolaren und der
Mdller Gliazellen darstellt, und die C-Welle, die das Aktionspotential des
Pigmentepithels wiedergibt. Zwischen der B- und der C-Welle lassen sich manchmal
auch noch Oszillatorische Potentiale aus den amakrinen Zellen erkennen.

2. Muster-Elektroretinogramm

Beim Muster-ERG werden dem Patienten als visuelle Reize Schachbrettmuster mit
16 Wechseln pro Sekunde gezeigt. Es gibt am besten das Aktionspotential der
Ganglienzellen wieder.

Durch die beschriebene Wellenform des Elekiroretinogramms besteht die Méglichkeit
lokale Stérungen der Netzhautfunktion topographisch zuzuordnen (Stéhr et al.,
2005). Liegt zum Beispiel eine Atrophie des Sehnervs vor, dann zeigt sich ein
herabgesetztes oder sogar erloschenes Muster-ERG, wéhrend das Helligkeits-ERG
in seiner Form unverandert sein kann. Eine Kombination aus Muster-
Elektroretinogramm  und  visuell  evozierten  Potentialen  erlaubt  die
elektrophysiologische Differenzierung zwischen Erkrankungen der Netzhaut und
Erkrankungen der Sehbahn.

1.3 Autoimmune Komponente beim Glaukom

1.3.1 Immunsystem und Autoimmunitéat

Als immunologische Toleranz bezeichnet man die Fahigkeit zur Unterscheidung
zwischen Selbst und Nichtselbst, also kérpereigen und kérperfremd (Ansorge, 2007).
Diese wird nach der Geburt erworben. Man unterscheidet dabei zentrale und
periphere Toleranz. Bei der zentralen Toleranz ist das wichtigste beteiligte Organ der
Thymus. Durch intrathymische T-Zellreifung kommt es zur negativen Selektion
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autoreaktiver T-Lymphozyten. Bei der peripheren Toleranz vermindern regulatorische
T-Zellen durch Zytokine die Aktivitat autoreaktiver T-Lymphozyten (Ansorge, 2007).
Autoimmunitat ist eine normale Eigenschaft des Kérpers. Jeder gesunde Organismus
hat eine geringe Zahl von Antikérpern, B- und T-Zellen, die spezifisch gegen
kérpereigene Antigene reagieren (Roitt et al., 1991). Doch die periphere Toleranz
beugt schadlichen Reaktionen vor. So kdnnen Auto-Antikérper ohne Krankheitswert
beim Gesunden vorkommen (Kohler et al., 2003). Dieses Antikorper-Muster wird in
den ersten 2 bis 4 Lebensjahren ausgebildet (Lacrois-Desmazes et al., 1998). Die
natUrliche Autoimmunitat ist beim Gesunden weitgehend konstant (Nobrega et al.,
1993) und wird deshalb auch als immunologischer Homunkulus bezeichnet (Mouthon
et al., 1995). Kommt es zum Bruch der zentralen und peripheren immunologischen
Toleranz entstehen Autoimmunerkrankungen (Ansorge, 2007). 5 % der Bevdlkerung
in Industrielandern sind von einer Autoimmunerkrankung betroffen (Renz-Polster et
al., 2008). Autoimmunerkrankungen zeichnen sich durch eine Aktivierung von B- und
T-Zellen ohne unmittelbaren Ausléser aus. Diese Immunantwort fuhrt dann zur
Zerstdrung eines oder mehrerer Kérpergewebe.

Schwankungen im Antikdrperprofil von Patienten mit signifikantem Unterschied zum
Gesunden zeigen sich bei Erkrankungen wie Myasthenia gravis (Zimmermann und
Weiss, 1987), endokrine Orbitopathie (Grus et al., 1997 a; Zimmermann et al., 1989),
Syndenham Chorea (Singer et al., 2003), Guillan-Barre Syndrom (Dziewas et al.,
2001), Tourette Syndrom (Wendlandt et al., 2001) und PANDAS (Singer et al., 2004).
Bei Multiple Sklerose, Diabetes mellitus Typ 1, Vaskulitiden und anderen
rheumatologischen Erkrankungen ist ein vermehrtes Auftreten von ganz bestimmten
Auto-Antikdrpern nachgewiesen (Renz-Polster et al., 2008). Bei der Myasthenia
gravis wurden Antikdrper gegen den muskularen Acetylcholin-Rezeptor gefunden
(Graus und De Baets, 1993; Hughes et al., 2004). Allerdings gibt es auch erkrankte
Patienten ohne nachweisbare Antikérper (Vincent et al., 2004). Bei der Sklerodermie
zeigen sich haufig erhdhte Anti-Fibrillin- und Anti-Matrixmetalloproteinase-Antikérper
(Chung und Utz, 2004). Antikdrper gegen citrullinierte Proteine findet man bei der
rheumatoiden Arthritis (Hueber et al., 2003; Nijenhuis et al., 2004). Im Serum von
Patienten mit Multipler Sklerose findet man Antikérper gegen retinale Strukturen, wie
zum Beispiel retinales Arrestin (Gorczyca et al., 2004).

Oft sind diese Erkrankungen auch mit bestimmten HLA-Allelen assoziiert. Das HLA-
System ist das spezifische MHC-Sytem. Es codiert Membranproteine, die die Basis
der Diskriminierung von Selbst und Nicht-Selbst durch die T-Lymphozyten bilden.
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Individuelle HLA-Haplotypen zeigen Assoziationen zu bestimmten Erkrankungen,
insbesondere Autoimmunerkrankungen. So wird HLA-B 27 oft bei rheumatischen
Erkrankungen nachgewiesen, besonders haufig beim Morbus Bechterew. HLA-DR 4
wird bei rheumatoider Arthritis, beim Lupus erythematodes, bei Diabetes mellitus Typ
| und beim Pemphigus vulgaris haufig gefunden (Classen et al., 2004).

Die Pathogenese solcher Erkrankungen ist bisher schlecht verstanden und
Mittelpunkt vieler Forschungsarbeiten. Man vermutet, dass die Entstehung einer
Autoimmunerkrankung nicht nur eine Ursache hat, sondern verschiedene
Bedingungen erflllt sein missen, bis es zu einer Erkrankung kommt. Eine wichtige
Rolle kommt dabei der genetischen Disposition zu (Roitt et al., 1991). Haufig scheint
auch ein auBerer Anlass, wie zum Beispiel ein Virusinfekt, Grund fir die Entstehung
einer Erkrankung zu sein. Erklarung dafiir kénnte die Ahnlichkeit zwischen einem
Fremd-Antigen und einem korpereigenen Antigen sein, wodurch es in der Folge zu
Kreuzreaktionen kommt. Einen solchen Vorgang bezeichnet man als Molekulares
Mimikry (Oldstone, 2005). Als besonders klassisches Beispiel gilt in diesem
Zusammenhang das rheumatische Fieber, bei dem es zu einer Kreuzreaktion
zwischen dem M-Protein der Streptokokken als Fremd-Antigen und dem Myosin des
Sarkolemms der Herzmuskelzellen als Selbst-Antigen kommt (Classen et al., 2004).

1.3.2 Hinweise auf eine Beteiligung des Immunsystems an der Pathogenese
Glaukoms

Als klassische Zeichen fir eine Autoimmunerkrankung gelten ein erhéhter Titer eines
oder mehrerer Auto-Antikérper, Komplementerniedrigung, bedingt durch vermehrten
Komplementverbrauch, histologische Veranderungen, wie Ablagerungen von Auto-
Antikérper, Immunkomplexen oder Komplement, und sekundéare Immundefekte, die
sich in einer erhdhten Infektanfalligkeit zeigen (Renz-Polster et al., 2008). Einige
solcher Verédnderungen sind im Zusammenhang mit dem Glaukom in den letzten
Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen worden.

Durch Professor Wax und seine Mitarbeiter haben sich erstmals vor circa finfzehn
Jahren Hinweise auf eine maogliche immunologische Komponente in der
Pathogenese des Glaukoms ergeben. Bei Normaldruckglaukompatienten wurde eine
erhdhte Inzidenz fir Paraproteindmie und Auto-Antikdrper nachgewiesen (Wax et al.,
1994). AuBerdem wurde eine erhdéhte Antikdrperreaktivitdt gegen okuléare Strukturen
bei Patienten mit Normaldruckglaukom festgestellt, z.B. gegen verschiedene
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Sehnerv- (Tezel, et al., 1999) und Retina-Antigene (Romano et al., 1999; Tezel et al.,
1998; Wax et al., 1998a, 2001). In den letzten Jahren konnten von verschiedenen
Gruppen unterschiedliche Antikérper gefunden werden, die bei Glaukompatienten
erhéht sind, z.B. Antikérper gegen Hitzeschockprotein 60 (Wax et al.,, 1998a),
Antikoérper gegen kleine Hitzeschockproteine (HSPs) wie Alpha A-Crystallin, Alpha B-
Crystallin, Hitzeschockprotein 27 (Tezel et al., 1998), Gamma-Enolase (Maruyama et
al., 2000), Glutathion-S-Transferase (Yang et al., 2001a), Antiphosphatidylserine
(Kremmer et al., 2001), neuron-spezifische Enolase (lkeda et al., 2002) und
Glykosaminoglykane (Tezel et al., 1999). Auch eine erhéhte Immunreaktivitat gegen
Alpha-Fodrin konnte nachgewiesen werden (Grus et al., 2006) und dieser Nachweis
legte nahe, dass einige Mechanismen in der Pathogenese des Glaukoms mit der
Pathogenese in anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z. B. der Alzheimer
Erkrankung, verwandt sind (Grus et al., 2008). Bei Glaukompatienten lieBen sich
post mortem Antikérper gegen Hitzeschockprotein 27 und 60 in Retina und Sehnerv
nachweisen (Tezel et al., 2000). AuBerdem wurden bei Patienten mit
Normaldruckglaukom Immunglobulinablagerungen in der Ganglienzellschicht der
Retina gefunden (Wax et al., 1998b). Bei in vitro Versuchen konnte ermittelt werden,
dass die gefundenen Auto-Antikbrper in der nachgewiesenen Konzentration
prinzipiell dazu in der Lage sind, eine Schadigung retinalen Gewebes, z.B. auch der
GefaBe, sowie eine Apoptose der retinalen Ganglienzellen zu verursachen (Tezel et
al., 1998). Kdrzlich haben sich auch Hinweise auf eine Beteiligung der
Komplementkaskade an der Neurodegeneration beim Glaukom ergeben (Stevens et
al., 2007).

Im Serum von Patienten mit Normaldruckglaukom und primaren Offenwinkelglaukom
konnten erhdhte Titer von Interleukin-2-Rezeptoren nachgewiesen werden (Yang et
al., 2001b), welche auch in verschiedenen anderen Autoimmunerkrankungen erhdht
sind (Mariotti et al., 1992; Ferrarini et al., 1998). Auf Mikroglia (Neufeld, 1999) und
GFAP positive Astrozyten (Yang et al., 2001b) wurde ebenfalls eine verstarkte
Prasenz von HLA-DR gefunden.

Sowohl im Serum, als auch im Kammerwasser von Glaukompatienten sind komplexe
Antikérpermuster gegen okuldre Gewebe nachgewiesen worden, die einen
signifikanten Unterschied zu den Mustern von gesunden Probanden zeigten (Grus et
al., 2004, 2006; Joachim et al., 2003, 2005). Diese Unterschiede konnten auch bei
zwei unabhangigen Studienpopulationen, aus Deutschland und den Vereinigten
Staaten von Amerika, beobachtet werden (Grus et al., 2006). Dass es sich dabei
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wirklich um Auto-Antikérper handelt, wurde mit menschlichen Antigenen bewiesen
(Reichelt et al., 2008; Joachim et al., 2008). Sowohl bei Patienten mit primarem
Offenwinkelgalukom als mit Normaldruckglaukom zeigte sich in diesen Studien, in
denen komplexe Antikdrper-Profile bestimmt wurden, eine deutliche Erniedrigung der
Antikérper gegen GFAP und eine deutliche Erhéhung der Antikérper gegen MBP im
Vergleich zum gesunden Patientenklientel der Kontrollgruppe (Joachim et al., 2008).
Insbesondere mit den Antikdrpern gegen Glia fibrillares saures Protein (GFAP) und
Myelin basisches Protein (MBP), sowie Antikérpern gegen Sehnerv-Antigene

beschaftigt sich diese Arbeit.

1.3.3 Immunprivileg des Auges

Im Korper gibt es einige immunprivilegierte Regionen, zu denen unter anderem die
Vorderkammer des Auges zahlt (Streilein, 1995a; Janeway et al., 2002). Das
Immunsystem ist hier besonders ausgebildet. Es muss das Auge vor eindringenden
Antigenen schiitzen, ohne gleichzeitig das Auge zu gefédhrden. Fremdes Gewebe
kann dadurch im Vergleich zur normalen Immunantwort l1anger Uberleben (Benson
und Niederkorn, 1992). Das Immunprivileg wird sowohl durch physiologische
Barrieren, wie die Blut-Kammerwasser- und die Blut-Retina-Schranke, als auch
durch immunkompetente Eigenschaften des Kammerwassers selbst erreicht
(Mochizuki et al., 2000). Die physiologischen Barrieren werden aus den Tight-
Junctions, der Basalmembran und einer metabolischen Barriere gebildet. W&hrend
der Transport von niedermolokularen und lipidléslichen Substanzen, wie Sauerstoff,
Glukose, Transmitter, Albumin, mdglich ist, sind Kammerwasser, Retina und Gehirn
gegen hoéhermolekulare Stoffe und Organismen perfekt abgeschottet. Traumen,
Entziindungen und Tumore kdnnen die Barrieren schadigen, in dem die Tight-
Junctions aufgebrochen werden (Ansorge, 2007). Weitere Besonderheiten ergeben
sich durch die Hyaluronsdure des Trabekelwerks und das Fehlen des
Lymphabflusses (Streilein, 1999). Der Vorteil besteht darin, dass die Vorderkammer
gut vor eindringenden Krankheitsverursachern geschutzt ist. Der Nachteil ist, dass
schon ein geringer Grad an Entziindung das Sehsystem empfindlich stéren und
eventuell sogar zur Erblindung fihren kann (Streilein et al., 1997). Es gibt also eine
aktive, differenzierte Immunmodulation in der Vorderkammer (ACAID), die in
zahlreichen Tierversuchen nachgewiesen wurde (Kaplan und Streilein, 1977;
Streilein, 1995b).
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1.4 Versuchsansatz
1.4.1 Tiermodell: Experimentelles Autoimmun Glaukom Modell
Sind Autoantikdrper bei einer bestimmten Erkrankung nachweisbar, so kann man
drei mdogliche Theorien aufstellen, wie der Zusammenhang dieser beiden
Erscheinungen zu erklaren ist:
1. Der Autoantikdrper verursacht eine bestimmte Lé&sion, die zu der besagten
Erkrankung fihrt.
2. Der Krankheitsprozess ruft eine Gewebeschadigung hervor, die dann
sekundar zur Bildung der Autoantikérper flhrt.
3. Das Vorliegen der Erkrankung und der Nachweis von Autoantikérpern sind
unabhangig von einander.
Um zu klaren, welche der Theorien die richtige ist, ist normalerweise ein Tiermodell
erforderlich.
Die Frage, ob von einem Versuchstier gebildete Antikdérper Ausléser einer
Erkrankung sein kbénnen, ist oft nicht einfach zu beantworten. Der Vorgang kann
nicht in Einzelschritte zerlegt werden und somit haufig nicht auf andere Weise als in
einem Tierversuch nachvollzogen werden. Im Bezug auf das Glaukom heiBt das,
dass in vitro Modelle den Tod von retinalen Ganglienzellen, der durch Beteiligung
des Immunsystems hervorgerufen werden kénnte, nicht so darstellen kénnen, wie
dies in einem in vivo Modell der Fall ist.
In der Forschung zum Glaukom sind bereits verschiedene Tiermodelle etabliert.
Meist wird dabei eine direkte Schadigung der retinalen Ganglienzellen oder des
Sehnervs verursacht. Besonders haufig werden Methoden verwendet, in denen der
Augeninnendruck erhoht wird, in dem ein erhohter Widerstand flar den
Kammerwasserabfluss im Vorderkammerwinkel erzeugt wird. Dieser Widerstand
kann  durch Injektion  einer  hypertonische  Kochsalzlésung in  die
Kammerwasserabflusswege (Tezel et al., 2005) oder durch Laserbehandlung des
Trabekelwerks (Levokovitch-Verbin et al., 2002) erhéht werden. AuBerdem gibt es
Modelle, bei denen der Augeninnendruck durch einen Gendefekt erhéht ist (Pang
and Clark, 2007). Des Weiteren gibt es das Modell, in dem die Retina und ihre Zellen
durch Ischamie geschadigt werden (Btichi et al., 1991; Li et al., 2002; Ozden et al.,
2001), sowie das Modell der Sehnervenkompression (Maeda et al., 2004; Yoles et
al.,, 1998; Tezel et al., 2004). Eine mdogliche ursachliche Beteiligung des

Immunsystems wird durch keines dieser Modelle beleuchtet.
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Bei anderen Erkrankungen haben sich bereits Modelle zur Uberpriifung einer
autoimmunen Beteiligung durchgesetzt. So sind sowohl das Tiermodell zur
Experimentellen Autoimmun Uveitis (Caspi, 2003; Grus et al., 1996, 1997 a und b;
Wildner et al., 2008), als auch zur Experimentellen Autoimmun Enzephalitis (Guo et
al., 2004; Lassmann, 2007; Winer et al.,, 2001) anerkannt und konnten neue
Erkenntnisse hinsichtlich Pathophysiologie und Therapiemdglichkeiten liefern.

Bei solchen Immunisierungsmodellen werden Freunds Adjuvant und Pertussistoxin
als zwei Standardkomponenten verwendet. Freunds Adjuvant ist ein Gemisch aus
Mannose und Paraffindl, das einerseits als Tragersubstanz des Antigens dient und
anderseits die Makrophagen und Leukozyten des Immunsystems aktiviert. Durch
seine Depotwirkung werden Antigene verzdgert freigesetzt, wodurch sich der Kontakt
des Antigens zum Immunsystem verlédngert (Nicklas et al., 1997). Pertussistoxin, das
Exotoxin des Bakteriums Bordetella pertussis, kann die Permeabilitdt der
Endothelzellen von Bluthirnschranke (BHS) und Blutretinaschranke (BRS) durch
Beschadigung der Tight-dJunctions stark erhdhen (Bruckener et al., 2003). Dadurch
kann es eine Verstarkung der zu erwartenden Erkrankung bewirken (Kamradt et al.,
1991; Munoz und Sewell, 1984).

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Tiermodell, das sich an Studien der
Forschungsgruppe um Wax anlehnt, dient der Uberpriifung eines kausalen
Zusammenhangs zwischen der Erhéhung von bestimmten Antikérpern und dem
Verlust von retinale Ganglienzellen. Es dient als experimenteller Ansatz zur
Erforschung des autoimmunen Glaukoms und wird deshalb kurz als EAG
(Experimentelles Autoimmun Glaukom) bezeichnet.

1.4.2 Visuell evozierte Potentiale am Experimentellen Autoimmun Glaukom
Modell
Bisher war es bei Tiermodellen Ublich, einen mdglichen Schaden des Sehsystems
mittels Quantifizierung von intakten Zellen nach Versuchsabschluss einzuschéatzen.
Auch nach der Immunisierung mit Antikérpern gegen Hitzeschockprotein 27 und 60
konnte durch histologische Farbung ein Verlust von retinalen Ganglienzellen
beobachtet werden (Wax und Tezel, 2002; Wax et al., 2008; Joachim et al., 2009).
Diese Quantifizierung gibt aber keinen Aufschluss Uber die Funktion der Zellen.
Sowohl eine massiv reduzierte Funktion bei erhaltener Morphologie, als auch ein
Zellverlust ohne Auswirkung auf die Sehleistung, waren denkbar. Eine funktionelle
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Testung der Sehfunktion, wie sie auch in der Klinik angewendet wird, ist also
wilnschenswert. Um die Auswirkungen der Immunisierung der verschiedenen
Gruppen auf die visuelle Funktion der Tiere zu bewerten, erscheint es demnach
sinnvoll, diese noch am lebenden Tier zu untersuchen.

Visuell evozierte Potentiale sind die einzige Mdglichkeit, die Funktion der kompletten
Sehbahn objektiv zu Quantifizieren. In der Forschung kénnen sie dazu beitragen,
den Einfluss von Krankheitsmodellen und ihrer méglichen Behandlung besser zu
beurteilen. Wie oben beschrieben, gibt es bestimmte Pathologien der visuell
evozierten Potentiale, die die Diagnose eines Glaukoms friihzeitig ermdglichen.
Durch verschiedene Studien ist bewiesen, dass visuell evozierte Potentiale in Ratten
durchaus mit denen beim Menschen zu vergleichen sind (Jehle et al., 2008, 2009).
Die Methode der VEP-Messungen mittels eines chronischen Implantatmodells in
wachen, unbehandelten Ratten ist unabhangig von der Refraktion des Auges und der
Anasthesie der Tiere. Von Jehle und seinen Mitarbeitern wurde diese Methode schon
erfolgreich dazu angewandt, den Einfluss von An&sthesie, okularer Ischamie und
Sehnervenkompression auf die visuelle Funktion nachzuweisen (Jehle et al., 2009).
Des Weiteren wurde von dieser Arbeitsgruppe auch ein Vergleich von drei Methoden
zur Bestimmung der Sehfunktion durchgefiihrt. Verglichen wurde hier der Einfluss
unterschiedlich starker ischamischer Schadigung auf visuell evozierte Potentiale,
Elektroretinogramme und die Anzahl vitaler retinalen Ganglienzellen durch
retrograde Injektion von Fluoro-Gold. Auch dabei haben sich die visuell evozierten
Potentiale bewéhrt (Jehle et al., 2008).

Durch die Durchfihrung von visuell evozierten Potentialen beim Experimentellen
Autoimmun Glaukom kdnnen bereits zu einem friheren Zeitpunkt Aussagen Uber die
Auswirkungen der Immunisierung getroffen werden, welche in Bezug auf die
retinalen Ganglienzellen keinen quantitativen strukturellen, sondern einen

qualitativen funktionellen Wert haben.
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2. Ziel der Untersuchung

Nach wie vor ist die Pathogenese des Glaukoms unklar. Zahlreiche Arbeitsgruppen
haben in den letzten Jahren Hinweise auf eine eventuell beteiligte autoimmune
Komponente gefunden. Besonders Antikdérper gegen verschiedene Antigene von
Sehnerv und Retina nehmen dabei eine zentrale Rolle ein. Antikérper gegen Glia
fibrillares saures Protein zeigten in komplexen Antikérper-Profilen aus Serum von
Patienten sowohl mit primarem  Offenwinkelglaukom als auch  mit
Normaldruckglaukom eine Erniedrigung im Vergleich zur Kontrollgruppe, wahrend
Antikérper gegen Myelin basisches Protein, die auch bei Patienten mit Multiplen
Sklerose detektiert werden und im Tiermodell eine Experimentelle Autoimmun
Enzephalitis erzeugen kénnen, erhéht waren. Die Frage, ob eine Immunisierung mit
diesen Antigenen bei Versuchstieren zu einer Immunreaktion flhrt, die den
Untergang von retinalen Ganglienzellen zur Folge hat, soll in dieser Studie
beantwortet werden.

Die bisher etablierten Tiermodelle zum Glaukom eignen sich nicht zur Uberpriifung
autoimmuner Aspekte, da die verschiedenen Modelle meist mit einer direkten
Schadigung der retinalen Ganglienzellen oder des Sehnervs einhergehen. Da bereits
ein Verlust retinaler Ganglienzellen durch Immunisierung mit Hitzeschockprotein 27
und 60 beobachtet wurde, soll ein dhnliches Tiermodell verwendet werden, bei dem
mogliche Verluste von retinalen Ganglienzellen nach Immunisierung nachgewiesen
werden sollen.

Wahrend des Verlaufs der Studie soll zum einen die mdgliche Ausbildung eines
Glaukoms und zum anderen ein eventueller Verlust von retinalen Ganglienzellen bei
den Tieren durch verschiedene Untersuchungsmethoden kontrolliert werden. Als
klinisch etablierte Methoden zur Diagnostik des Glaukoms dienen dabei die
Augeninnendruckmessung und die Funduskopie. Die Ableitung visuell evozierter
Potentiale ist ein sensibles Verfahren zur Uberpriifung der Reizweiterleitung
innerhalb der Sehbahn. Diese Untersuchung soll Aufschluss Uber eventuell
eingetretene Verluste von retinalen Ganglienzellen geben. Nach Toétung der Tiere
sollen die Gehirne entnommen und histologisch auf Entmarkungsherde untersucht
werden, wie sie sich bei Patienten mit multipler Sklerose und dem dazugehérigen
Tiermodell der Experimentellen Autoimmun Enzephalitis zeigen.

Die Arbeit soll den retinalen Ganglienzellverlust am Experimentellen Autoimmun
Glaukom Modell nachweisen.
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3. Material

Material

Alkoholisches Hautantiseptikum
Aquabidest

Aufblockform
AusgieBstation
Becherglaser

Bepanthen Augen- und Nasensalbe
BSS-Lésung

Deckglaser

Digitalkamera
Einbettautomat
Einmalhandschuhe
Einmalnadeln
Einmalpasteurpipetten
Einmalpipetten
Einmalskalpelle (steril)
Einmalspritzen
Elektrodendraht
Epi-Sténder

Ethanol (verschieden %ig)
Falcontubes (15ml)
Forene (Isofluran)
Formalin 4%

Freunds Adjuvant
Gentamicin-POS
Gewebeeinbettkiste
GFAP

Glasréhrchen

Heiz- und Magnetrihrer
HistogefaBe
Histowarmebad
Hochwertige Leckerbissen fir Nagetiere
Infrarotlampe
Kaltlichtquelle
Ketamin-ratiopharm

Hersteller

Fresenius, Bad Homburg

Apotheke, Uniklinik Mainz
Reichert Jung, Heidelberg

Sakura Tissue Tek, Zoeterwoude (Holland)

Fisher, Frankfurt

Bayer, Leverkusen
Apotheke, Uniklinik Mainz
Diagonal, Mlnster

Sony, Berlin

Sakura Tissue Tek, Zoeterwoude (Holland)

Ansell, Brissel (Belgien)

Braun, Melsungen

Sarstedt, Nimbrecht

Fisher, Frankfurt

Aesculap, Tuttlingen

Braun, Melsungen

Omega Baumarkt, Freiburg
Fisher, Frankfurt

Merck, Darmstadt

Fisher, Frankfurt

Abbott, Wiesbaden

Apotheke, Uniklinik Mainz
Sigma, Steinheim

Ursapharm, Saarbriicken

Vogel Histo Comp, GieBen
Zytomed Systems, Berlin
NeolLab Migge, Heidelberg

H+P Labortechnik, Oberschleissheim
Pathologie, Uniklinik Freiburg
Reichert Jung, Heidelberg

Pitti Heimtierprodukte, Recklinghausen
Philips, Drachten (Holland)
Kaiser Macrospot 1500, Buchen
Ratiopharm, Ulm



Kresylviolett

Kryo Konsole

MBP

Microsoft Office XP
Mikroliter Syringe
Mikroliterzentrifuge
Mydraticum Stulin
Novesine 0,4%
Objekttrager
OP-Mikroskop
Papierticher (Kleenex)
Paraformaldehyd

Personal Copmputer
Pertussistoxin

Phosphat gepufferte Saline (PBS)
Pinzetten

Pipetten

Pipettenspitzen

Plastikkafig
Praparierbesteck
Rattenblutentnahmehalterung
Rindersehnerv

Safe Lock tubes 0,5 und 1,5 ml
Saugunterlagen
Schlittenmikrotom HN 40
Schutzbrille

Sharpsafe Sammelbehalter
Tonopen

Tonopen Tip Covers
Waage

Wecker

Xylazin Rompun 2%

Xylol

Merck, Darmstadt

Miles Scientific, Naperville (USA)
Sigma, Steinheim

Microsoft GmbH, UnterschleiBheim
Hamilton, Bonaduz (Schweiz)
Eppendorf, Hamburg

Pharma Stulln, Stulln
Omnivision GmbH, Puchheim
Diagonal, Mlnster

Zeiss, Dresden

Wepa, Arnsberg

VWR, Dietikon (Schweiz)
Acer, Taipeh (Taiwan)

Sigma, Steinheim

Cambrex, Verviers (Belgien)
NeolLab Migge, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Zoohandlung, Mainz

Geuder AG, Heidelberg
VWR, Dietikon (Schweiz)
Schlachthof, Alzey
Eppendorf, Hamburg
Apotheke, Uniklinik Mainz
Reichert Jung, Heidelberg
Uvex, Furth

Frontier Medical Products, KdIn
Medtronic, Jacksonville (USA)
Medtronic, Jacksonville (USA)
Soehnle, Backnang

Fisher, Frankfurt

Bayer, Leverkusen

Merck, Darmstadt



4. Methoden

4.1 Studiendesign

2 Wochen vor Immunisierung:

Voruntersuchung, randomisierte Gruppierung, Augeninnendruckmesstraining zur

Eingewbhnung der Tiere an Personal und Material

1 Woche vor Immunisierung:

Augeninnendruckmessung, Schwanzvenenblutentnahme, Fundusuntersuchung

Tag 0: Immunisierungen

GFAP-Gruppe (n=10): GFAP + Freunds Adjuvant + Pertussistoxin
MBP-Gruppe (n=10): MBP + Freunds Adjuvant + Pertussistoxin
Sehnerv- Gruppe (n=12): homogenisierter Rindersehnerv + Freunds Adjuvant

+ Pertussistoxin

Kontrollgruppe (n=10): Kontrollgruppe ohne Immunisierung

2 Wochen nach Immunisierung:

Augeninnendruckmessung, Schwanzvenenblutentnahme, Fundusuntersuchung
Tod zweier Tiere aus der Sehnerv-Gruppe, Herzpunktion zur Blutentnahme,

Kammerwasserentnahme und Augenentnahme

4 Wochen nach Immunisierung:

Augeninnendruckmessung, Schwanzvenenblutentnahme, Fundusuntersuchung

5 Wochen nach Immunisierung:

doppelte Messung der visuell evozierten Potentiale, Tod aller Tiere, Blutentnahme

mittels Herzpunktion, Kammerwasserentnahme, Augenentnahme, Gehirnentnahme
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4.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 42 mannliche Lewis Ratten mit einem Ausgangsgewicht
von 200 — 250 g verwendet, die von Charles River bezogen wurden.

Lewis Ratten wurden in den flnfziger Jahren von Doktor Lewis ausgehend vom
Wistar Stamm gezlichtet und eignen sich fir unser Vorhaben besonders. Sie haben
einen Defekt in der Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse. Durch diesen Defekt sind sie nicht in der Lage ihre Kortikosteroidwerte im
Serum effektiv physiologischem Stress anzupassen. Somit sind sie besonders
anféllig fur Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel die Adjuvant induzierte
Arthritis (Sternberg et al., 1989). Deshalb wurden sie schon erfolgreich in Versuchen
zur Experimentellen Autoimmun Enzephalitis (EAE) (Kang et al., 2009; Schneider et
al., 2009), zur Experimentellen Autoimmun Uveitis (EAU) (Augustin et al., 1999; Bora
et al., 1995; Gregerson et al., 1990; Grus et al., 2001) und zur paraneoplastischen
Retinopathie (Adamus et al., 2003; Ohguro et al., 1999) eingesetzt.

Des Weiteren ist der retinale Blutkreislauf von Lewis-Ratten dem des Menschen sehr
ahnlich, ebenso wie der Aufbau der Blut-Hirn- und der Blut-Retina-Schranke, die in
dieser Studie eine wichtige Bedeutung. AuBerdem ist die Blutentnahme bei Albino-
Tieren einfacher durchzuflihren als bei Wildtypen, da sich die Venen besser
abzeichnen.

Nach Anlieferung erfolgten eine erste Untersuchung, sowie eine randomisierte
Gruppierung. Die Tiere wurden in der Rattenexperimentalhaltung der Zentralen
Versuchstiereinrichtung der Universitdt Mainz in standardisierten Kafigen mit
Spielzeug und Versteckmdglichkeiten zu finft untergebracht und dort 12 Stunden
Tag-/Nacht-Zyklen bei konstanten 23 °C ausgesetzt. Die Tiere erhielten Wasser und
kommerziell erhaltliche Pelletnahrung flr Nager zur freien Verfigung.

Mit Studienbeginn wurden die Ratten taglich kontrolliert und wéchentlich gewogen.
Darlber hinaus erfolgten bei jedem erneuten Messzyklus gesonderte
Untersuchungen, bei denen die Augen insbesondere auf Rétung, Schwellung,
GefaBneubildung und Ausfluss begutachtet wurden. Die Koordination der Tiere, die
Injektionsstelle sowohl der Immunisierung als auch der Narkosemittel, die Atmung,
der Stuhl und die Mundhéhle wurden ebenfalls beurteilt. Gewichtsverlust, eventuelle
Blutungen, eingerissene N&gel, sowie Haarausfall oder andere L&sionen und
Auffalligkeiten wurden gegebenenfalls dokumentiert.
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Neben den Studienleitern flhrten die Tierpfleger der Versuchstiereinrichtung
zusatzlich  regelmaBige  Kontrollen  durch  und  wurden  angewiesen
UnregelmaBigkeiten unmittelbar zu berichten.

4.3 Immunisierung

Die Immunisierungen folgten einem vor Studienbeginn genau festgelegten Schema.
Die Injektionsmittel wurden immer am Tag der Immunisierung, wie in Tabelle 1
dargestellt, hergerichtet und in eine 1 ml Luer-Lok Spritze aufgezogen. Die zu
immunisierenden Gruppen erhielten ein Gemisch des jeweiligen Antigens mit
inkompletten Freunds Adjuvant und Pertussistoxin. Wie man der Tabelle 1 ebenfalls
entnehmen kann, erhielten die Kontrolltiere keine Immunisierung und somit auch

keine Injektion.

GFAP 100 ug / 100 ul GFAP 100 pl 10 pl
MBP 1 mg /500 pl MBP 100 pl 10 pl
Sehnerv | 8 mg /1 ml Sehnerv-Homogenat 100 pl 10 pl
Kontrolle - - -

Tabelle 1: Die Immunisierungsschemata der einzelnen Gruppen mit genauer Angabe der
Bestandteile und ihrer Konzentrationen.

Die Applikation erfolgte intraperitoneal bei allen zu immunisierenden Tieren in den
linken unteren Quadranten des Abdomens mittels einer 20 Gauge Kanule. Damit die
Injektionen auch exakt an der richtigen Stelle und in der richtigen Tiefe eingebracht
wurden, erfolgte ihre Durchfihrung immer zu zweit. Eine Person Ubernahm die
stabile Fixierung der Tiere, eine weitere flhrte die Applikation durch. Unmittelbar
nach der Immunisierung und dann in taglichen Abstdanden wurden die Tiere noch auf
Bewegungsstdrungen, Blutungen, Knotenbildungen und Entzindungen an der
Injektionsstelle untersucht.

4.4 Herstellung des Sehnerv-Homogenats
Waéhrend zur Immunisierung der GFAP- und MBP-Gruppe vorgefertigte Antigene

gekauft wurden, erfolgte die Immunisierung der Sehnerv-Gruppe mit einem aus

Rindersehnerven selbst hergestellten Homogenat.
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Hierzu wurden Rindersehnerven verwendet. Diese wurden mit Mdrser und Pistill
zermahlen und dabei mit flissigem Stickstoff Ubergossen bis ein homogenes
mehlartiges Pulver entstand, welches leicht mit PBS verdiinnt wurde.

Durch photometrische Messung mit dem Multiscan Ascent wurde eine
Proteinbestimmung vorgenommen. Es erfolgte eine Verdinnung mit PBS bis eine
Proteinkonzentration von 8 mg/ml vorlag.

Das Homogenat stellt in dem hier durchgefihrten Versuch ein neuronales Antigen-
Gemisch dar. Formal kann das Homogenat nicht als Auto-Antigen-Gemisch gelten,
da es sich nicht um Antigene derselben Spezies handelt. Aber es gilt als allgemein
akzeptiert, dass die Verwandtschaft der Antigene ausreichend groB ist. Es steht
damit im Gegensatz zu den beiden anderen Gruppen, bei denen genau ein
bestimmtes Antigen verabreicht wurde.

Deshalb wurde bei der Versuchsplanung diese Gruppe mit zwei zusatzlichen Tieren
bedacht, die schon zu einem frilheren Zeitpunkt getdtet wurden, da hier die starkste
und friheste Reaktion erwartet wurde.

4.5 Augeninnendruckmessung

Die Augeninnendruckmessung erfolgte eine Woche vor und jeweils zwei und vier
Wochen nach Immunisierung in der Zeit zwischen 08.00 und 11.00 Uhr. Da es aus
klinischer Erfahrung bekannt ist, dass es Schwankungen des Augeninnendrucks zu
verschiedenen Tageszeiten gibt, wurde bewusst immer zur gleichen Uhrzeit
gemessen. Die Messung wurde mit Hilfe eines Tonopen durchgefiihrt. Eigentlich fur
den klinischen Bereich und zur Eigenmessung von Patienten entwickelt, wurde der
Tonopen schon mit Erfolg von verschiedenen Forschungsgruppen zur Messung an
Ratten angewendet (Mermoud et al., 1994; Moore et al., 1993; Thanos und Naskar,
2004).

Ein Tonopen hat die Form eines Stiftes, an dessen Spitze sich das Messk&pfchen
mit einem druckempfindlichen Sensor befindet. Zur Messung wird den Tieren
vorsichtig ein Auge aufgehalten und die Kornea leicht mit dem Messkopfchen
berthrt. Dieser Vorgang ist in Abbildung 3 dargestellt. Ein kurzer Ton signalisiert die
erfolgte Messung, deren Ergebnis unmittelbar auf der digitalen Anzeige des Gerétes
abgelesen werden kann. Diese Methode ist nicht invasiv und erfordert daher keine

Narkose.
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Das Messkdpfchen ist mit einem sterilen Uberzieher aus Latex {berzogen. Durch
seinen regelmaBigen Wechsel werden die Kontamination des Tonopen und die
infektidse Ubertragung von Tier zu Tier nahezu ausgeschlossen.

Abbildung 3: Messung des intraokularen Druckes mit dem Tonopen.
Quelle: Corinna Muhleib

Nach einer Eingewdhnungszeit zu Beginn der Studie, in der sich die Tiere an das
Gerat, seine Gerausche und die Messung adaptieren konnten, tolerierten die Tiere
die Messungen meist gut. Sie zeigten keine Anzeichen von Unwohlbefinden,
Irritationen der Augen oder Schmerzen.

Zu jedem Untersuchungszeitpunkt erfolgten zehn Messungen pro Auge. Aus diesen
Werten wurden der Mittelwert, die Standardabweichung und der statistische Fehler
fur jedes Tier und jede Gruppe berechnet. AuBerdem erfolgte zur Bestimmung des
Signifikanzniveaus der verschiedenen Ergebnisse ein Tukey-HSD-Verfahren.

4.6 Funduskopie

Die Funduskopie erfolgte ebenfalls eine Woche vor und jeweils zwei und vier
Wochen nach der Immunisierung.

Die Tiere erhielten eine intramuskular injizierte Narkose mit Ketamin und Xylazin zu
den verschiedenen Terminen abwechselnd in den linken wund rechten
Oberschenkelmuskel. Die Applikation erfolgte mit einer 1 ml Luer-Lok Spritze und
einer 26 Gauge Kantle. Die Dosierungen der beiden Wirkstoffe wurden stets an das
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Gewicht der Tiere adaptiert. Ketamin wurde in einer Konzentration von 5 mg/kg
Kdrpergewicht und Xylazin mit 45 mg/kg Kdérpergewicht verabreicht. Diese Narkose
zeichnet sich durch héchste Potenz bei kleinstem Volumen aus. Xylazin wirkt als
zentraler und peripherer ap-Adrenozeptor-Agonist. Der Wirkstoff bewirkt eine
ausgepragte  Sedierung, hat schmerzstilende (Analgesie) und zentral
muskelrelaxierende Wirkung. Ketamin ist sowohl ein schlaferzeugendes Mittel
(Hypnotikum) als auch ein potentes Analgetikum. Charakteristisch flr die Wirkung
des Ketamin ist die Erzeugung einer so genannten ,dissoziativen Ané&sthesie®.
Darunter wird die Erzeugung von Schlaf und Schmerzfreiheit unter weitgehender
Erhaltung der Reflextatigkeit, insbesondere der Schutzreflexe, verstanden. Atropin
Augentropfen wurden zur Dilatation der Pupillen verabreicht. Atropin ist ein
Parasympatholytikum und hemmt die muskarinartigen Wirkungen des Acetylcholins
durch kompetitive Inhibition der Acetylcholinrezeptoren an der postsynaptischen
Membran. Novesine, ein topisches Lokalanasthetikum, wurde gleichermaBen ins

Auge getropft.

Abbildung 4: Links wird der Einsatz des Objekttragers zur Funduskopie dargestellt. Rechts
wird die Sicht durch die seitlich montierten Zusatzokulare auf den Rattenfundus gezeigt, die

der photographischen Dokumentation dienten.
Quelle: Corinna Miihleib
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Mittels eines Objekttragers wurde die Krimmung der Kornea vorsichtig so begradigt,
dass mit dem Operationsmikroskop die Spiegelung des Augenhintergrundes
uneingeschrankt moglich war. Wahrend der Messung wurden die Augen durch
regelmaBige Betraufelung mit BSS vor Austrocknung geschitzt. BSS ist eine
besondere Spullésung, deren Elektrolytzusammensetzung Kammerwasser ahnelt.
Ein weiterer Untersucher hielt mit einer Digitalkamera durch zusatzlich seitlich
montierte Okulare die Beobachtungen fotographisch fest.

Abbildung 4 zeigt den Einsatz des Objekttragers und den Blick durch die seitlichen
Okulare, durch die die Photodokumentation erfolgte.

Zu Dokumentationszwecken und fir die nachtraglich vergleichende Analyse wurden
mindestens drei Aufnahmen pro Auge gemacht. AuBerdem wurden die Befunde in
dem zuvor beschriebenen Tierbeobachtungsbogen vermerki.

Nach der Messung wurde den Tieren Bepanthen-Salbe ins Auge gegeben. Dies
verhinderte die eventuell mogliche Austrocknung der Augen, da durch die Narkose
der natdrliche Blinkreflex der Tiere unterdriickt wurde.

Bis zum vollstdndigen Erwachen der Tiere aus der circa 90-minttigen Narkose,
wurden ihre Vitalzeichen in kurzen Abstéanden kontrolliert. Erst dann wurden die Tiere
in ihre Kafige zurlickgesetzt.

4.7 Messung visuell evozierter Potentiale (VEPS)

4.7.1 Implantation der Elektroden

Zur Ableitung visuell evozierter Potentiale wurden finf Elektroden implantiert. Dabei
kam eine spezielle selbst angefertigte Halteapparatur zum Einsatz. Diese besteht
aus einem dinnen Metallstab, welcher eine Aussparung zum Einh&dngen der Zahne
besitzt. Uber eine daran befestigte 14 Gauge Nadel sowie (iber einen sechs
Millimeter messenden Schlauch, welcher direkt vor der Nase des Tieres zu liegen
kommt, kann das Narkosemittel appliziert werden. Die Schnauze wurde Uber eine
kleine, mit einer Schraube versehene Metall-Leiste fixiert, wodurch stabile Versuchs-
und Operationsbedingungen geschaffen wurden. Die Narkose erfolgte mit einem
Isofluran-Sauerstoff-Gemisch. Die Konzentration von Isofluran betrug dabei 4 %. Die
Kdrpertemperatur wurde mittels Heizmatte konstant gehalten und die Augen zum
Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen-Augensalbe bedeckt.

Das Fell am Kopf und zwischen den Schulterblattern wurde mit Kochsalzlésung
benetzt und vorsichtig mit einem Skalpell entfernt. Aufliegende abgeléste Haare
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wurden sorgfaltig beseitigt. Nach grindlicher Desinfektion mit lodldsung folgte eine
circa 2 bis 3 cm lange saggitale Inzision oberhalb der Sutura coronalis mit
anschlieBender Spreizung der Wundrander mittels Lidspreizer. Die Kalotte wurde mit
einem Raspatorium grindlich von dem anhaftenden Periost befreit und eventuelle
Blutungen sowie die Suturen gekautert. Danach erfolgte die Anlage von zwei
Bohrléchern im Os parietale jeweils circa 3 mm entfernt von der Sutura saggitalis und
lambdoidea und die Anlage von zwei Bohrléchern im Os frontale jeweils circa 3 mm
entfernt von der Sutura frontalis und coronalis in einer Dicke von 0,5 mm. Die

Position der Bohrlécher ist in Abbildung 5 veranschaulicht.

Abbildung 5: Es ist die intraoperative Position der Elektroden in Relation zu den
Schéadelnahten abgebildet.
Quelle: Corinna Mihleib

Die Anlage erfolgte mit einem elektrischen Bohrer unter strenger Schonung des
Gehirns, wodurch Blutungen weitgehend verhindert werden konnten. Die Elektroden
mit den passenden Schrauben konnten dann vorsichtig eingebracht werden. Zur
Isolierung der Elektroden untereinander und zur definitiven Fixierung der Elektroden
an der Kalotte wurde eine Zweikomponentenknete dinn aufgebracht, welche nach
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kurzer Zeit ohne Hitzeentwicklung aushartete. Nach Applikation von Refobacin-
Augensalbe wurde die Wunde so mit Einzelknopfnahten verschlossen, dass die
Kabel der Elektroden zwischen den Ohren der Ratte austraten. Der Wirkstoff in
Refobacin-Augensalbe ist Gentamycin, ein Aminoglykosidantibiotikum, das ein
breites Wirkspekitrum gegen aerobe Keime hat und zur Therapie einer Konjunktivitis
und Osteitis geignet ist. Durch diese Anordnung der Elektroden waren die Lage der
Referenzelektroden Uber dem Frontalhirn, sowie die der Messelektroden lber dem
Colliculus superior, dem Projektionsgebiet der retinalen Ganglienzellen, gesichert.
Fir die Rlckenelektrode wurde die rasierte Stelle zwischen den Schulterblattern
ebenfalls inzidiert und es wurde mit der Schere durch stumpfes Praparieren eine
kleine Tasche gebildet. Hier lieB sich nun die Rickenelektrode einbringen und mit
Einzelknopfnéhten fixieren. Sie wurde locker auf der Muskulatur aufgelegt und diente
der Erdung. Zur Vorbeugung von Infektionen wurde hier ebenfalls Refobacin-
Augensalbe aufgebracht bevor die Wunde komplett verschlossen war.

Die vollstandige Implantation ist in Abbildung 6 zu sehen.

Abbildung 6: Es ist das Endresultat der Implantation mit Elektroden, Erdung, dentalem Acryl
und Hautn&hten zu sehen.
Quelle: Corinna Muhleib
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Nach dem Eingriff wurde die Narkose beendet. Die Tiere wurden in kurzen
Absténden bis zum Erwachen und nochmals eine Stunde danach kontrolliert. Nach
der Implantation wurden die Tiere in Einzelkafigen gehalten, um eine Explantation
der Elektroden beim gemeinsamen Spielen zu vermeiden. Jedes Tier erhielt vor den
folgenden Untersuchungen eine zweitédgige Ruhephase.

4.7.2 Ableitung der visuell evozierten Potentiale

Die Messung der visuell evozierten Potentiale erfolgte am Nachmittag des zweiten
Tages nach der Implantation und wurde am darauf folgenden Tag wiederholt, um die
Ergebnisse zu reproduzieren. Die Immunisierung der Tiere lag zu diesem Zeitpunkt
bereits finf Wochen zurick.

Die den Ratten implantierten Elektroden wurden, wie in Abbildung 7 zu sehen, an ein
Verstarkersystem angeschlossen.

Abbildung 7: AnschlieBen der Tiere an den Verstéarker.
Quelle: Corinna Miihleib
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So konnte ein EEG in Echtzeit abgeleitet werden. Die Versuchstiere wurden in einen
durchsichtigen Plastikkafig gesetzt und so in der Ganzfeldkugel platziert. Die
visuellen Stimuli, generiert vom Computersystem EP2000 (Bach, 2000 (3)), wurden
auf einem Videomonitor prasentiert, der in circa 15 cm Entfernung zum Tier stand.
Durch diese Konstruktion, die in Abbildung 8 dargestellt ist, konnte das Tier ohne
Narkose, freibeweglich in seinem Kafig, in jeder Blickrichtung die visuellen Reize
wahrnehmen. Die maximale Stimulus-Helligkeit lag dabei bei 38 cd/m?.

Abbildung 8: Aufbau zur Ableitung der visuell evozierten Potentiale. Die Ratte sitzt mit den
angeschlossenen Elektroden in einem durchsichtigen Plastikkafig. Dieser wird in der
Ganzfeldkugel, hier links im Bild, platziert und diese dann direkt vor den Monitor geriickt.
Quelle: Corinna Muhleib

Vier Serien mit unterschiedlichen Reizen wurden jeweils zweimal gemessen. Die
Signale wurden verstarkt und mittels Bandpass gefiltert. Bandpassfilterung bewirkt,
dass nur Signale in einem bestimmten vorher festgelegten Frequenzbereich
aufgenommen werden. So werden physiologische EEG-Potentiale von Artefakten
getrennt. Diese Art von Filterung ist bei Evozierten Potentialen Ublich, da eine starke
Verstarkung des sehr niedrigen Biosignals zur Aufzeichnung nétig ist. Die hohe
Verstarkung fuhrt zu einer erheblichen Stéranfalligkeit durch von auBen eingestreute
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Spannungsschwankungen. In dem hier beschriebenen Versuch setzte ein
Ausschaltmechanismus ein, wenn Frequenzen niedriger waren als 5 Hz oder héher
als 300 Hz. So wurde zum Bespiel auch die Aufzeichnung und somit Fehlmessungen
bei einem Tier verhindert, das schlief bzw. die Augen fir langere Zeit geschlossen
hielt, oder wenn starke Bewegungsartefakte vorlagen.

Es wurden Potentiale mit stationdren Reizen evoziert. Dazu sahen die Tiere zum
einen eine Serie von Lichtblitzen mit Frequenzen von 2,9 Hz, 4,7 Hz, 7,5 Hz, 12,5
Hz, 19 Hz und 38 Hz und zum anderen eine Serie von Lichtflickern mit einmal 7,5 Hz
und einmal 19 Hz. Die Helligkeitsunterschiede betrugen dabei 5 %, 10 %, 20 %, 40
% und 80 %. Bei Lichtblitzen folgt auf eine kurze helle Phase (10 ms) eine langere
dunkle Phase (frequenzabhangig), wohingegen sich Lichtflicker dadurch
auszeichnen, dass die Phase von hell und dunkel gleich lang ist.

Transiente Potentiale wurden durch einen niedrigfrequenten On-Stimulus mit 1,9 Hz
und 38 cd/m2 hervorgerufen.

Die Anzahl von Durchldufen lag im Schnitt zwischen 40 und 80 und war abhéangig
von der Stimulationsfrequenz. Um das Hintergrundrauschen zu quantifizieren, liefen
zusatzlich einige Zyklen ohne visuellen Stimulus.

Parallel zur Messung wurden die visuell evozierten Potentiale digitalisiert und die
Ergebnisse in Echtzeit auf dem Monitor des Untersuchers angezeigt. So konnte noch
wahrend der Messung die Aufnahmequalitdt des EEG und der VEPs kontrolliert
werden.

AbschlieBend erfolgte die Auswertung der stationdren Potentiale mittels Fourier
Analyse mit der IgorPro5.01 Software (Bach und Meigen, 1999). Bei der Fourier
Analyse wird das EEG-Signal in seine Frequenzkomponenten zerlegt. Fir jede
einzelne Komponente werden Amplitude und Phase bestimmt. Durch die 1966 von
Regan erfundene Auswerteapparatur kann das EEG direkt proportional zur
Reizfrequenz online Gber mehrere Tiefpassfilter abgeleitet werden. Durch die
Multiplikation des EEG Signals mit Sinus und Kosinus der Reizfrequenz kann die
Amplitude des Potentials bei der jeweiligen Stimulationsfrequenz gemessen werden.
Der Vorteil dieser Methode ist die rasche Aussage Uber die Amplitude. Der Nachteil
ist, dass die Latenz nur indirekt gemessen werden kann. Dazu muss die
Phasenverschiebung des Potentials bei verschiedenen Reizfrequenzen ermittelt
werden.

Zur Bestimmung der Latenzen wurde deshalb die Auswertung der transienten

Potentiale verwendet. Dabei werden Signale, die immer zu einem festen Zeitpunkt
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auftreten, durch elektronische Mittelung mehrerer Kurvenausschnitte aus der
Hintergrundaktivitdt extrahiert. Die Latenz ergab sich dabei als Zeitraum vom
Stimulationsbeginn bis zum darauf folgenden Ausschlag (P1 und N1).

4.8 Blutenthahmen

4.8.1 Schwanzvenenblutentnahme

Die Schwanzvenenblutentnahme erfolgte eine Woche vor und jeweils zwei und vier
Wochen nach Immunisierung.

Vor der Blutentnahme aus der Schwanzvene wurden die Tiere einzeln circa 10 bis 15
min unter einer Infrarotlampe erwarmt. So wurde die Durchblutung in den peripheren
Regionen, die der Warmeregulation dienen, gesteigert. Zu diesen Regionen gehdrt
bei Ratten auch der Schwanz. Es kam so zur Dilatation der GefdBe, was die
Punktion deutlich erleichterte.

Danach wurden die Tiere in eine Rattenblutentnahmehalterung gesetzt, diese
verschlossen und am Dreibeinstativ befestigt. Die Rattenblutentnahmehalterung ist
eine Rdhre aus Plexiglas mit einer Offnung am Boden, durch welche der Schwanz
gesteckt werden konnte. Durch einen Spalt I&ngs der oberen Offnung, konnte dieser
individuell nach TiergrdBe mit einem Schraubdeckel verschlossen werden. Die Ratte
war in ihrer Bewegungsfreiheit so eingeschrankt, dass sie sich nicht mehr um die
Kérperachse drehen oder den Schwanz um mehr als 0,5 cm zuriickziehen konnte.
Es musste jedoch genug Raum bleiben, um eine uneingeschrankte Atmung des
Tieres zu gewahrleisten.

Der Rattenschwanz wurde mit warmem Wasser und Kleenextliichern gesaubert.
Zusatzlich kam es dadurch zu einer weiteren Dilatation der Schwanzvenen, die sich
so noch besser erkennen lieBen. Mit der linken Hand wurde der Schwanz in einer
guten Position fixiert und mit der rechten Hand erfolgte die Punktion einer
Schwanzvene mit einer 26 Gauge dicken Nadel auf einer 1 ml Spritze. Nach der
Entnahme wurde die Blutung durch sanfte Kompression mit den Fingern zum
Stillstand gebracht.

In der Abbildung 9 ist die Schwanzvenenblutentnahme zu sehen.
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Abbildung 9: Schwanzvenenpunktion einer Ratten in der Rattenblutentnahmehalterung.
Quelle: Corinna Miihleib

Jedem Tier wurde ungefahr 1 ml Blut entnommen. Somit wurde das zirkulierende
Blutvolumen nie in einer die Tiere beeintrachtigenden Weise gesenkt (Diehl et al.,
2001). Die Tiere konnten unmittelbar nach der Blutentnahme ohne
Beeintrachtigungen des Kreislaufes in ihrer Kafige zurtickgesetzt werden.

Das abgenommene Blut wurde in 1,5 ml Reaktionsréhrchen umgefullt und erst 30
min auf Eis gelagert. Danach wurde es in der kihlbaren Zentrifuge bei 14.000
Umdrehungen pro Minute flr 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Serum wurde in ein
weiteres Reaktionsréhrchen abpipettiert und dann bei -80 °C eingefroren.

4.8.2 Herzpunktion

Die Herzpunktion wurde flinf Wochen nach Immunisierung durchgefthrt.

Vor der Herzpunktion wurden die Tiere in eine tiefe Narkose mittels Isofluran
versetzt. Bei erloschener Reaktion auf Schmerzreize wurde das Herz mit einer 22
Gauge Nadel auf einer 3 ml Spritze punktiert. Zum Auffinden der richtigen
Punktionsstelle legte man das stark narkotisierte Tier auf den Ricken und brachte
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die vorderen Extremitaten in Lebendstellung. Eine gedachte Linie zwischen den
Ellenbogen ergab die richtige Héhe der Punktionsstelle. Punktiert wurde ca. 0,3 cm
unterhalb dieser Linie parasternal links 1 bis 1,5 cm tief. Es konnten 8 bis 10 ml Blut
entnommen werden. Nach der Herzpunktion erlosch der Herzschlag und der
Kreislauf kam zum Stillstand. Dadurch war die Ratte devitalisiert.

Das Blut wurde ebenfalls in 1,5 ml Reaktionsréhrchen umgefullt und far 30 min auf
Eis gelagert. Danach wurde es in der kiihlbaren Zentrifuge bei 14.000 Umdrehungen
pro Minute fir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Serum wurde in weitere
Reaktionsréhrchen abpipettiert und dann bei -80 °C eingefroren.

4.9 Kammerwasserentnahme

Direkt nach Eintreten des Todes erfolgte die Kammerwasserentnahme. Dazu wurde
mit einer feinen chirurgischen Pinzette die Kornea der Augen fixiert und mit einer 10
il Hamiltonspritze und der dazugehdrigen sehr feinen Nadel die Vorderkammer
punktiert. Die durchschnittlich gewonnenen 10 pul Kammerwasser wurden in ein 0,5
ml Reaktionsréhrchen umgeflllt und dann bei -80 °C eingefroren.

4.10 Organentnahmen

Flr weitere Untersuchungen wurden den Ratten die Augen entnommen. So kdnnen
in kdnftigen Studien noch histologische Untersuchungen der Retinae und der
Sehnerven durchgeflhrt werden. Des Weiteren wurden auch die Gehirne der Tiere
entnommen, um Schnitte anzufertigen und diese histologisch auf eventuelle
Entmarkungsherde zu untersuchen. Die unterschiedlichen Praparate wurden in

verschiedenen Fixierungslésungen gelagert.

4.10.1 Herstellung der Fixierungslésungen

Zur Herstellung der vierprozentigen Formaldehydlésung wurden 4 g des
pulverférmigen Paraformaldehydsmit 100 ml PBS in einem Erlenmeyerkolben gelést
und auf der Heizplatte unter dem Abzug bis zum Aufklaren aufgekocht.

Die vierprozentige Formalinldsung wurde nach dem entsprechenden Mischverhéltnis
aus einer gesattigten Formalinlésung (4 ml) und PBS (96 ml) angemischt.

Die Aufbewahrung der Lésungen erfolgte im Kuohlschrank bei 4 °C in einer mit
Aluminiumfolie umwickelten Schraubdeckelflasche.
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4.10.2 Augen- und Sehnerv-Entnahme

Nach Durchfihrung von Herzpunktion und Kammerwasserentnahme erfolgte die
Enukleation beider Augen der Tiere. Zuerst wurde der laterale Augenwinkel mit
einem circa 2 cm langen Schnitt erweitert. Mit einer chirurgischen Pinzette wurde der
Bulbus leicht angehoben und fixiert. So konnte er mit einer feinen Praparierschere
vom umgebenden Binde- und Fettgewebe und den Augenmuskeln befreit werden.
Besondere Vorsicht galt beim Praparieren dem Sehnerv, da dieser noch in mdglichst
groBer Lange am Auge verbleiben sollte. Meist war eine Lange von 3 bis 4 mm zu
erhalten. Unter dem Operationsmikroskop wurde der restliche Sehnerv einschlieBlich
seines Kopfes vom Auge getrennt. Die Augen wurden zwei Stunden in der
vierprozentigen Paraformaldehydlésung fixiert, die Sehnerven 24 Stunden in
vierprozentigem Formalin. Nach der Fixierung wurden sowohl die Augen als auch die
Sehnerven in PBS umgelagert. Die Lagerung erfolgte gekdhlt bei circa 7 °C.

Aus den fixierten Augen wurden zu einem spateren Zeitpunkt Flachpraparate der
Retinae angefertigt, um sie mit Brn-3a-Antikdrpern, einer spezifischen Farbung far
retinale Ganglienzellen zu behandeln. Unter dem Mikroskop sollten in verschiedenen
Gesichtsfeldern retinale Ganglienzellen ausgezahlt und Unterschiede zwischen den
Gruppen beurteilt werden. Allerdings hat der Antikérper nicht gebunden und die

Ausz&hlung war somit nicht méglich.

4.10.3 Gehirnentnahme

Zur Gehirnentnahme wurde ein 4 bis 5 cm langer quer verlaufender Hautschnitt im
Genickbereich der Ratten gemacht. Mit Hilfe einer Rippenschere wurde das
Rickenmark auf dieser Hohe durchtrennt. Ausgehend von dem so gewonnenen
Eingang in den Wirbelkanal, wurde die Schadeldecke jeweils temporalseitig rechts
und links mit einer starken Praparierschere eingeschnitten. So konnte diese mit
leichtem Hebeln und etwas Kraft abgehoben und nach vorne umgeklappt werden.
Das so freigelegte Gehirn wurde mit einer stumpfen, feinen Pinzette vorsichtig aus
der Schadelkapsel geldst und entnommen. Dann erfolgte die Fixierung des Gehirns
in vierprozentigem Formalin. Die Lagerung erfolgte in der Fixierungslésung gekunhlt
bei circa 7 °C.
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4.11 Untersuchung der enthommenen Gehirne

4.11.1 Paraffineinbettung

Zur Paraffineinbettung wurden die fixierten Gehirne zur Entfernung der
Fixierungslésung viermal 30 Minuten in PBS gewaschen. Danach folgte die
Entwésserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Dazu wurden die Gewebeproben
jeweils zweimal fir 45 min in siebzigprozentigem, achtzigprozentigem und
neunzigprozentigem Ethanol inkubiert. Als so genanntes Intermedium zwischen dem
wasserldslichen Ethanol und dem nicht wasserldslichen Paraffin diente das Xylol, in
dem die Préparate auch zweimal fir 45 min inkubiert wurden. AnschlieBend wurden
die Proben zur Besserung der Durchtrankung fir 30 min bei 60 °C in ein 1:1 Xylol-
Paraffin-Gemisch tberfluhrt. Danach fand eine Inkubation zun&chst fir eine Stunde in
Paraffin bei 60 °C und dann Uber Nacht unter den gleichen Bedingungen statt. Zum
Einbetten wurde eine geringe Menge Paraffin in eine Aluminiumform gegossen, so
dass der Boden der Form gerade benetzt war. Nach dem Einlegen des Gewebes
wurde die Form vollstandig mit Paraffin gefllt und bei Raumtemperatur abgekunhlt.
Die Paraffinblécke wurden bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur

gelagert.

4.11.2 Paraffinschnitte

Far die Anfertigung von histologischen Paraffinschnitten wurden die Gewebeproben
in Paraffin auf Holzblécken befestigt und in die vorgesehene Halterung eines
Schlittenmikrotoms eingespannt. Die circa 6 um dicken Gewebescheiben wurden in
warmes autoklaviertes Wasser Uberfihrt und auf einen Objekttrager aufgenommen.
Die Trocknung erfolgte zunachst fir 30 min bei 60 °C und anschlieBend Uber Nacht
bei 37 °C. Fur die Beurteilung der Gewebemorphologie und um eine bessere
Orientierung mdglich zu machen, wurden mehrere Frontalschnitte der Gehirne

angefertigt.

4.11.3 Farbung der Schnitte

Die Schnitte wurden mit 96-prozentigem Alkohol entparaffiniert und danach im
Warmeschrank bei 60 °C fir 16 bis 24 Stunden in Luxol Fast Blue-Lésung inkubiert.
Diese Ldsung setzt sich aus 1 mg Luxol Fast Blue und 100 ml 95-prozentiger
Ethanol-Essigsaure zusammen. Dann wurden sie in 96-prozentigem Ethanol und
danach noch mit destilliertem Wasser kurz gewaschen. AnschlieBend wurden sie mit
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0,05-%igem Lithiumcarbonat (LisCOgs) fir 1 min nachfixiert und nochmals fiir 20 bis
30 Sekunden mit siebzigprozentigem Ethanol gewaschen. Dieser Schritt diente der
Nachdifferenzierung und man wartete kurz bis die graue Substanz sichtbar wurde.
Danach wurde erneut kurz mit destilliertem Wasser gespult. Als nachster Schritt
folgte eine Inkubation der Schnitte fir 5 bis 7 min in zweiprozentigem Kresylviolett.
Nach einer weiteren kurzen Spllung mit Wasser durchliefen die Schnitte eine
aufsteigende Alkoholreihe, bevor sie eingedeckelt wurden. Durch die Luxol Fast Blue
und Kresylviolettfarbung wurden die Markscheiden tirkisblau und die Zellkerne
blauviolett angefarbt.

4.11.4 Mikroskopische Beurteilung der Hirnschnitte

Die Beurteilung der Schnitte erfolgte unter dem Mikroskop bei zehn-, zwanzig- und
vierzigfacher VergréBerung. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf der mit MBP
immunisierten Gruppe. An den bekannten Pradilektionsstellen fiir die Lokalisation der
Plagues wurde im Speziellen auf entzindliche Infiltrate und Entmarkungsherde
geachtet. Diese sind Balken, Hirnstamm, insbesondere Bricke mit
Augenmuskelkernen, Kleinhirn, Kleinhirnstiele, die Pyramidenbahn auf jedem
Niveau, der Boden des IV. Ventrikels und die Hinterstrange des RUckenmarks.
Seltener sind Hirnrinde, Basalganglien und Rickenmarksgrau betroffen (Poeck und
Hacke, 2001b).

4.12 Statistische Verfahren

Zur Auswertung der verschiedenen oben beschriebenen Methoden wurden
unterschiedliche statistische Verfahren verwendet. Diese sollen an dieser Stelle kurz
dargestellt  werden. Alle Datenanalysen  erfolgten mit  Hilfe  der
Tabellenkalkulationsprogramme EXCEL und SPSS (Microsoft).

Mittelwert und StreuungsmalBe

Der arithmetische Mittelwert beschreibt den Schwerpunkt einer Messreihe, wobei
jeder einzelnen Beobachtung das gleiche Gewicht zukommt. Von AusreiBerwerten ist
er also stark beeinflusst, aber bei symmetrischen, eingipfeligen Verteilungen ist seine
Verwendung sehr sinnvoll. Er hat die gleiche MaBeinheit wie die gemessenen Werte
und errechnet sich aus der Summe aller einzelnen Stichproben dividiert durch die
Stichprobenanzahl.
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StreuungsmaBe quantifizieren die Abweichungen der Stichprobenwerte vom
Mittelwert. Die Varianz ist die mittlere quadratische Abweichung der Daten vom
Mittelwert. Wegen ihrer quadratischen Dimension ist die Varianz sehr schwer zu
interpretieren, weshalb man auf die Standardabweichung zurlckgreift.

Die Standardabweichung ist die Wurzel aus der Varianz und ein Streuungsmaf mit
der gleichen Dimension wie die gemessenen Stichprobenwerte. Sie stellt ein MaB fur
die Homogenitdt bzw. Heterogenitdt der Stichproben dar. Je gréBer die
Standardabweichung, desto heterogener sind die einzelnen Stichproben.

Der Standardfehler des Mittelwertes ist ein StreuungsmaB fir den Mittelwert einer
Messreihe. Er gibt die Abweichung des Mittelwertes einer Stichprobe vom
Erwartungswert an.

T-Test

T-Tests sind statistische Verfahren fiir den Nachweis eines Einflusses auf die
Messwerte flr abhangige Stichproben. Es erfolgt ein Vergleich eines
Erwartungswertes gegen einen festen Wert.

ANOVA = Varianzanalyse

ANOVA-Verfahren untersuchen, ob und wie sich die Erwartungswerte der metrischen

Zufallsvariablen in den verschiedenen Gruppen unterscheiden. Es wird die Frage
untersucht, ob die Varianz zwischen den Gruppen gréBer ist, als die Varianz
innerhalb der Gruppen. Somit kénnen signifikante Unterschiede herausgefunden
werden. Man unterscheidet dabei parametrische und nicht-parametrische Verfahren.
Far die parametrischen Verfahren missen bestimmte Voraussetzungen erfullt sein.
Es muss eine Varianzhomogenitdt der Stichproben vorliegen und eine
Normalverteilung der Stichprobenvariablen. Bei den nicht-parametrischen Tests
mussen diese Bedingungen nicht erflllt sein. Sie sind also robuster, aber auch
weniger genau. Bei den verschiedenen ANOVA-Verfahren handelt es sich um
Omnibustests, bei denen das gesamte Datenmaterial unspezifisch auf einmal
getestet wird. Ergibt sich hier Signifikanz, werden noch so genannte Post-Hoc Tests
angeschlossen, die zum Teil scharfer sind und genauere Ergebnisse bringen. lhre
Durchfuhrung bei vorher verfehlter Signifikanz ist nicht erlaubt.

Tukey Kramer Verfahren = Tukey Kramer HSD

Das Tukey Kramer Verfahren ist eine statistische Methode, die zum Prifen einfacher
paarweiser Hypothesen dient. Mittels dieses Tests wird eine sogenannte PrufgréBe,
auch p-Wert genannt, errechnet. Mit diesem p-Wert kann das Signifikanzniveau

bestimmt werden.
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5. Ergebnisse

5.1 Studienablauf und Versuchstiere

Die Studie wurde an 42 Lewisratten durchgeflihrt. Dabei wurden der GFAP-, der
MBP- und der Kontrollgruppen jeweils zehn Tiere und der Sehnerv-Gruppe zwolf
Tiere zugeteilt.

Wahrend der Studie entwickelten vier Tiere einen Hornhautdefekt. Insgesamt war
aus jeder Gruppe ein Tier betroffen, am starksten das aus der Kontrollgruppe. Das
Wohlbefinden der Tiere und der Untersuchungsablauf waren dadurch nicht
beeintrachtigt.

Nach zwei Wochen wurden zwei Ratten aus der Sehnerv-Gruppe planméBig
vorzeitig getoétet. Zwei Tiere der MBP-Gruppe verstarben auBerplanmaBig. Eines
verstarb bei einer Blutentnahme und eines auf Grund zu tiefer Narkose. Somit
konnten zum Schluss jeweils zehn Tiere der GFAP-, der Sehnerv- und der

Kontrollgruppen und acht Tiere der MBP-Gruppe ausgewertet werden.

5.2 Augeninnendruck

Die Augeninnendruckmessung konnte bei allen Tieren zu den geplanten Zeitpunkten
vormittags eine Woche vor, sowie zwei und vier Wochen nach Immunisierung
durchgefihrt werden. Es wurden jeweils zehn Werte pro Augen gemessen, deren
Durchschnittswerte im Bereich von 11,5 mmHg bis 13,3 mmHg lagen.

Die gemessenen Mittelwerte und die dazugehérigen Standabweichungen sind der
Tabelle 2 zu entnehmen.

Ausgangspunkt (AP)

Mittelwert AP [mmHg] 12,57 12,39 12,57 12,51
Standardabweichung AP 0,65 0,36 0,69 0,63
2 Wochen (2W)

Mittelwert 2W [mmHg] 12,02 11,91 12,08 12,19
Standardabweichung 2W 0,41 0,23 0,50 0,43
4 Wochen (4W)

Mittelwert 4W [mmHg] 12,12 12,19 12,33 11,96
Standardabweichung 4W 0,42 0,32 0,43 0,41

Tabelle 2: Mittelwerte der Augeninnendruckmessung in mmHg und Standardabweichungen

aller Gruppen zu den drei verschiedenen Untersuchungszeitpunkten.
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Es wurde ein durchschnittlicher Augeninnendruck von 12,57 + 0,65 mmHg fur die
Tiere der GFAP-Gruppe, von 12,39 + 0,36 mmHg fir die Tiere der MBP-Gruppe, von
12,57 + 0,69 mmHg fur die Tiere der Sehnerv-Gruppe und von 12,51 + 0,63 mmHg
fir die Kontrollgruppe zum Ausgangszeitpunkt, also noch vor Immunisierung,
gemessen. Zwei Wochen nach Immunisierung lag der Mittelwert des
Augeninnendrucks fur die mit GFAP immunisierten Ratten bei 12,02 + 0,41 mmHg,
bei den MBP-Ratten bei 11,91 + 0,23 mmHg, bei den Sehnerv-Ratten bei 12,08 + 0,5
mmHg und bei den Kontrolltieren bei 12,19 + 0,59 mmHg. Vier Wochen nach
Immunisierung ergeben sich Werte von 12,12 + 0,42 mmHg fiir die GFAP-Gruppe,
von 12,19 £ 0,32 mmHg fur die MBP-Gruppe, von 12,33 + 0,43 mmHg flr die
Sehnerv-Gruppe und von 11,96 + 0,41 mmHg flr die Kontrollgruppe.

Die Standardabweichungen lagen flir alle Gruppen zu allen Zeitpunkten zwischen
0,23 und 0,69 und waren somit immer kleiner 1. Als MaB fur die Abweichung der
Einzelwerte einer Messreihe von ihrem arithmetischen Mittelwert belegen die
Standardabweichungen somit homogene Ergebnisse ohne groBe
Schwankungsbreite.

Die Abbildung 10 zeigt die Mittelwerte des Augeninnendrucks der vier Gruppen zu

den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten.

Augeninnendruckmessung - Verlauf der Gruppen
Mittelwerte und Standardabweichung

13,5
13,0
—e— Kontrolle
12,5
£ —=— GFAP
3 12,0 -
£ 15 —a— MBP
"~ —e— Sehnerv
11,0 -
10,5
Ausgangspunkt 2 Wochen 4 Wochen
Zeitpunkt

Abbildung 10: Es sind die Mittelwerte des Augeninnendrucks der vier Gruppen (Kontroll-,
GFAP-, MBP- und Sehnerv-Gruppe) mit der Standardabweichung zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten (Ausgangszeitpunkt, zwei und vier Wochen nach Immunisierung)
aufgetragen.
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In der Abbildung 11 werden die Mittelwerte des Augeninnendrucks gegen die
verschiedenen Gruppen aufgetragen. So sind die verschiedenen Zeitpunkte besser
miteinander zu vergleichen.

Augeninnendruckmessung - Zeitpunktsverlauf
Mittelwerte und Standadabweichung

13,5

13,0 |
o 12,5 —e— Ausgangspunkt
% 12,0 1 —a— 2 Wochen
£ 11,5 | —a—4 Wochen

11,0 -

10,5

Kontrolle GFAP MBP Sehnerv
Gruppe

Abbildung 11: Es sind die Mittelwerte des Augeninnendrucks zu den verschiedenen
Zeitpunkten (Ausgangszeitpunkt, zwei und vier Wochen nach Immunisierung) mit der
Standardabweichung gegen die vier Gruppen (Kontoll-, GFAP-, MBP- und Sehnerv-Gruppe)
aufgetragen. So kann der zeitliche Verlauf besser beurteilt werden.

Aus den Abbildungen 10 und 11 ist zu erkennen, dass die Werte der verschiedenen
Gruppen und zu den unterschiedlichen Zeitpunkten keine auffalligen Unterschiede
zeigen.

Die statistische Post-Hoc Analyse mit Tukey's HSD Test erbrachte keine
signifikanten Abweichungen Uber den gesamten Studienzeitraum (siehe Anhang), da
die p-Werte stets Uber 0,05 lagen und bestatigten so die absoluten Zahlenwerte.
Zusammenfassend lieferten die Messungen sowohl zwischen den einzelnen
Gruppen, als auch zwischen den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten, keinen
signifikanten Unterschied. Es hat kein signifikanter Anstieg oder Abfall des

intraokularen Druckes im gesamten Studienzeitraum von fiinf Wochen stattgefunden.
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5.3 Fundusuntersuchung

Die Fundusuntersuchung mit Fotodokumentation fand eine Woche vor
Immunisierung, sowie zwei und vier Wochen nach Immunisierung statt.

Alle Tiere vertrugen die verabreichten Narkosemittel und das Mydriatikum gut. Die
Tiere waren flr die Untersuchung in ausreichend tiefer Narkose und nach dem
Aufwachen zeigten sich keinerlei Beschwerden. Die Dilatation der Pupillen war
wahrend der Untersuchung optimal und bildete sich spatestens bis zum né&chsten
Morgen wieder vollstandig zurlck.

Bei allen Tieren, auch bei Tieren mit Hornhautdefekt, war die Fundusuntersuchung
zu den genannten Zeitpunkten méglich und sowohl die Papille, als auch die GefaBe
waren zu allen Zeitpunkten und in allen Gruppen gut zu beurteilen.

Zur Photodokumentation wurden bei allen Tieren mindestens drei Bilder pro Auge
angefertigt und archiviert. Bei den wenigen Tieren mit Hornhautdefekt, der sich als
Tribung der Kornea zeigte, war die bildliche Dokumentation des Augenhintergrundes
jedoch teilweise erschwert. Bei diesen Tieren wurden auch die Korneadefekte
photographisch dokumentiert. In Abbildung 12 ist diese doppelte Dokumentation flr
ein Tier der Kontrollgruppe beispielhaft dargestellt. Dieses Tier war am starksten und
an beiden Augen betroffen.

Abbildung 12: Die Aufnahmen zeigen beide das rechte Auge eines Tieres der
Kontrollgruppe vier Wochen nach der Immunisierung. Im linken Bild wird der Korneadefekt
dokumentiert. Das rechte Bild zeigt die Dokumentation des Fundus bei geringflgig
eingeschrankter Einsicht auf die Papille.

Quelle: Corinna Mihleib
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Die Papille jedes einzelnen Auges jedes Tieres wurde auf GréBe, Form und
Exkavationstiefe beurteilt. Darliber hinaus wurden GeféBeinsprossungen und retinale
Randblutungen beurteilt. Alle diese Abnormalitdten waren zu keinem Zeitpunkt bei
einem Tier vorzufinden.

Abbildung 13 zeigt den Fundus eines Tieres zu den drei Untersuchungszeitpunkten,
eine Woche vor, sowie zwei und vier Wochen nach Immunisierung. Diese Abbildung
ist beispielhaft fir alle Tiere, denn am Augenhintergrund keines Tieres waren

Veranderungen sichtbar.

Abbildung 13: Der Fundus des rechten Auges eines Tieres der Sehnerv-Gruppe zu den
verschieden Untersuchungszeitpunkten: links ist die Aufnahme zum Ausgangszeitpunkt, eine
Woche vor Immunisierung, in der Mitte die Aufnahme zwei Wochen nach Immunisierung und
rechts die Aufnahme vier Wochen nach Immunisierung abgebildet. In keiner der Aufnahmen
sind Veranderungen am Fundus sichtbar.

Quelle: Corinna Mihleib

5.4 Visuell evozierte Potentiale
5.4.1 Allgemeines
Visuell evozierte Potentiale wurden bei allen Tieren funf Wochen nach
Immunisierung an zwei aufeinander folgenden Tagen gemessen. Die Implantation
der zur VEP-Messung notwendigen Elektroden fand zwei Tage vor der VEP-
Durchflhrung statt, gefolgt von einer zweitagigen Ruhepause. Die zur Implantation
der Elekiroden notwendige Isofluran-Narkose wurde von allen Tieren mit einer
Ausnahme gut vertragen. Keines der Tiere zeigte im Bereich der Elektroden
EntzGndungsreaktionen und es kam nicht zu Explantationen durch die Tiere selbst.
Bei allen Tieren konnten zu den geplanten Zeitpunkten visuell evozierte Potentiale
gemessen und ausgewertet werden. Zu jeder Zeit konnten das gerade ablaufende
Programm und die Potentialverlaufe am Untersucher-Monitor nachvollzogen werden.
Die Abbildung 14 zeigt den Untersucher-Monitor wahrend einer Messung.
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Abbildung 14: Am Untersuchermonitor wurden schon wéahrend der Messung die
Potentialverldufe beobachtet, um Vorkommnisse, wie zum Beispiel ein Einschlafen des Tiers
oder Kabelprobleme direkt bemerken und beheben zu kénnen.

Quelle: Corinna Muhleib

5.4.2 Transiente visuell evozierte Potentiale

Das Einzelflickerprogramm mit einem On-/Off-Flicker bei einer Frequenz von 1,9 Hz
gehért zu den so genannten transienten visuell evozierten Potentialen. Transiente
Potentiale sind durch eine positive und eine negative Komponente gekennzeichnet.
Die Ergebnisse des Programms wurden sowohl hinsichtlich der Latenzzeit als auch
hinsichtlich der Amplituden ausgewertet.

Dazu wurden zum einen die Zeit bis zum ersten positiven und zum anderen die Zeit
bis zum ersten negativen Ausschlag in der On-Phase, also der Phase mit Licht,
berechnet. Dasselbe wurde fir die Off-Phase, der Phase ohne Licht, wiederholt. Des
Weiteren wurden die Amplituden der On- und der Off-Phase berechnet, in dem die
Differenz der maximalen Amplitude beim positiven und der maximale Amplitude beim
negativen Ausschlag gebildet wurde.

In der Abbildung 15 sind der Programmverlauf, der typische Potentialverlauf und die
ausgewahlten Messpunkte schematisch dargestellt.
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Abbildung 15: Links ist der typische Programmverlauf des Einzelflickerprogramms mit
einem beispielhaften Potentialverlauf dargestellt. Rechts ist der Verlauf eines Potentials
schematisch abgebildet. P1 kennzeichnet den ersten positiven Ausschlag und N1 den ersten
negativen. Dies sind die in dieser Arbeit ausgewerteten Messpunkte. Der rote Strich zeigt die
Amplitude des Potentials zwischen P1 und N1.

Die Latenzzeiten wurden in ms gemessen, die Amplituden in pV. Die Werte fir jedes
Tier wurden gemittelt und dann fiir jede Gruppe Mittelwerte, Standardabweichung
und Standardfehler bestimmt.

5.4.2.1 Latenzzeiten in der On-Phase

Die Latenzzeit bis zum ersten positiven Ausschlag belief sich fir die Kontrolltiere im
Mittel auf 55,76 + 0,73 ms in der On-Phase. Bei der Sehnervgruppe ergab sich ein
Wert von 56,53 + 0,76 ms. Ein Mittelwert von 56,91 + 0,76 ms wurde bei der MBP-
und von 56,12 + 0,46 ms bei der GFAP-Gruppe berechnet. Der Standardfehler lag
bei diesen Werten im Bereich zwischen 0,46 und 0,76.

Bis zum negativen Ausschlag der On-Phase ergab sich fir die Kontrollgruppe im
Mittel eine Latenzzeit von 90,22 + 1,35 ms. Die Werte fur die Sehnerv-Gruppe
beliefen sich im Mittel auf 95,35 + 2,22 ms. Bei der MBP-Gruppe zeigten sich Werte
von 94,83 + 1,48 ms und bei der GFAP-Gruppe von 94,36 = 2,22 ms. Der
Standardfehler lag hier im Bereich zwischen 1,35 und 2,22 (Tabelle 3).
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| Kontrolle | Sehnerv | MBP | GFAP |
Latenz On Positiv
Mittelwert (in ms) 55,76 56,53 56,91 56,12
Standardfehler 0,73 0,76 0,76 0,46
Latenz On Negativ
Mittelwert (in ms) 90,22 95,35 94,83 94,36
Standardfehler 1,35 2,22 1,48 2,10

Tabelle 3: Es werden die Mittelwerte und die Standardfehler fir die Latenzzeiten bis zum
ersten positiven Ausschlag und bis zum ersten negativen Ausschlag der On-Phase fir alle
Gruppen (Kontroll-, Sehnerv-, MBP- und GFAP-Gruppe) wiedergegeben.

Absolut gesehen, wie in Abbildung 16 dargestellt, hatte die Kontrollgruppe in der On-
Phase, sowohl bis zum positiven, als auch bis zum negativen Ausschlag die kirzeste
Latenzzeit. Die Latenzzeiten der anderen Gruppen waren in beiden Féllen etwas
langer. Bei der Latenzzeit bis zum positiven Ausschlag hatte die MBP-Gruppe die
langste Zeit, bei der Latenzzeit bis zum negativen Ausschlag hatte die Sehnerv-
Gruppe die langste Zeit.

Latenz ON (positiver Ausschlag) Latenz ON (negativer Ausschlag)
60.0- 100 A
57.51 i -|— T
_ 1 [ %1 EEE
2 55.0- 2
904
52.5
50.0 § T T 85 i .
Kontrolle ~ Sehnerv MBP GFAP Kontrolle ~ Sehnerv MBP GFAP

Abbildung 16: Die Abbildung zeigt zwei S&ulendiagramme zur Latenzzeit der On-Phase.
Das linke gibt die Latenzzeit in ms bis zum positiven Ausschlag, das rechte gibt die
Latenzzeit in ms bis zum negativen Ausschlag fir die einzelnen Gruppen (Kontrollgruppe,
Sehnervgruppe, MBP- und GFAP-Gruppe) wieder. Der Fehlerindikator steht fir den
jeweiligen Standardfehler.

Die Werte erzielten keine Signifikanz, da insgesamt gesehen die Unterschiede
zwischen den Gruppen flr die Latenzzeiten der On-Phase sehr gering, teilweise
geringer als eine Millisekunde, sind und die Schwankungsbreite der Werte daflr sehr
groB3 war. Die p-Werte waren stets gréBer als 0,05.
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5.4.2.2 Latenzzeiten in der Off-Phase

Far die Tiere der Kontrollgruppe lag die mittlere Latenz der Off-Phase bis zum ersten
positiven Ausschlag bei 577,05 + 0,65 ms. Bei der Sehnerv-Gruppe erfolgte der
Ausschlag nach 578 £+ 1,10 ms. Der positive Ausschlag wurde bei der MBP-Gruppe
nach 582,34 + 4,57 ms und bei der GFAP-Gruppe nach 582,10 + 2,28 ms gemessen.
Der Standardfehler lag fur diese Werte zwischen 0,65 und 4,57.

Der negative Ausschlag der Off-Phase erfolgte bei der Kontrollgruppe im Mittel nach
625,45 £ 2,04 ms und bei der Sehnerv-Gruppe nach 619,39 + 2,61 ms. Fir die MBP-
Gruppe ergab sich ein Mittelwert von 622,94 + 5,98 ms und fir die GFAP-Gruppe
von 625,05 * 3,74 ms fUr den ersten negativen Ausschlag. Der Standardfehler belief
sich auf Werte zwischen 2,04 und 5,98 (Tabelle 4).

Latenz Off Positiv

Mittelwert (in ms) 577,05 578,00 582,34 582,10
Standardfehler 0,65 1,10 4,57 2,28
Latenz Off Negativ

Mittelwert (in ms) 625,45 619,39 622,94 625,05
Standardfehler 2,04 2,61 5,98 3,74

Tabelle 4: Es werden die Mittelwerte in ms und die Standardfehler fir die Latenzzeiten bis
zum ersten positiven Ausschlag und bis zum ersten negativen Ausschlag der Off-Phase fur
alle Gruppen (Kontroll-, Sehnerv-, MBP- und GFAP-Gruppe) berechnet.

Latenz OFF (positiver Ausschlag) Latenz OFF (negativer Ausschlag)
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Abbildung 17: Die Latenzzeit der Off-Phase mit dazugehérigem Standardfehler ist hier
mittels Saulendiagramm dargestellt. Das linke gibt die Latenzzeit bis zum positiven
Ausschlag in ms, das rechte gibt die Latenzzeit bis zum negativen Ausschlag in ms fir die
einzelnen Gruppen (Kontroll-, Sehnerv-, MBP- und GFAP-Gruppe) wieder.

Absolut gesehen, siehe auch Abbildung 17, hatte die Kontrollgruppe die kirzeste
Latenzzeit bis zum positiven Ausschlag der Off-Phase und die MBP-Gruppe hatte die
langste Latenzzeit. Bis zum negativen Ausschlag der Off-Phase hatte die Sehnerv-
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Gruppe die kirzeste, die Kontrollgruppe und die GFAP-Gruppe dagegen hatten die
langste Latenzzeit.

Die Mittelwerte lagen wie bei den Latenzzeiten der On-Phase sehr dicht zusammen.
Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt. Die
p-Werte waren gréBer als 0,05.

5.4.2.3 Amplituden in On- und Off-Phase

Im Mittel ergab sich fir die Kontrolltiere eine Amplitudenhdéhe von 33,68 + 4,04 uV in
der On-Phase. Die Sehnerv-Gruppe hatte in dieser Phase eine Amplitude von 47,53
+ 4,07 uV. Bei der MBP-Gruppe belief sich die Amplitudenhéhe auf 51,26 + 5,24 und
bei der GFAP-Gruppe auf 45,39 = 546 pV. Der Standardfehler ergab Werte
zwischen 4,04 und 5,46.

In der Off-Phase lag die mittlere Amplitudenhdhe fiir die Kontrolltiere bei 15,06 + 1,55
1V und far die Sehnerv-Gruppe bei 20 + 1,24 puV. Die MBP-Gruppe erzielte in der
Off-Phase eine Amplitudenhéhe von 20,12 + 1,82 uV, wahrend die GFAP-Tiere eine
Amplitudenhéhe von 18,44 + 2,10 pV erreichten. Der Standardfehler lag zwischen
1,24 und 2,10 (Tabelle 5).

On Amplitude
Mittelwert (in pV) 33,68 47,53 51,26 45,39
Standardfehler 4,04 4,07 5,24 5,46
Off Amplitude
Mittelwert (in uV) 15,06 20,00 20,12 18,44
Standardfehler 1,55 1,24 1,81 2,10

Tabelle 5: Es werden die Mittelwerte in uV und die Standardfehler fur die Amplitudenhéhen
der On- und der Off-Phase fiir alle Gruppen (Kontroll-, Sehnerv-, MBP- und GFAP-Gruppe)
wiedergegeben.

In den absoluten Werten zeigte sich, dass die Kontrolltiere in beiden Phasen die
geringste Amplitudenhdhe erreichten, wahrend die immunisierten Tiere h6here Werte
erzielten (Abbildung 18).

Die erzielten Amplitudenhdhen lagen, wie die bereits vorher besprochenen
Latenzzeiten, sehr eng beieinander. Die p-Werte waren groBer als 0,05 und
erbrachten so keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 18: Die Abbildung zeigt zwei Saulendiagramme zur Amplitudenhéhe mit
dazugehdrigem Standardfehler. Das linke gibt die Amplitudenhdhe in der On-, das rechte
gibt die Amplitudenhdhe in der Off-Phase in uV fir die einzelnen Gruppen (Kontroll-,
Sehnerv-, MBP- und GFAP-Gruppe) wieder.

5.4.3 Stationare visuell evozierte Potentiale

Drei der vier durchgefihrten VEP-Messungen waren stationdre visuell evozierte
Potentiale. Zum einen das Kontrastmodulationsprogramm, das einmal mit einer
Frequenz von 7,5 Hz und einmal mit einer Frequenz von 18 Hz durchgefihrt wurde.
Zum anderen eine Messung mit Blitzen unterschiedlicher Frequenz. Flr diese beiden
Programme wurde aus den absoluten Werten fir die Amplitudenhdhe jeweils ein
surrogater Marker berechnet. Fir das Kontrastmodulationsprogramm war das der
Wert S, mit dem helligkeitmoduliertes Kontrastsehen quantifiziert werden kann. Beim
Programm mit Blitzen unterschiedlicher Frequenz wurde der Wert TR berechnet, mit

dem frequenzmoduliertes Kontrastsehen quantifiziert wird.

5.4.3.1 Wert S (Steigung)

Um die Stimulation mit unterschiedlichen Modulationstiefen in einem Parameter
auszudrlicken, wurde der Wert S (Steigung) berechnet. S ist eine Funktion der
gemessenen Amplituden, die gegen den Logarithmus des dargebotenen
Helligkeitsunterschieds aufgetragen werden. Dieser Wert hat somit den Vorteil von
der absoluten Amplitude unabhangig zu sein. S reprasentiert hier also die
Méglichkeit des visuellen Systems der Ratte durch die HOhe des
Helligkeitsunterschieds eines Flickerstimulus moduliert zu werden (Jehle et al.,
2009).

Zu dieser Berechnung wurde die Auswertung der stationaren Flicker-VEPs nach der
Fourier Analyse verwendet. Diese Flicker-VEPs mit Helligkeitsunterschieden von 5
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Y%, 10 %, 20 %, 40 % und 80 % wurden einmal mit einer Flickerfrequenz von 7,5 Hz
und einmal mit einer Frequenz von 18 Hz durchgeflihrt. Beide Programme wurden
getrennt von einander berechnet und ausgewertet.

Abbildung 19 verdeutlicht den Programmablauf, den Frequenzunterschied der beiden
Programme und die daraus folgenden Potentialverlaufe.

Kontrastmodulation 7,5 Hz Kontrastmodulation 18 Hz
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Abbildung 19: Die Abbildung zeigt den Programmablauf des stationaren Flicker-VEPs und
den dazugehdrigen Potentialverlauf. Links ist dies flr das Programm mit einer Frequenz von
7,5 Hz und rechts fur das Programm mit einer Frequenz von 18 Hz dargestellt.

Bei einer Flickerfrequenz von 7,5 Hz sank die Amplitude der Reizantwort bei der
Kontrollgruppe von 13,91 uV auf 1,04 pV bei einem von 80 % auf 5 % abnehmenden
Helligkeitsunterschied. Bei der Sehnerv-Gruppe nahm die Amplitude von 14,33 uVv
auf 0,5 pV ab. Von 25,17 uV auf 1,67 puV sank die Amplitude bei der MBP-Gruppe
und von 19,72 uV auf 1,12 uV bei der GFAP-Gruppe. Insgesamt war auffallig, dass
die Kontrollgruppe im Vergleich zu allen Prifgruppen die niedrigsten absoluten Werte
fir die Amplituden hatte. Die MBP-Gruppe hatte die hdéchsten Amplituden. Der
Unterschied zwischen Kontrollgruppe und MBP-Gruppe betrug bei der hdchsten
Amplitude, die bei einem Helligkeitsunterschied von 80 % gemessen wurde, circa 11
uVv.

Die Tabellen 6 und 7 zeigen fur beide durchgeflihrten Programme getrennt die
Zahlenwerte  fiur  den  Helligkeitsunterschied, den  Logarithmus des
Helligkeitsunterschieds, die dazugehérigen Amplituden, und den daraus berechneten
Wert S fir die einzelnen Gruppen mit dem dazugehdrigen Standardfehler. Die
maximale Durchschnittsamplitude wurde in beiden Programmen bei einer

Modulationstiefe von 80 % erzielt.
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Helligkeit | log Helligkeit [KontrolleR|'Sehnen:[FMBPIN [N GFAPT]
Flicker 7,5 Hz 0,80 -0,10 13,91 14,33 25,17 19,72
Flicker 7,5 Hz 0,40 -0,40 10,63 14,95 18,63 14,90
Flicker 7,5 Hz 0,20 -0,70 10,63 5,72 14,77 14,47
Flicker 7,5 Hz 0,10 -1,00 7,39 1,09 10,68 8,55
Flicker 7,5 Hz 0,05 -1,30 1,04 0,5 1,67 1,12
Steigung S 9,63 13,75 18,25 14,47
Standardfehler 1,11 1,12 1,66 2,04

Tabelle 6: Aus der Tabelle sind die gemittelten Antwortamplituden der verschiedenen
Gruppen in pV bei den dargebotenen Helligkeitsunterschieden von 80 %, 40 %, 20 %, 10 %
und 5 % im Flickerprogramm mit einer Reizfrequenz von 7,5 Hz sowie der daraus
berechnete Wert S und der Standardfehler abzulesen. Zum besseren Verstandnis der
Berechnung von S ist der Logarithmus des Helligkeitsunterschiedes mit aufgefihrt.

Aus den in der Tabelle 6 aufgefihrten Werten ergab sich flr die Kontrollgruppe fir S
ein Mittelwert von 9,63 = 1,11, fir die Sehnerv-Gruppe von 13,75 + 1,12, fir die
MBP-Gruppe von 18,25 + 1,66 und fir die GFAP-Gruppe von 14,47 + 2,04. Der
Standardfehler lag fir diese Werte zwischen 1,11 und 2,04.

Helligkeit | log Helligkeit [HKontroller'Sehnen:FEMBP I[N GFAPT]
Flicker 18 Hz 0,80 -0,10 13,03 19,91 23,79 17,37
Flicker 18 Hz 0,40 -0,40 11,03 17,41 20,45 15,46
Flicker 18 Hz 0,20 -0,70 9,93 16,33 19,32 14,06
Flicker 18 Hz 0,10 -1,00 8,87 13,31 14 52 12,52
Flicker 18 Hz 0,05 -1,30 0,54 1,12 0,89 0,76
Steigung S 9,02 13,84 17,19 12,01
Standardfehler 1,58 1,04 2,26 1,68

Tabelle 7: Aus der Tabelle sind die gemittelten Antwortamplituden der verschiedenen
Gruppen (Kontroll-, Sehnerv-, MBP- und GFAP-Gruppe) in uV bei den dargebotenen
Helligkeitsunterschieden von 80 %, 40 %, 20 %, 10 % und 5 % im Flickerprogramm mit einer
Reizfrequenz von 18 Hz sowie der daraus berechnete Wert S und der Standardfehler
abzulesen. Zum besseren Verstdndnis der Berechnung von S ist der Logarithmus des
Helligkeitsunterschiedes mit aufgeflhrt.

Im zweiten Programm, das mit einer Flickerfrequenz von 18 Hz durchgefihrt wurde,
sank die Amplitude der Reizantwort fur die Kontrollgruppe von 13,03 pV auf 0,54 pV.
Von 19,91 pV auf 1,12 uV sank die Amplitude der Sehnerv-Gruppe. Bei den MBP-
Tieren nahm dir Amplitude von 23,79 pV auf 0,89 pV ab und bei den GFAP-Tieren
von 17,37 uV auf 0,76 uV. Wie im oben beschriebenen Programm hatte die Sehnerv-
Gruppe die niedrigsten Amplitudenwerte und die MBP-Gruppe die héchsten Werte.
Der Unterschied zwischen Kontrollgruppe und MBP-Gruppe betrug bei der hdchsten
Amplitude, die bei einem Helligkeitsunterschied von 80 % gemessen wurde, ca. 10
uV.
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Wie aus der Tabelle 7 zu entnehmen, betrug S fiir die Kontrollgruppe im Mittel 9,02 +
1,58 und fir die Sehnervgruppe 13,84 + 1,04. Bei der MBP-Gruppe belief sich der
Mittelwert far S auf 17,19 + 2,26 und bei der GFAP-Gruppe auf 12,01 + 1,68. Der
Standardfehler lag im Bereich zwischen 1,04 und 2,26.

In der Abbildung 20 werden die Funktionen S der unterschiedlichen Gruppen fir
beide Programme dargestellt. Es zeigte sich ein monotoner Anstieg der Amplituden
bei Erhéhung des Helligkeitsunterschieds von 5 % auf 80 %, der linear verlauft, wenn
er gegen den Logarithmus des Kontrasts aufgetragen wurde.

Kontrastmodulation (7,5 Hz) Kontrastmodulation (18 Hz)
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Abbildung 20: Es sind die Funktionen S der vier Gruppen (Kontroll-, Sehnerv-, MBP- und
GFAP-Gruppe) mit dazugehdérigem Standardfehler dargestellt: links fir eine
Stimulationsfrequenz von 7,5 Hz und rechts fur eine Stimulationsfrequenz von 18 Hz. Dabei

sind die gemessenen Amplituden in pV aufgetragen gegen den Logarithmus der
Helligkeitsmodulation.
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Abbildung 21: Der S-Wert ist mit dem dazugehérigen Standardfehler fir die jeweilige
Gruppe in einem Saulendiagramm veranschaulicht. Links werden die Werte fir das

Programm mit einer Frequenz von 7,5 Hz und rechts fir das Programm mit einer Frequenz
von 18 Hz dargestellt.

53



Wie in Abbildung 21 zu sehen, ergab S in beiden Programmen flr die Tiere einer
Gruppe in etwa gleiche Werte. Die Kontrollgruppe hatte absolut gesehen in beiden
Programmen den niedrigsten S-Wert und die MBP-Gruppe hatte ebenfalls in beiden
Programmen den héchsten S-Wert. Fir die Sehnerv- und die GFAP-Gruppe ergaben
sich in etwa gleiche S-Werte.

Es zeigten sich fur die S-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen und zwischen den beiden Programmen. Die p-Werte waren stets groBer als
0,05.

5.4.3.2 Wert TR (Temporale Antworten)

Blitze unterschiedlicher Frequenz
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Abbildung 22: Die Abbildung zeigt den Ablauf der Reizserien mit Blitzen unterschiedlicher
Frequenz. Ganz links wird die Frequenz der Lichtblitz in Hz angegeben. In mittleren Teil ist
dies schematisch verdeutlicht. Rechts werden die bei der Messung moglichen

Potentialverldufe dargestellt.

Um die Modulation von Blitzfrequenzen in einem Parameter auszudricken, wurde
der Wert TR (Temporale Antworten) berechnet. TR ist das Summenprodukt der
gemessenen Amplituden der Reizantwort und der Stimulationsfrequenzen der

dargebotenen Blitze. Zur Berechnung wurden alle Amplituden mit der dazugehérigen
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Stimulationsfrequenz  multipliziert und dann alle Werte addiert. So wurde
bericksichtigt, dass bei hohen Frequenzen die Antworten durch Manipulation starker
beeinflusst werden (Jehle et al., 2009).

FUr diese Berechnung wurden stationare visuell evozierte Potentiale verwendet.
Dazu diente ein Programm, bei dem Lichtblitze in verschiedenen Frequenzen gezeigt
wurden. Der Programmablauf und die dadurch messbaren evozierten
Potentialverldufe sind beispielhaft in Abbildung 22 zu sehen.

Die H6he der Amplituden bei den 6 unterschiedlichen Reizfrequenzen zwischen 37,5
Hz und 2,88 Hz, sowie die sich dabei ergebenden Zahlenwerte fir TR und der
Standardfehler, sind fiir die verschiedenen Gruppen in Tabelle 8 aufgetragen.

Blitz (6x) 37,5 Hz 11,18 16,80 16,60 13,98
Blitz (6x) 18,75 Hz 20,67 29,70 31,74 26,65
Blitz (6x) 12,5 Hz 23,97 32,41 36,43 31,98
Blitz (6x) 7,5 Hz 20,79 23,73 25,71 23,86
Blitz (6x) 4,69 Hz 14,75 22,45 19,35 19,65
Blitz (6x) 2,88 Hz 10,27 16,06 14,10 12,80
Temporale Antworten (TR) 1361 1921 1997 1731
Standardfehler 197 140 145 210

Tabelle 8: In der Tabelle sind die Antwortamplituden der vier Gruppen in pV bei den
verschiedenen Blitzfrequenzen (von 37,5 Hz bis 2,88 Hz) und der daraus berechnete Wert
TR und der Standardfehler abzulesen.

Fir die Tiere der Kontrollgruppe lagen die Amplituden fur die Frequenzen von 2,88
bis 37,5 Hz zwischen 10,27 und 23,97 uV, fir die Sehnerv-Gruppe zwischen 16,06
und 32,41 uV. Bei der MBP-Gruppe ergaben sich Amplitudenwerte von 14,10 bis
36,43 pV und fur die GFAP-Tiere von 12,80 bis 31,98 uV.

Auch in diesem Programm lagen die absoluten Werte der gemessenen Amplituden
fir die Kontrolltiere am niedrigsten. Alle immunisierten Gruppen zeigten hdhere
Werte, wobei die MBP-Gruppe wieder die hdchsten Amplituden aufwies. Der
absolute Unterschied zwischen Kontroll- und MBP-Gruppe lag bei der hdchsten
gemessenen Amplitude bei 12,5 Hz bei 12 pV.

FUr die Kontrollgruppe ergab sich ein Mittelwert von 1361 £ 197 fir TR und fir die
Sehnerv-Gruppe von 1731 £ 210. Bei der MBP-Gruppe wurde fir TR ein Mittelwert
von 1997 + 145 und bei der GFAP-Gruppe von 1731 + 210 berechnet.

In der Abbildung 23 sind zum einen die Antwortamplituden der einzelnen Gruppen zu
den jeweiligen Reizfrequenzen aufgetragen (links). So wird die Frequenzmodulation
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in einer Frequenztuningkurve verdeutlicht. Diese Kurve zeigt eine maximale
Amplitude bei circa 15 Hz. Zum anderen werden die TR-Werte der vier Gruppen mit
Standardfehler in einem Saulendiagramm abgebildet (rechts). TR hatte fir die
Kontrollgruppe den niedrigsten Wert, wahrend die TR-Werte der immunisierten
Gruppen etwas héher und in etwa gleich auf lagen. Es ergaben sich fur die TR-Werte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die p-Werte waren stets
gréBer als 0,05.

Frequenzmodulation Temporale Antworten
40 2500
i o Kontrolle

— 30 i 2 Sehnerv 2000+ 1
2 i v MBP
[ o GFAP 15007
ERA i f I i
s |1y i
=
<101 ¢ ?
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2 4 8 16 32 64 Kontrolle ~ Sehnerv  MBP GFAP
Frequenz [Hz]

Abbildung 23: Die linke Abbildung verdeutlicht die Frequenzmodulation der einzelnen
Gruppen, in dem die Antwortamplituden mit dem dazugehdrigen Standardfehler bei den
verschiedenen Blitzfrequenzen dargestellt werden. Das rechte S&ulendiagramm zeigt die
TR-Werte der einzelnen Gruppen mit dem Standardfehler.

5.4.4 Zusammenfassung zu den visuell evozierten Potentiale

Insgesamt waren die evozierten Potentiale bei allen Tieren ohne Probleme zu
erheben und auswertbar.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
hinsichtlich der Latenzen, der Amplitudenhéhen und der Werte fir S und TR. Die p-
Werte waren immer gréBer als 0,05.

In den absoluten Werten erscheint es lediglich aufféllig, dass alle immunisierten
Gruppen gegeniuber der Kontrollgruppe leicht verzdgerte Latenzen und hdéhere
Amplituden aufwiesen. Bei den Werten fir S und TR hatten die Kontrolltiere

niedrigere Werte als alle immunisierten Gruppen.
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5.5 Blutentnahmen und Kammerwasserenthahme

Die Blutentnahmen aus den Schwanzvenen konnten bei allen Tieren zu den
gewlnschten Untersuchungszeitpunkten, eine Woche vor, sowie zwei und vier
Wochen nach Immunisierung, durchgefuhrt werden. Es konnte stets 1 ml Blut
abgenommen werden. Daraus lie sich dann nach Zentrifugieren circa 0,5 ml Serum
gewinnen.

Bei der Herzpunktion finf Wochen nach Immunisierung konnte bei allen Tieren eine
Blutmenge von 8 bis 10 ml, entsprechend circa 3 bis 5 ml Serum, gewonnen werden.
Die Serumproben wurden bei -80°C eingelagert.

Nach ihrem Tod konnte bei allen Tieren aus beiden Augen 10 pl Kammerwasser
gewonnen und bei -80 °C eingefroren werden. Nur bei der Enthahme an einem Auge
eines Tieres trat eine leichte blutige Verschmutzung auf. Alle anderen Proben waren
klar.

Die Serum- und Kammerwasserproben wurden flr andere Projekte verwendet.

5.6 Augen- und Sehnervenentnahme

Nach der Kammerwasserentnahme wurden allen Tieren die Augen entnommen und
der daran anschlieBende Sehnerv in einer Ladnge von circa 3 mm erhalten. Die
Augen und Sehnerven wurden getrennt fixiert und aufbewahrt. Abbildung 25 zeigt
das praparierte Auge unter dem Mikroskop vor und nach der Abtrennung des

Sehnervs.

Abbildung 25: Die Abbildung =zeigt links ein prépariertes Auge und den daran
anschlieBenden Sehnerven. Rechts ist die Trennung von Sehnerv und Auge zu sehen.
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Aus den fixierten Augen wurden Flachpraparate der Retinae mit Brn-3a-Antikorpern
gefarbt, um die retinalen Ganglienzellen in verschiedenen Gesichtsfeldern unter dem
Mikroskop auszuzahlen. Allerdings haben die Brn-3a-Antikérper nicht gebunden,
wodurch die Farbung gescheitert war. Die geplante Auszd&hlung war somit nicht
moglich. Aus nachfolgenden Studien der Arbeitsgruppe ist aber bekannt, dass die
Immunisierung mit GFAP, MBP und Sehnerv-Homogenat zu einem Verlust von
retinalen Ganglienzellen fihrt (Reichmann et al., 2008).

5.7 Gehirnentnahme und Histologische Untersuchung

Es wurden allen Ratten die Gehirne entnommen und fixiert. Sie wurden geschnitten
und mit der Luxol Fast Blue- und Kresylviolett-Farbung gefarbt.

In der Abbildung 26 sieht man in zwei verschiedenen VergréBerungen einen
angefarbten Frontalschnitt durch das Hirn eines Tieres.

Abbildung 26: Links wird eine Ubersichtdarstellung eines mit Luxol Fast Blue und
Kresylviolett geférbten Gehirnschnittes eines Tieres der MBP-Gruppe gezeigt. Rechts ist
eine vergréBerte Darstellung dieses Schnittes im Bereich des Kleinhirns abgebildet.

Quelle: Corinna Miihleib

Als Prédilektionsstellen fur die Lokalisation von Plaques gelten bei der Multiplen
Sklerose:  Sehnerven, Balken, Hirnstamm, insbesondere Briicke  mit
Augenmuskelkernen, Kileinhirn, Kleinhirnstiele, die Pyramidenbahn auf jedem
Niveau, der Boden des IV. Ventrikels, Hinterstrange des Rickenmarks und
insgesamt die weiBe Substanz des Zentralnervensystems. Seltener sind Hirnrinde,
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Basalganglien und Ruckenmarksgrau betroffen (Poeck und Hacke, 2001). Bei der
Experimentellen Autoimmun Enzephalitis finden sich im Prinzip dieselben
Pradilektionsstellen, allerdings ist das Ruckenmark meist friiher und starker betroffen
als das Hirn. In den Lé&sionen finden sich als Zeichen der inflammatorischen
Demyelinisierung perivaskulare Infiltrate von T-Zellen und Makrophagen.

Die Abbildung 27 zeigt in drei verschiedenen VergrdBerungen einen Ausschnitt der
grauen und weiBen Substanz.

eines Tieres der MBP-Gruppe im Bereich des Kleinhirns gezeigt von links nach rechts in
zehnfacher, zwanzigfacher und vierzigfacher VergréBerung.
Quelle: Corinna Muhleib

In der vorliegenden Studie wurden nur die Gehirne der Tiere untersucht und nicht
das Rickenmark. An den genannten Pradilektionsstellen in Hirn wurden bei keinem
der MBP-Tiere Entmarkungsherde oder andere Auffalligkeiten, wie Ansammlungen
von Entzindungszellen, gefunden. Auch bei den Tieren der anderen Gruppen
wurden bei der Untersuchung der geféarbten Hirnschnitte keine Auffélligkeiten
beobachtet.
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6. Diskussion

6.1 Das Experimentelle Autoimmun Glaukom Modell im Vergleich

mit dem Glaukom

Wahrend die Pathogenese des Glaukoms einen sehr langen und schleichenden
Verlauf hat, bei dem der Schaden der retinalen Ganglienzellen sehr langsam
voranschreitet, war der Zeitraum dieser Studie zum Experimentellen Autoimmun
Glaukom mit insgesamt fiinf Wochen sehr kurz.

In der Studie wird die Immunreaktion durch eine Immunisierung kinstlich
hervorgerufen. Durch den Zusatz von Freunds-Adjuvant wird diese Immunreaktion
verstarkt. Der Einsatz von Pertussistoxin soll die physiologischen Barrieren der Blut-
Hirn- und Blut-Retina-Schranke angreifen. Dem gegentber steht der
Krankheitsverlauf des Glaukoms. Diese Erkrankung verlauft langsam und scheint
sich durch immer wiederkehrende Ischamien, oxidative Stressoren nach
Reperfusionen und das gehaufte Auftreten von lokalen Entziindungen selbst zu
verstarken (Gugleta, 2009). Die Autoantikdrper hatten somit lange Zeit, um sich zu
entwickeln, zu vermehren und an den Zielorten anzugreifen.

Trotz dieser Unterschiede scheint das Modell des Experimentellen Autoimmun
Glaukoms geeignet, um die SchlUsselrolle des Immunsystems bei Zellregulationen,
wie dem Fortbestehen und Tod der retinalen Ganglienzellen als Reaktionen auf
zelluldren Stress, ahnlich den Vorgangen beim Glaukom, zu beleuchten. Dabei
kédnnen die Mechanismen untersucht werden, ob und wie bestimmte Auto-Antikérper

gegen spezifische Antigene zu einem Verlust von retinalen Ganglienzellen flhren.

6.2 Augeninnendruck

Die Augeninnendruckmessungen wurden durchgeflihrt, da bei Patienten der erhéhte
Augeninnendruck immer noch einer der wichtigsten klinischen Parameter zur
Diagnostik und Therapiekontrolle des Glaukoms ist (Pfeiffer, 2001).

Die Messungen dieser Arbeit ergaben sowohl zwischen den Gruppen, als auch
zwischen den verschiedenen Zeitpunkien der Studie, keinen signifikanten
Unterschied und bewegten sich fur alle Tiere stets im physiologischen Bereich.

Die hier erzielten Ergebnisse stimmen mit denen anderer Immunisierungsstudien

Uberein. So wurden bei mit Hitzeschockprotein 27 immunisierten Tieren ebenfalls
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keine signifikanten Augeninnendruck-Unterschiede zwischen den Gruppen oder den
verschiedenen Zeitrdumen festgestellt und auch in dieser Studie bewegten sich die
Werte im Normalbereich, wobei ein signifikanter Verlust von retinalen Ganglienzellen
im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisbar war (Joachim et al., 2009).

Der durch Immunisierung verursachte Verlust retinaler Ganglienzellen findet in
diesem Tiermodell demnach ohne eine Augeninnendruckerhéhung statt.

Die Augeninnendruckmessungen sollten in weiteren Versuchsreihen weiterhin
durchgefihrt werden, um die Ergebnisse zu verfestigen. AuBerdem kdnnte es
moglich sein, dass durch die erhéhte Permeabilitdt der Blut-Hirn- und der Blut-
Retina-Schranke, die durch den Einsatz von Pertussistoxin erzeugt wird, ein
Einstrom von Substanzen aus der Blutbahn ins Kammerwasser entsteht (Brlickener
et al., 2003). Sollte dieser so stark werden, dass der Abfluss des Kammerwassers
ihn nicht kompensieren kann, wéare eventuell auch ein Anstieg des
Augeninnendrucks mdglich. Dieser wéare dann aber von der Immunisierung
unabhangig und nur durch den Versuchsaufbau bedingt. Um in einem solchen Fall
keine falschen Schliisse zu ziehen, muss diese Mdglichkeit in Betracht gezogen
werden.

Es gibt verschiedene Theorien zur Rolle des Augeninnendrucks und einer
autoimmunen Komponente bei der Glaukomerkrankung. Die Arbeitsgruppe um Wax
vermutet, dass autoimmune Prozesse bei Normaldruckglaukom-Patienten mehr im
Vordergrund stehen kdnnten, als bei Patienten mit erhéhtem Augeninnendruck (Wax
et al., 2008). Komplexe Autoantikdrperprofile mit signifikantem Unterschied zum
Gesunden und auch untereinander wurden sowohl bei Normaldruckglaukom- als
auch bei Offenwinkelglaukom-Patienten nachgewiesen (Reichelt et al., 2008).
AuBerdem gibt es die Theorie, dass die immunologische Situation eines Individuums
oder Tieres es zu einer bestimmten Reaktion auf eine Augeninnendruckerhéhung
pradisponiert. Bis heute ist es unklar, warum Patienten mit okularer Hypertension
keine  retinalen  Ganglienzellverluste  haben, wahrend  Patienten  mit
Normaldruckglaukom solche bereits bei physiologischen Augeninnendruckwerten
verzeichnen oder auch warum einige Patienten sehr gut auf eine medikamentdse
Augeninnendrucksenkung reagieren und andere bei gleicher Senkung weiterhin
progrediente Ganglienzellverluste einbliBen (Musch et al., 2009). Bei verschiedenen
Rattenstdmmen wurde eine Augeninnendruckerh6hung durchgefihrt. Dabei kam es
in den unterschiedlichen Stdmmen trotz beinahe identisch erhéhtem

Augeninnendruck zu signifikant unterschiedlichen Verlusten von retinalen
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Ganglienzellen. Dieser Unterschied korrelierte nach Meinung der Autoren mit der
Immunsystem-Aktivitat der Stdmme (Bakalash et al., 2002). In anderen Studien an
Tiermodellen, zeigte sich ein Zusammenhang zwischen den retinalen
Ganglienzellverlusten und der Funktion T-Zell-vermittelter protektiver Immunitat. Bei
Abwesenheit reifer T-Zellen war der Verlust retinaler Ganglienzellen gréBer (Kipnis et
al., 2001; Schori et al., 2001; Schwartz und Kipnis, 2001). Des Weiteren korreliert der
verstarkte Verlust retinaler Ganglienzellen mit der Mdglichkeit der Induktion einer
Experimentellen Autoimmun Enzephalitis (Kipnis et al., 2001) und einer
Immundefizienz (Bakalash et al., 2002).

All diese Studienergebnisse zusammengenommen legen nahe, dass eine
autoimmune Komponente, unabhangig vom erhéhten Augeninnendruck, einen
retinalen Ganglienzellverlust verursachen kann bzw. fehlende
Reparaturmechanismen den Schaden bedingen, wahrend eine Erhéhung des
Augeninnendrucks nur bei einer bestimmten immunologischen Verfassung des
Individuums zu solchen Verlusten fuhrt.

6.3 Fundusuntersuchung

Augenhintergrundspiegelung und Fundusbeurteilung sind in der Augenheilkunde,
nicht nur beim Glaukom, sondern bei einer ganzen Reihe von weiteren
Erkrankungen, einer der wichtigsten Befunde zur Diagnostik  und
Verlaufsbeobachtung (Grehn, 2007a). Die bildliche Dokumentation lasst direkte
Vergleiche zwischen Voraufnahmen und dem aktuellen Status zu. Der glaukomatdse
Schaden ist insbesondere durch eine Exkavation der Papille gekennzeichnet.

Bei keinem der Tiere ergab sich zu einem Zeitpunkt der Studie ein auffalliger Befund
der Papille oder der GefaBe des Augenhintergrundes. Auch beim Vergleich der
Bilder eines Tieres zu den verschiedenen Zeitpunkten lieBen sich keine Unterschiede
feststellen.

In einer anderen Studie wurden am Experimentellen Autoimmun Glaukom ebenfalls
Fundusaufnahmen angefertigt, in denen auch keine pathologischen Veranderungen
zu sehen waren (Joachim et al., 2009).

Da durch den Aufbau beider Studien nur Frihschadden erzeugt werden,
glaukomatése Schaden auf Fundusbildern aber meist erst spat erkennbar werden

(Grehn, 2007b), waren diese Ergebnisse weitestgehend zu erwarten.
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Trotzdem ist es sinnvoll die Fundusaufnahmen in nachfolgenden Studien
weiterzufihren, da es moglich sein kdnnte, entweder durch eine Erhéhung der
Konzentration der Antigene und somit auch der Antikdrper, oder durch Verlangerung
der Studienzeit doch sichtbare Schaden am Fundus hervorzurufen. So sind z.B.
parapapillare Hamorhagien ein Zeichen fir lokalisierte Ganglienzellverluste (Jeoung
et al., 2008) und kénnten in nachfolgenden Studien eventuell auftreten.

Da bei den mit Hitzeschockprotein 27 immunisierten Tieren bereits retinale
Ganglienzellverluste nachgewiesen wurden (Joachim et al., 2009), ist bewiesen,
dass Veranderungen am Fundus vorliegen. Die Fundusspiegelung und Fotographie
scheint nur nicht sensitiv genug zu sein, diese nachzuweisen. In Zukunft ware es
wilnschenswert ein deutlich sensitiveres Verfahren anwenden zu kdnnen. Dafir
wirde sich zum Beispiel die okuldre Koharenz Tomographie (OCT) anbieten. Dies ist
ein modernes bildgebendes Untersuchungsverfahren, mit dem Schnittbilder des
Augenhintergrundes in sehr hoher Auflésung gemacht werden kénnen (Schuman et
al., 1995). So kann bei Glaukompatienten bereits einige Jahre vor der Entstehung
von Gesichtsfeldausfallen eine Verdinnung der Nervenfaserbindel am
Sehnervenkopf nachgewiesen werden, die dem Untersucher bei der Funduskopie
entgangen ware (Chen und Lee, 2007). AuBerdem kann das Verfahren sogar
Informationen Uber den Blutfluss in retinalen GefaBen und den Sauerstoffgehalt des
retinalen Gewebes liefern (van Velthoven et al.,, 2007). Das Verfahren kdnnte
geeignet sein, auch im EAG-Modell eine Abnahme der retinalen Schichten und einen
Verlust von retinalen Ganglienzellen nachzuweisen, denn bei einem Tiermodell mit
Ratten zu chirurgisch induzierter okularer Hypertension hat es sich bereits zur
Analyse der Strukturen von Sehnervenkopf und Retina bewahrt (Guo et al., 2005).

6.4 Visuell evozierte Potentiale

Untersuchungen von Kontrast-, Bewegungs- und Flickerwahrnehmung eignen sich
zur Frihdiagnose des Glaukoms, auch wenn diese Verfahren in der Klinik auf Grund
ihres aufwendigen Versuchsaufbaus noch keine Routine geworden sind. Schon vor
dem Auftreten typischer Gesichtsfeldausfalle sind Veradnderungen von visuell
evozierten Potentialen, wie z.B. Latenzverzégerungen, Amplitudenerniedrigungen
und Formveranderungen, erfassbar (Grehn, 2007b). In einer Studie an 49 Patienten
mit okularer Hypertension zeigten 24 Patienten pathologische VEP-Befunde. Im
Verlauf entwickelten genau diese Patienten glaukomatése Gesichtsfelddefekte,
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wahrend die Patienten mit VEP-Normalbefund auch in den Nachkontrollen weiterhin
keine Gesichtsfeldausfalle hatten (Bray et al.,, 1991). Den visuell evozierten
Potentialen wird somit beim Glaukom prognostische Bedeutung nachgesagt, da der
Nachweis von Schaden am vorderen optischen System vor Einsetzen von
Gesichtsfelddefekten erbracht werden kann.

Es gibt bislang keine Immunisierungsstudien zum Glaukom, in denen auch visuell
evozierte Potentiale durchgefthrt wurden.

In verschiedenen Studien zur Experimentellen Autoimmun Enzephalitis, bei der auch
des Ofteren eine Augenbeteiligung im Sinne einer Optikusneuritis zu verzeichnen ist,
wurden bei der Durchfuhrung von visuell evozierten Potentialen widersprichliche
Ergebnisse erzielt. So gibt es Studien, die eine Latenzverlangerung und
Formveradnderungen der Amplitude nach einem Zeitraum von finf Wochen
beschreiben (Diem et al.,, 2008). In einer anderen Studie waren die VEP-
Veranderungen immer nur dann nachzuweisen, wenn auch Kklinisch auffallige
neurologische Symptome vorlagen (Bilbool et al., 1983). In einer Studie an Lewis-
Ratten mit akuter und chronischer EAE konnten keine VEP-Veranderungen
beobachtet werden, obwohl in den somatosensiblen evozierten Potentialen
pathologische Veranderungen nachweisbar waren (Deguchi et al., 1992).

6.4.1 Bewertung der Latenzzeiten

Die Latenzzeit gilt als AnalogmaB fir den Zeitbedarf der Sehbahn. Eine
Latenzverlangerung deutet auf eine Leitungsverzégerung im Verlauf des Sehnervs
hin, sie korreliert dabei mit dem Zustand der Markscheiden (Stéhr et al., 2005).

Zur Bestimmung der Latenzzeit wurden in dieser Arbeit die Ergebnisse eines
transienten VEPs verwendet. In den vorliegenden Ergebnissen zeigten sich bei allen
Priftieren im Vergleich zur Kontrollgruppe leicht verldngerte Latenzen, in der On-
Phase bis zum positiven und zum negativen Ausschlag und in der Off-Phase bis zum
positiven Ausschlag. Der Unterschied liegt im Millisekundenbereich und ist somit
sehr gering und nicht signifikant.

In diesem Tiermodell geht der durch Immunisierung erzeugte retinale
Ganglienzellverlust mit einer geringen Latenzverlangerung einher, die allerdings in
diesem Versuchsaufbau keine statistische Relevanz erzielen kann.

Setzt man voraus, dass der retinale Ganglienzellverlust bei den immunisierten Tieren
ahnliche Lokalisationen aufweist wie bei Glaukompatienten (Wax et al., 2008), sind

die Ergebnisse folgendermaBen zu erkléren: Bei Glaukompatienten kommt es zuerst
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zu einem Ausfall der parafovealen Faseranteile (Qiugley, 1993; Araie, 1995). Die
somit unbeeintrachtigten fovealen Faseranteile, die etwas langsamer leiten, tragen
aber mehr zur Entstehung des Potentials bei, da sie in der Hirnrinde Gberproportional
reprasentiert sind (Poeck und Hacke, 2001a). So kommt es bei dieser Konstellation
zu einer milden Verzégerung der Gesamtlatenz, die als Pseudolatenzverzégerung
bezeichnet wird (Maurer et al., 2005). Da bei den hier verwendeten blitzevozierten
Potentialen die Standardabweichung der Latenzen circa dreimal so hoch ist, wie bei
musterevozierten Potentialen (Halliday, 1976), kann dieser eventuell nur sehr feine
Unterschied zwischen den Tieren keine statistische Relevanz erreichen. Der
Versuchsaufbau lasst aber nur blitzevozierte Potentiale zu, weil bei musterevozierten
Potentialen eine Blickfixierung notwendig ist, die bei den wachen und
freibeweglichen Ratten nicht méglich ist.

Neben Studien, die visuell evozierten Potentialen bei der Friherkennung des
Glaukoms eine Sensitivitdt und Spezifitat von beinahe 100 % zuschreiben und von
einer mittleren Latenzverzégerung bei Glaukompatienten von 25 ms berichten
(Klistoner et al., 2007), gibt es ebenso Studien, die die Aussagekraft der visuell
evozierten Potentiale eher als gering einschatzen. So waren bei Glaukompatienten
die VEP-Latenzen nur um circa 1 bis 3 ms verlangert (Rodarte et al., 2006). Ein
solcher Unterschied ist auf Grund der hohen interindividuellen Varianz nur in Studien
mit sehr hoher Probandenzahl bestimmbar. Demzufolge wéare die Bestimmung der
Latenzzeit zur friihen Glaukomdiagnostik bei Tierversuchen eher weniger geeignet.

6.4.2 Beurteilung der Amplitudenhéhe

Die Bewertung von Amplituden und Formunterschieden ist nicht einfach, da es eine
groBe interindividuelle Variationsbreite gibt (Vogel, 2006). Die Héhe der Amplitude
korreliert mit der Anzahl der leitenden Fasern (Stdéhr et al., 2005) und eine
Amplitudendepression mit der Abnahme des Sehfunktion (Maurer et al., 2005).

Als typischer VEP-Befund bei Patienten mit Glaukom oder Optikusneuritis finden sich
eine  Amplitudenerniedrigung und eine Formverdnderung im Sinne einer
Verbreiterung der Amplitude (Grehn, 2007b).

Keiner dieser Befunde war bei den Tieren dieser Arbeit nachweisbar. Im Gegensatz
zu den erwarteten Ergebnissen sind die Amplituden aller immunisierten Tiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe erhdéht. Auch wenn dabei keine statistische Relevanz
erzielt wurde, so bestatigen sich diese Ergebnisse sowohl in den transienten als
auch in den stationdren Potentialen. Dabei ist die Amplitude der MBP-Gruppe in den
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stationéren Flicker-VEPs bei 7,5 Hz sogar bald doppelt so hoch wie die Amplitude
der Kontrollgruppe. Eine Erhéhung der Amplitude ist bisher in der Literatur nicht
beschrieben und mégliche Erklarungsmodelle deshalb schwer zu finden.

Der erste Gedanke, dass die Ergebnisse durch einen Messfehler zustande kommen,
ist durch den Versuchsaufbau und die Messreihenfolge der Tiere eigentlich
ausgeschlossen. In der hier vorliegenden Arbeit kdnnte sich die Amplitudenerhéhung
der drei immunisierten Gruppen im Gegensatz zur Kontrollgruppe eventuell durch
den Einsatz von Pertussistoxin und Freunds Adjuvant erklaren. Die Kontrollgruppe
erhielt diese beiden Substanzen gar nicht. In nachfolgenden Studien kénnte diese
Theorie durch eine zusétzliche Gruppe, die nur mit diesen beiden Substanzen
immunisiert wird, verifiziert werden.

Wenn man davon ausgehen will, dass die Amplitudenerhéhung sich durch die
gebildeten Autoantikérper bedingt ist, ware es eine Theorie, dass in der
Kontrollgruppe ein Verlust der Sehfunktion oder in den immunisierten Gruppen eine
,verbesserung der Sehfunktion“ statt gefunden hat. Fir beide M&glichkeiten gibt es
aber keine plausible Erklarung. Von einigen Arbeitsgruppen wurden fir Auto-
Antikérper neben destruktiven Effekten auch regulatorische Funktionen, wie z.B. die
Modulation der Aktivitdt und Funktion bestimmter Zielmolekille, beschrieben
(Erlanger, 1989; Kulberg, 1999). So kénnten einige Auto-Antikdrper protektive
Effekte haben und der Verlust dieser Antikérper zur Entwicklung eines Glaukoms
bzw. zu einem hdheren Risiko an einer Glaukomerkrankung fihren. In den Serum-
und Kammerwasseranalysen der Arbeitsgruppe um Grus und Joachim sind neben
erhéhten Auto-Antikdrper bei  Offenwinkelglaukom- und Normaldruckglaukom-
Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe auch Erniedrigungen einiger Antikdrper zu
finden (Joachim et al., 2005). Es kdnnte durchaus mdglich sein, dass eben diese
erniedrigten Antikérper wichtige Funktionen innehaben. Eine kinstliche Erhéhung
dieser Antikérper kénnte neuroprotektive Effekte auslésen. GFAP gehért zu diesen
bei Offenwinkelglaukom- und Normaldruckglaukom-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe erniedrigten Antikdrpern (Reichelt et al., 2008). Diese Hypothese wird
auch von der Arbeitsgruppe um Schwartz unterstitzt, die daran arbeitet
Glaukompatienten eventuell mit einer Starkung dieser protektiven natlrlichen
Autoimmunitat, im Sinne einer Impfung, behandeln zu kénnen (Fisher et al., 2001;
Schwartz, 2004 und 2007). So gehen im Hinblick auf das Glaukom einige
Arbeitsgruppen davon aus, dass wohl eher eine Immunmodulation als eine

Immunsuppression, wie bei anderen Erkrankungen als Therapie angewandt,
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neuroprotektive Wirkung erzielen kénnte (Schwartz, 2003; Bakalash et al., 2003). Ob
es auch moglich sein kénnte, durch Immunisierung positive Mechanismen
auszuldsen und so sogar die Sehfunktion zu verbessern, ist auBerst fraglich und zum
jetzigen Zeitpunkt nur Spekulation. Zur genaueren Klarung missen weitere Studien
beitragen.

6.4.3 Bewertung des Kontrastssehens

Ein wichtiger Parameter zur Bewertung der Sehfunktion ist das Kontrastsehen.
Glaukompatienten (Schmeisser und Smith, 1989; Breton et al., 1991; Tyler, 1981)
und Patienten mit Optikusneuritis (Nakayama et al., 1993) haben eine verminderte
zeitliche Kontrastsensitivitdt. Das bedeutet, dass das Kontrastsehen frih und intensiv
verandert ist. Bei Sehnervenerkrankungen allgemein gilt, dass das raumliche (Antal
et al.,, 2001; Bodis-Wollner et al., 1979) und zeitliche (Martus et al., 2000)
Kontrastsehen friiher und starker verandert sind als andere funktionelle Parameter,
wie zum Beispiel die Sehschéarfe (Spekreijse und Apkarian, 1986; Vedula et al.,
2007). Zur Uberpriifung des raumlichen und zeitlichen Kontrastsehens ist die VEP-
Ganzfeldstimulation besonders geeignet.

S (Steigung) reprasentiert die Mdglichkeit des visuellen Systems der Ratte durch den
Helligkeitsanstieg eines Flickerstimulus moduliert zu werden und ist dabei
unabhéangig von der absoluten Amplitude. Der Wert S hat sich in Studien von Jehle
bereits als Parameter bewéahrt, der in Tiermodellen differenziert auf auBere Einflisse,
wie Narkosemittelgabe, Ischamie der Retina und Sehnervenkompression reagiert. Er
dient somit zur Quantifizierung der residualen visuellen Funktion von Ratten. In
Studien von Doktor Jehle zeigte sich, dass sich die Berechnung des Markers S bei
Flicker-Frequenzen von 19 Hz besonders fiir geringere Schaden eignet, wahrend die
Berechnung bei Frequenzen von 7,5 Hz besonders fir starkere Schaden geeignet ist
(Jehle et al., 2009).

Durch TR (Temporale Antworten), die temporale Kontrast Funktion, wird die
Abhangigkeit der VEP-Amplitudenhéhe von verschiedenen Blitzfrequenzen
verdeutlicht. In seinen Studien bewies Jehle bereits, dass die Hohe der
Antwortamplitude in Ratten abhangig von der Frequenz ist (Jehle et al., 2009). Die in
dieser Studie erzielten Amplituden sind am héchsten bei Frequenzen um circa 17 Hz.
Dies entspricht den Werten, die Jehle bei den von ihm untersuchten Brown Norway
Ratten erzielte (Jehle et al., 2009). Durch die Berechnung von TR wird
berlcksichtigt, dass Antworten bei héheren Reizfrequenzen vulnerabeler fir duBere
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Manipulation sind. Bei einem Friihschaden des Sehnervs bei Glaukompatienten sind
pathologische Verdnderungen beispielsweise deutlicher in Antworten auf einen
hdherfrequenten Flicker-Stimulus (Holopigian et al., 1990). TR reagiert immer relativ
stark und kann zwischen den verschiedenen AusmaBen eines Schadens schlechter
differenzieren. Der Marker hat eine groBe Sensibilitat bei kleiner Variationsbreite. Er
kann funktionelle Defizite des visuellen Systems aufdecken, dabei das AusmalB des
Schadens aber nicht quantifizieren.

In den Ergebnissen der visuell evozierten Potentiale dieser Studie zeigen alle
immunisierten Tiere sowohl fir S als auch fir TR héhere Werte als die Kontrolltiere,
jedoch ohne statistisch relevant zu werden. Wie schon bei der Beurteilung der
Amplitudenhdhe diskutiert, kommen als mégliche Theorie positive Effekte durch die
Immunisierung in Frage. Wahrscheinlicher scheinen aber Auswirkungen der
Substanzen Pertussistoxin und Freunds Adjuvant. Ein Messfehler ist eigentlich
ausgeschlossen.

In nachfolgenden Studien sollten weiterhin beide Marker bestimmt werden, denn das
AusmalB einer Behandlung oder einer Manipulation I&sst sich insbesondere bei
neuen Forschungstheorien, wie in dieser Arbeit, schwer vorhersagen. Nur durch die
Kombination beider Werte kann sowohl ein kleiner als auch ein groBerer Schaden
entdeckt werden. Sollten die zukinftigen Studien Uber einen langeren Zeitraum und
eventuell mit Antikbrpern in héherer Dosierung arbeiten, sind Ergebnisse wie in
dieser Studie eher nicht mehr zu erwarten, denn es ist von einem Verlust von
retinalen Ganglienzellen auszugehen, wie bei den mit Hitzeschockprotein 27, MBP,
GFAP, Vimentin und Sehnerv-Homogenat immunisierten Ratten durch histologische
Auszahlung der retinalen Ganglienzellen bewiesen (Reichmann et al., 2008; Joachim
et al., 2009).

6.4.4 Vorschlage zur Erweiterung der Methode

Durch die bisher erzielten Ergebnisse der visuell evozierten Potentiale lassen sich
keine eindeutigen Schllisse ziehen. Es waren Unterschiede zwischen den
verschiedenen Gruppen nachweisbar, jedoch erzielten diese Unterschiede keine
statistische Signifikanz. Eine leichte Latenzverminderung, eine Amplitudenerhéhung
und eine ,Verbesserung“ des Kontrastsehens bei den immunisierten Gruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe sind eine Konstellation, die so noch nicht in der Literatur
beschrieben wurde. In weiteren Studien bleibt es zu klaren, ob sich die Ergebnisse
bestatigen lassen. Eventuell kdnnten eine gréBere Gruppenstarke und mehr als zwei
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Ableitungen der visuell evozierten Potentiale dazu beitragen, dass statistische
Relevanz erzielt wird.

Da es bezlglich der Amplitude der visuell evozierten Potentiale groBe
interindividuelle, aber geringere intraindividuelle Unterschiede gibt (Maurer et al.,
1988), kbnnte es zur besseren Interpretation der Werte beitragen, die Potentiale
nicht nur einmal am Ende der Studie abzuleiten, sondern zu mehreren Zeitpunkten
im Studienverlauf. Eine Messung vor Immunisierung und spatere Messungen
kdnnten fUr jedes Tier einzeln miteinander verglichen und so Unterschiede der
Gruppen verstarkt hervorgehoben werden. Das hier angewandte Modell ist ein
chronisches Implantatmodell und somit sind Messungen zu mehreren Zeitpunkten
mdglich. Von mehreren Arbeitsgruppen wurde bereits berichtet, dass die durch
chronische Implantatmodelle erzielten Ergebnisse Uber eine gewisse Zeit stabil sind
(Brankack und Klingberg, 1990; Bringmann und Klingberg, 1995; Guarino et al.,
2004; Jehle et al., 2008, 2009).

Die Verluste der retinalen Ganglienzellen sind bei Glaukompatienten nicht immer an
beiden Augen gleich stark ausgepragt. Da flr das in dieser Arbeit etablierte
Tiermodell noch keine groBen Erfahrungswerte vorliegen, kénnte es auch interessant
sein, die Augen der Tiere getrennt zu untersuchen. Der Versuchsaufbau ermdglicht
dies in zweierlei Hinsicht. Zum einen hat die Arbeitsgruppe um Jehle bereits damit
Erfahrung gemacht, den Tieren ein Auge mit einer Klappe zu verblinden, was die
Tiere nach kurzer Eingewdhnungszeit durchaus gut tolerieren (Jehle et al., 2008).
Zum anderen koénnten die zwei gemessenen Kanale dber den beiden
Hirnhemisphéaren getrennt voneinander ausgewertet werden, da bei den Ratten mehr
als 90 % der retinalen Axone nicht im Chiasma opticum kreuzen (Schober, 1975),
sondern nur eine kleine Subpopulation (Wizenmann et al., 1993). So entspricht zum
Beispiel dem rechten Auge der kontralateral Uber der linken Hemisphéare abgeleitete
Kanal.

Eventuell sind zum Nachweis von retinalen Ganglienzell-Verlusten beim
Experimentellen Autoimmun Glaukom-Modell visuell evozierte Potentiale an wachen
Ratten aber auch nicht ideal um Frihsch&den zu entdecken, da die Potentiale bei
der Ganzfeldreizung erst pathologisch sind, wenn insgesamt bereits grdBere
Gesichtsfelddefekte vorliegen (Maurer et al., 1988).
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6.4.5 Elektroretinogramme als alternatives elektrophysiologisches Verfahren
Visuell evozierte Potentiale prifen die komplette Reizweiterleitung vom Rezeptor
Uber die intraretinale Verarbeitung, die gesamte Sehbahn bis hin zur kortikalen
Verarbeitung. Insbesondere interessieren im Zusammenhang mit dieser Arbeit aber
die retinalen Ganglienzellen. Deren Funktion kann zum Beispiel durch ein
ergadnzendes Muster-Elektroretinogramm isoliert bestimmt werden. Als sensitiver
Test fir die Funktion der retinalen Ganglienzellen hat sich diese Methode bewéhrt,
denn Muster-Elektroretinogramme sind geeignet Stérungen der elektrischen Antwort
der retinalen Ganglienzellen bereits im Frihstadium aufzuzeigen (Pfeiffer et al.,
1993). Das Elektroretinogramm ist schon von verschiedenen Arbeitsgruppen bei
Tiermodellen, auch bei Ratten, eingesetzt worden (Ben-Shlomo und Orti, 2006;
Danias et al., 2006; Jehle et al., 2008 und 2009). Nach Hinweisen aktueller Studien
scheint eine Komponente des Elektroretinogramms ein sensitiver Indikator fir
glaukomatésen Schaden zu sein (Colotto et al., 2000; Viswanathan et al., 1999 und
2001). Wahrend visuell evozierte Potentiale durch ihre groBe Variabilitat nicht sehr
sensitiv scheinen. Bei einer Studie an Affen, bei denen durch Laserkoagulation des
Trabekelwerkes ein erhéhter Augeninnendruck provoziert wurde, zeigte sich eine
direkte Korrelation zwischen den Elektroretinogrammen und den spater histologisch
nachgewiesenen Ganglienzellschaden. Die Affen dieser Studie wurden auch mit
visuell evozierten Potentialen untersucht. Dabei zeigte sich, dass diese variabeler
waren und somit den Schaden nicht so gut nachweisen konnten wie die
Elektroretinogramme (Johnson et al., 1989). Bei Patienten mit okularer Hypertension
konnte das Elektroretinogramm mit einer Sensitivitat von 80 % und einer Spezifitat
von 71 % ein Jahr vor Konversion in ein manifestes Glaukom diese Progression
bereits vorhersagen (Bach et al., 2006).

Auch beim Experimentellen Autoimmun Glaukom-Modell an Ratten kénnte sich diese
Methode also eignen Schaden im Sinne eines Untergangs der retinalen
Ganglienzellen zu erkennen, noch bevor diese in der Fundusuntersuchung oder
visuell evozierten Potentialen detektierbar sind. Die Mitarbeiter um Jehle haben diese
Methode zur Friherkennung eines Schadens in einem Ratten-Modell zu okularer
Hypertension bereits mit Erfolg eingesetzt (Jehle et al., 2008). Die Kombination von
Elektroretinogrammen mit visuell evozierten Potentialen erlaubt die Differenzierung
zwischen Erkrankungen der Netzhaut und Erkrankungen der Sehbahn (Stéhr et al.,
2005). Dies ware auch fir das Experimentelle Autoimmun Glaukom-Modell
interessant, um die Lokalisation der Schadigung genau zu definieren.
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6.5 Myelin basisches Protein-Gruppe
Die MBP-Gruppe soll in dieser Arbeit getrennt von den anderen beiden
immunisierten Gruppen besprochen werden, da sich die Pathomechanismen

vermutlich von einander unterscheiden.

6.5.1 Histologische Gehirnuntersuchung

Da Antikdrper gegen MBP in der Forschung bereits dazu eingesetzt werden in Tieren
eine Experimentelle Autoimmun Encephalomyelitis (EAE) zu erzeugen, wurden den
Tieren die Gehirne entnommen und histologisch auf Entmarkungsherde untersucht.
Die Experimentelle Autoimmun Encephalitis ist ein Tiermodell, das einen mdglichen
Pathomechanismus der Multiplen Sklerose darstellen soll.

Typisch fir die Multiple Sklerose und Experimentelle Autoimmun Enzephalitis sind
entziindliche Entmarkungsherde in der weiBen Substanz des gesamten
Zentralnervensystems, die auch als Plaques bezeichnet werden. Bei der Multiplen
Sklerose ist eine héaufige Friherscheinung die Retrobulbdrneuritis bzw.
Optikusneuritis (Poeck und Hacke, 2001b). Eine &hnliche Erscheinung wird im
Tiermodell beobachtet. Sie wird als Experimentelle Optikusneuritis (EON) bezeichnet
und ist durch eine inflammatorische Demyelinisierung des Sehnervs, eine axonale
Verletzung und Apoptose von retinalen Ganglienzellen gekennzeichnet (Shindler et
al., 2008).

Es ist demnach von Interesse, ob bei den Tieren der MBP-Gruppe
Entmarkungsherde im Gehirn vorliegen. Aber auch bei den anderen immunisierten
Gruppen ist es sinnvoll, eine Untersuchung des Gehirns durchzufiihren, um zu
kontrollieren, ob auch die Immunisierung mit diesen Antigenen bei beschadigter Blut-
Hirn-Schranke Schaden am Gehirn erzeugt. Im selbst hergestellten Sehnerv-
Homogenat sind Proteine, wie zum Beispiel Myelin basisches Protein, Proteolipid
Protein und Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein enthalten, die als Antigene im
Modell der Experimentellen Autoimmun Enzephalitis eingesetzt werden (Mannie et
al., 2009).

In der vorliegenden Studie wurden an den fixierten Gehirnen keine
Entmarkungsherde oder andere auffélligen Pathologien gefunden, insbesondere
nicht an den oben bereits erwdhnten Pradilektionsstellen. Zwischen den
verschiedenen Gruppen waren keine Unterschiede zu erkennen. Zu keinem

Zeitpunkt der Studie gab es bei den Tieren neurologische klinische Auffalligkeiten.
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Es ist bekannt, dass klinische und histologische Zeichen bei Lewis Ratten nur in
einem bestimmten Zeitraum nachzuweisen sind (Beeton et al., 2007). In einer
Immunisierungsstudie an Lewis-Ratten, bei der zum einen der
Beobachtungszeitraum langer war und zum anderen eine Booster-Immunisierung
durchgefliihrt wurde, wurden bei den Tieren der MBP-Gruppe Lahmungserscheinung
auffallig und bewertet (Gramlich et al., 2008; Reichmann et al., 2008). Es ist bekannt,
dass die Demyelinisierung von Strukturen im Hirn mit klinisch neurologischen
Zeichen Kkorreliert (Zargari et al., 2007). Dabei konnte sogar ein kausaler
Zusammenhang zwischen dem AusmalB der Entziindung und dem Axonschaden,
sowie dem Grad der neurologischen Behinderung der Tiere beobachtet werden
(Wuijek et al., 2002).

Neben einer Gehirnuntersuchung am Ende der Studie, sollte bei klinischen Zeichen
der Tiere, ein EAE-Score erhoben werden, bei dem die Beweglichkeit der Tiere
bewertet wird. Aus den Studien zur Experimentellen Autoimmun Enzephalitis ist
bekannt, dass die Tiere 7-12 Tage nach Immunisierung L&hmungserscheinungen
des Schwanzes und der Extremitaten bis hin zur vollstandigen Paralyse entwickeln
kdnnen. Der Schweregrad der Ld&hmung ist abhdngig von der Konzentration des
verabreichten MBPs (Davis, 1999). Es ist bereits eine gangige Eingruppierung in
Schweregrade flir die Versuchstiere beschrieben und etabliert (Devaux, Enderlin et
al., 1997). Die Werte der Untersuchung kénnten zwischen den Gruppen und den
verschiedenen Zeitpunkten verglichen werden.

AuBerdem kdénnte zusatzlich zur histologischen Untersuchung des Gehirns auch eine
histologische Untersuchung des Rickenmarks durchgefihrt werden. Wie aus
aktueller Literatur bekannt korreliert die Lokalisation der L&sionen mit den klinischen
Zeichen (Wujek et al., 2002). Auf Grund der bisher beschriebenen Symptome bei
M&ausen und Ratten sind die Lasionen wahrscheinlich vorwiegend im Rickenmark
lokalisiert.

6.5.2 Hypothesen zum Pathomechanismus bei Immunisierung mit Myelin
basischem Protein

Immunologische Vorgéange bei der Experimentellen Autoimmun Enzephalitis, welche

Vorgange bei der Multiplen Sklerose simuliert, sind bereits gut verstanden.

Durch Pertussistoxin werden die Blut-Hirn- und die Blut-Retina-Schranke

geschwacht, denn in verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass eine Erhéhung der

Antikbrper gegen Myelin basisches Protein zwar zu einer Verstarkung der

72



Erkrankung flhrte (Guo et al., 2004), in gesunden Tieren alleine aber keine
Erkrankung ausldste (Schluesener et al., 1987). Dies legt nahe, dass Antikérper
gegen Myelin basisches Protein die intakte Blut-Hirnschranke nicht passieren und
auch nicht schadigen kénnen, bei Vorschaden aber dazu in der Lage sind diese zu
verstarken. Im Modell der Experimentellen Autoimmun Enzephalitis findet nach der
Immunisierung bei den Tieren eine T-Zell-bedingte Entziindungsreaktion statt. Dabei
dringen MBP-spezifische CD-4-postive-T-Zellen mittels eines Homing-Prozesses
durch die Blut-Hirn-Schranke in das Hirngewebe ein und bewegen sich frei im
Parenchym (Odoardi et al., 2007). Die T-Zellen binden dann an MHC-II-Antigen
reprasentierende Zellen, z.B. Endothelzellen, Mikroglia und Astrozyten. So kommt es
zu einer Ausschittung proinflammatorischer  Zytokine, = Chemokine und
Adhasionsmolekiile (Odoardi et al., 2007). Dabei kommt es auch zu
prokoagulierender Aktivitat und einem verstarkten Untergang der Blut-Hirn-Schranke
(Tabira, 1989). Es folgt eine Antikdrper-abhangige Demyelinisierung, denn Myelin
basisches Protein, ein trans-Membran-Protein mit einem spezifischen Gewicht von
16 kDa, Ubernimmt eine wichtige Rolle bei der Myelinisierung, sowohl im peripheren,
als auch im zentralen Nervensystem. Insgesamt scheinen die Antikbrper gegen
Myelin basisches Protein nicht alleine flr die Immunreaktion verantwortlich zu sein,
sondern es findet vermutlich ein verstérkender Prozess statt, bei dem Myelinproteine
proteolytisch gespalten und von Mikroglia aufgenommen und prasentiert werden. Auf
diese Weise werden noch zusatzliche Antikdrper aktiviert. Insbesondere scheinen
auch die myelinisierten Neurone des Sehnervs betroffen zu sein. Dabei kommt es
neben einer Demyelinisierung auch zum Angriff und zur Zerstérung des Axons
selbst. Liegt eine Verletzung des Axons vor, entsteht eine Stérung des Transports
von Neurotropinen zu den retinalen Ganglienzellen. Dies wurde unter anderem durch
das Nervkompressions-Modell und das Sehnerv-Ischamie-Modell belegt (Anderson
und Hendrickson, 1974; Minckler et al., 1976; Quigley und Addicks 1980; Pease et
al., 2000). Diese Vorgange bedingen den Untergang der retinalen Ganglienzellen.

Bei Patienten mit Multipler Sklerose wurde schon in verschiedenen Studien eine
Erhéhung von Antikérper gegen Myelin basisches Protein im Serum (Paterson et al.,
1981; Reindl et al., 1999; Schmidt et al., 2001; Chamczuk et al., 2002; Vojdani et al.,
2003) und im Liquor (Warren und Catz, 1994; Reindl et al., 1999) festgestellt. Zurzeit
wird untersucht, ob Myelin basisches Protein als Indikator fiir die Starke bzw.
Aktivitat der Multiplen Sklerose dienen kénnte (Berger et al., 2003; Tomassini et al.,
2007). Fir die Erstdiagnose einer Multiplen Sklerose scheint es nicht geeignet (Lim
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et al., 2005). Die genaue Rolle von Auto-Antikérper gegen Myelin basisches Protein
bleibt nach wie vor ungeklart.

Da die Experimentelle Autoimmun Enzephalitis eine T-Zell vermittelte
Autoimmunerkrankung ist, wird daran gearbeitet Gber eine Identifizierung des T-Zell-
Rezeptors (TCR) und seine Blockade eine Immuntherapie zu entwickeln. Im

Tierversuch konnten bereits erste Erfolge verzeichnet werden (Matsumoto, 2000).

6.6 Hypothesen zum Pathomechanismus bei Immunisierung mit
Glia fibrillarem saurem Protein und Sehnerv-Homogenat

Bei den mit Glia fibrillarem saurem Protein und Sehnerv-Homogenat immunisierten
Tieren vermuten wir einen etwas anderen Pathomechanismus. Bei diesem
Pathomechanismus haben die Antikérper méglicherweise eine wichtigere Rolle als
die zellulare Komponente.

In ex vivo Versuchen wurden auf isolierte menschliche Retina Antikérper gegen
Hitzeschockprotein 27 aufgetragen. Durch Endozytose wurden die Antikérper in die
retinalen Gliazellen und die Neurone aufgenommen und konnten dann sowohl im
Zytoplasma als auch in Kernstrukturen nachgewiesen werden. Es kam zu einem
durch Apoptose ausgelOsten Zelltod (Tezel et al., 2000). In der Arbeitsgruppe um
Joachim wurden am Modell des Experimentellen Autoimmun Glaukoms
Ablagerungen von autoretinalen Antikdrpern in der Retina nachgewiesen, die mit
dem Verlust von retinalen Ganglienzellen korrelierten (Gramlich et al., 2009). Bei der
Untersuchung der Augen eines Patienten mit Normaldruckglaukom post mortem
zeigten sich Ablagerungen von Immunglobulin G und Immunglobulin A in den
retinalen Ganglienzellen der inneren und auBeren Retina. Um diese Ablagerungen
zeigten sich Zeichen fur Apoptose der retinalen Ganglienzellen (Wax et al., 1998b).
Dies sind Hinweise fiir einen durch Auto-Antikérper vermittelten retinalen Schaden.
Die Auto-Antikérper erreichen dabei ihre Zielzellen auch durch einen Schaden der
Blut-Hirn-Schranke und der Blut-Retina-Schranke, der durch Pertussistoxin induziert
wird. Einen solchen durch Auto-Antikérper verursachten Schaden gibt es auch bei
der krebs-assoziierten Retinopathie, bei der heterogene kreuzreagierende Antikorper
gegen retinale Antigene und ein durch diese Antikdrper verursachter retinaler
Schaden nachgewiesen werden kdnnen (Khan et al., 2006).

In der hier vorliegenden Studie wurden zur Immunisierung zum einen ein selbst
hergestelltes Sehnerv-Homogenat verwendet. Dieses enthalt ein Gemisch einer
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ganzen Reihe von Antigenen, unter anderem Myelin basisches Protein, Proteolipid
Protein und Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein, wie sie ebenfalls beim Modell der
Experimentellen Autoimmun Enzephalitis eingesetzt werden. Die einzelnen Antigene
sind bei einem Gesamtproteingehalt von 8 mg, der in dieser Arbeit verabreichten
Lésung, im Vergleich zur MBP- und GFAP-Gruppe nicht sehr hoch dosiert. Die
Angriffspunkte sind dadurch deutlich zahlreicher, aber die Reaktionen nicht so stark.

Zum anderen wurde Gliafibrillares saures Protein (GFAP) verwendet. Dieses ist ein
intermediares Filamentprotein mit einem spezifischen Gewicht von 32 kDA und
kommt in Gliazellen, Astrozyten und in den Mdller-Zellen der Retina vor. Es spielt bei
verschiedenen zelluldaren Funktionsprozessen eine Rolle und ist auch an
neurodegenerativen Prozessen beteiligt, zum Beispiel an der Ausbildung einer
Glianarbe. Bei Stress und Verletzungen ist es hochreguliert (Dibas et al., 2008).
Erhdhte Werte dieser Auto-Antikdrper waren auch im Serum von Patienten mit
feuchter Makuladegeneration nachzuweisen (Joachim et al., 2007a). Es zeigten sich
auch deutlich erhéhte Konzentrationen der Antikérper bei Sehnervkompression
(Chen und Weber, 2002) und erhéhtem Augeninnendruck (Lam et al., 2003). Nach
hydrostatischer Druckerh6hung ergaben sich erhdhte Antikérpertiter gegen GFAP in
Astrozyten von menschlichen Sehnerven (Salvador-Silva et al., 2001). Astrozyten
haben eine entscheidende Aufgabe bei der extrazellularen Milieukontrolle, so z.B. bei
der Kontrolle der extrazellularen Kalium-Konzentration und beim Abtransport von
Glutamat. Antikérper gegen Glia fibrillares saures Protein kdénnten diesen
Steuermechanismus der extrazelluldren Milieukontrolle stéren und so zur
Akkumulation toxischer Stoffe und zum Untergang von retinalen Ganglienzellen
fihren.

Die Pathomechanismen des Experimentellen Autoimmun Glaukom-Modells missen
in zukdnftigen Studien weiter erforscht werden. Dass eine zellulare Komponente
ebenfalls beteiligt ist, kann nicht ausgeschlossen werden. AuBerdem ist von
Interesse welche Antikdrper Uber diesen Mechanismus zum Untergang von retinalen

Ganglienzellen fihren.

6.7 Ursprung der Antikorper
Der Ursprung eines Auto-Antikérpers oder einer autoreaktiven Zelle ist in keiner
Autoimmunerkrankung einfach zu ermitteln und bei vielen Erkrankungen sind die

Antikdrper bekannt, ihr Ursprung aber bleibt ungeklart, so zum Beispiel bei der
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Multiplen Sklerose, Diabetes mellitus Typ | und Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises. Um Erkrankungen praventiv zu vermeiden, sollte es das Ziel sein,
diese Urspriinge zu ergrinden. Bisher gestaltet sich dies aber sehr komplex und es
gibt bestenfalls Theorien.

Zum einen gibt es den Ansatz, dass die Auto-Antikbrper schon seit der
Embryonalentwicklung im Ko&rper vorkommen und nur durch die bestehenden
Schranken von der Zerstérung abgehalten werden. Kommt es nun zu Schaden an
diesen Schranken, kdnnen die Antikdrper ihre Antigene erreichen. Wie muss man
sich das vorstellen? In der Embryonalentwicklung sterben retinale Ganglienzellen
zusammen mit ihrem StUtzgertst den Gliazellen, wenn sie keine Konnektierung an
neuronale Zentren erhalten (Vecino et al., 2004). Bei diesem Vorgang werden die
apoptotischen Zellen durch das friilhe Immunsystem entsorgt (Barron, 1995). Der
Kontakt der Antikérper mit ihren Antigenen ist dadurch gewahrleistet, dass die
Zonulae occludentes der Blut-Hirn-Schranke und der Blut-Retina-Schranke zu dieser
Zeit erst im Aufbau sind (Risau et al., 1998). Es sind also keine funktionell intakten
Barrieren vorhanden. Die im Laufe der Entwicklung errichteten Barrieren werden
beim Glaukompatienten méglicherweise durch Hypoxie, Ischamie und Reperfusionen
belastet. Davon scheinen auch retinale Ganglienzellen, sowie die Gliazellen und das
Epithelgewebe betroffen. Die Zonulae occludentes werden dabei anscheinend
geschwacht oder sogar zerstort.

Zum anderen gibt es die Theorie des Molekularen Mimikry, bei der davon
ausgegangen wird, dass durch molekulare Ahnlichkeit von bakteriellen oder viralen
Strukturen, die im Rahmen einer Infektion im Kérper auftauchen, zu kérpereigenen
Strukturen Autoantikérper entstehen und so Erkrankungen ausgelést werden
(Oldstone, 2005). Beispielsweise soll es durch eine Kreuzreaktion zwischen der
klebsiellen-spezifischen Nitrogenase mit HLA B27 zur ankylosierenden Spondylitis
kommen (Pichler et al., 1996). Auch Kreuzreaktionen von Chlamydien-Proteinen mit
HLA B27 wurden beschrieben (Ramos et al., 2002). Diese Theorie gilt es aber noch
zu bestatigen. Interessant ist aber in diesem Zusammenhang, dass bei
Glaukompatienten erhéhte Helicobacter pylori Antikdrper-Werte nachgewiesen
wurden (Kontouras et al., 2001) und dass Epitope von Rhodopsin, gegen welches
Antikdrper bei Normaldruckglaukom-Patienten gefunden wurden, Ahnlichkeiten mit
haufigen bakteriellen und viralen Pathogenen haben (Romano et al., 1999).

Da es durchaus sinnvolle Hinweise flir beide Theorien gibt, ist es auch denkbar oder

sogar wahrscheinlich, dass beide Wege nebeneinander existieren.
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6.8 Ausblick

In nachfolgenden Arbeiten sollten andere Verfahren zum Nachweis der retinalen
Ganglienzellverluste durchgefiihrt werden. Als weiteres elektrophysiologisches
Verfahren sind Elektroretinogramme in Erwagung zu ziehen. Vor allem eine
Kombination von visuell evozierten Potentialen und Elektroretinogrammen kénnte
viel versprechend sein. Neben Fundusuntersuchungen wére auch eine okulare
Koharenz Tomographie in Erwéagung zu ziehen.

Zur Erforschung der genauen Vorgénge nach der Immunisierung bieten sich Serum-
und Kammerwasser-Analysen an. Aus dem entnommenen Serum und
Kammerwasser kdénnen Antikérperprofile mittels Western Blot und Microarry-
Methoden erstellt werden. Da das Serum zu verschiedenen Zeitpunkten enthommen
wurde, kann ein zeitlicher Verlauf der immunologischen Antwort nachvollzogen
werden. Das Kammerwasser wurde ganz am Ende der Studie entnommen und lasst
damit nur eine Endpunktanalyse zwischen den verschiedenen Gruppen zu. Sie zeigt
daflr aber an, ob sich die Immunantwort bis ins Auge fortgesetzt hat. Das Auge hat,
wie in der Einleitung dargelegt, ein besonderes Immunprivileg. Ein Vergleich der
Antikérper in Serum und Kammerwasser ist lohnenswert, um eventuell eine lokale
Antikérper-Produktion am Auge selbst feststellen zu kénnen. Bei Glaukompatienten
wurde bereits gezeigt, dass die Antikdrper-Profile im Kammerwasser und die Profile
des Serums differieren (Joachim et al., 2007 b und c). Komplexe Protein-Profile im
Kammerwasser sowie im Serum konnten am Experimentellen Autoimmun Glaukom-
Modell bereits nachgewiesen werden (Gramlich et al., 2008; Joachim et al., 2009). In
einem experimentellen Glaukom-Modell an Hunden hat sich kirzlich gezeigt, dass
die Expression von retinalem Hitzeschockprotein 60 als Funktion der Chronizitat der
Erkrankung abnimmt (Savagian et al., 2008). Die Serum-Antikdrper gegen
Hitzeschockproteine variieren aber nicht in Abhangigkeit vom glaukomatésen
Schaden (Wax et al., 2001).

Insbesondere immunhistologisch bieten sich einige Méglichkeiten, die Mechanismen
der Pathogenese des Experimentellen Autoimmun Glaukom-Modells aufzuklaren. So
kdnnen die entnommenen Augen mit anhdngendem Sehnerv untersucht werden. Mit
spezifischen Farbungen flr retinale Ganglienzellen kénnen diese Zellen ausgezahit
werden, um so einen Unterschied zwischen den Gruppen beurteilen zu kdnnen.
Auch in dieser Studie war diese Methode geplant, da der verwendete Antikérper
jedoch nicht gebunden hat, war die Auszahlung der Zellen nicht méglich. In anderen
Studien konnte so bereits ein Verlust von retinalen Ganglienzellen nach
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Immunisierung mit Hitzeschockprotein 27, Hitzeschockprotein 60 (Joachim et al.,
2009; Wax et al., 2008), Myelin basischem Protein, Glia fibrillarem saurem Protein,
Vimentin und Sehnerv-Homogenat (Reichmann et al., 2008) nachgewiesen werden.
Der starkste Verlust hat dabei in temporalen Anteilen der Retina neben der Area
centralis stattgefunden. Dies weist Ahnlichkeiten zu den Lasionen bei Patienten mit
Normaldruckglaukom auf (Wax et al., 2008). Die Papille der entnommenen Augen
kdnnte mikroskopisch untersucht werden. So wdre es mdglich eine minimale
Exkavation, die bei der Fundusuntersuchung nicht sichtbar war, noch im Nachhinein
festzustellen. Des Weiteren kénnten auch die Axone im Sehnerv ausgezahlt werden,
um zu Gberprifen, ob der Verlust der retinalen Ganglienzellen mit einem Axonverlust
einhergeht.

AuBerdem kdnnten Immunglobulinablagerungen in der Retina oder dem Sehnerv
nachgewiesen werden. Wie in der Einleitung beschrieben gehéren diese zu den
klassischen Zeichen einer Autoimmunerkrankung. Bei einem Normaldruckglaukom-
Patienten konnten post mortem bereits solche Immunglobulin G und A Ablagerungen
nachgewiesen werden (Wax et al., 1998b). Sollte es sich in weiteren Studien zeigen,
dass nur Ablagerungen solcher Immunglobuline zum Untergang von retinalen
Ganglienzellen fihren kbénnen, wére eine Booster-Immunisierung, bei der die
Immunisierung nach einem gewissen Zeitraum wiederholt wird, in nachfolgenden
Versuchen unerlgsslich.

Da verschiedene Studien bereits bewiesen haben, dass sogar T-Zellen aktiviert
durch nicht-neurale Antigene in einer neurodegenerativen Erkrankung mit
autoimmuner Komponente beteiligt sein kdnnen (Linington et al., 1988; Andersen et
al., 1993), sollte die Verteilung von T-Zellen in der Retina untersucht werden. In den
Versuchen von Wax mit Hitzeschockprotein 27 und Hitzeschockprotein 60 haben
sich dabei bereits Ergebnisse ergeben, die diesbeziiglich Ahnlichkeiten zu
Ergebnissen von Tiermodellen mit erhéhtem Augeninnendruck zeigten. AuBerdem
hatten T-Zellen, die aus Tieren mit erhéhtem Augeninnendruck isoliert wurden, eine
verstarkie Antwort auf retinale Proteine und ihr Transfer verursachte neuronale
Verletzung (Tezel et al., 2009). Normalerweise ist der Ubertritt von Leukozyten in das
Zentralnervensystem sehr stark reguliert und nur ein geringer Anteil an Molekilen,
der durch bestimmte Oberflachenenzyme und Adhé&sionsmolekile ausgezeichnet ist,
kann die bereits beschriebenen Schranken der Blut-Hirn-Schranke passieren (Xu et
al., 2004; Crane et al., 2006). Aber in den verwandten Modellen der Experimentellen

Autoimmun Uveitis und Experimentellen Autoimmun Enzephalitis ist bereits der
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Mechanismus Uber eine T-Zellbeteiligung nachgewiesen und es wird schon an
moglichen Therapien dieser Erkrankungen mittels T-Zell-Rezeptormodulation
gearbeitet (Kawano et al., 1991).

Ebenfalls von Interesse ist ein so genannter Transferversuch. Sollte sich namlich
zeigen, dass die von einer Gruppe gebildeten Antikdrper auf der Retina von
gesunden Tieren in einem in vitro Versuch zu Verlusten von retinalen Ganglienzellen
fihren wirden, wére die Reaktivitat der AntikGrper bewiesen.

Zudem konnten selbstverstandlich auch noch verschiedene andere Antikdrper
erprobt werden. In den Serum- und Kammerwasser-Analysen menschlicher
Patienten haben sich verschiedene Peaks gezeigt. Da schon einige Antikbrper gegen
weitere Strukturen der Retina und des Sehnervs bekannt sind, kénnte es sich
durchaus lohnen, auch andere Antikérper zu erproben. Auch Kombinationen
verschiedener Antikérper koénnten untersucht werden, denn es ist nicht
ausgeschlossen, dass sich dabei nicht nur additive, sondern auch noch starkere
Effekte ergeben.

In den Analysen haben sich bei den Glaukompatienten neben Auto-Antikérpern, die
erhéht waren, auch Auto-Antikérper gezeigt, welche erniedrigt waren. Ob die
erniedrigten Antikdrper eventuell schitzende Eigenschaften auf die retinalen
Ganglienzellen ausitben kénnen, muss geprift werden. Dazu ist denkbar, die
Antikérper erkrankten Tieren mit Verlusten von retinalen Ganglienzellen zu
verabreichen und zu Uberprifen, ob die Verluste danach eventuell ausbleiben. Es
gibt Autoren, die besonders hinter diesen Antikdrper einen viel versprechenden
Therapieansatz vermuten. In diesem Zusammenhang wird von einer ,Impfung*
gegen das Glaukom gesprochen bzw. von einer Boosterung der neuroprotektiven
Immunitat.

Des Weiteren kdnnte in nachfolgenden Studien einer Gruppe nur Freunds Adjuvant
und Pertussistoxin in gleicher Konzentration wie den immunisierten Tieren
verabreicht werden. So lasst sich eine Beeinflussung dieser beiden Substanzen auf
eine eventuell stattgehabte Immunreaktion ausschlieBBen.
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7. Zusammenfassung

Das Glaukom ist eine der fihrenden Erblindungsursachen weltweit. Trotzdem ist die
Pathogenese, die zur Degeneration der retinalen Ganglienzellen fihrt, bisher nicht
verstanden. In den letzten Jahren ergaben sich verschiedene Hinweise auf die
Beteiligung einer immunologischen Komponente.

Thema dieser Arbeit waren elektrophysiologische Untersuchungen, im Sinne von
visuell evozierten Potentialen, am Tiermodell des Experimentellen Autoimmun
Glaukoms und die Etablierung dieses Modells. Das Modell basiert auf einer
Immunisierung von Lewisratten mit Pertussistoxin, inkompletten Freunds Adjuvant
und potentiellen Antigenen, die zu einer Immunreaktion und einem Verlust von
retinalen Ganglienzellen flihren sollen.

Zur Etablierung des Experimentellen Autoimmun Glaukom Modells wurde eine
funfwdchige Studie mit vier Gruppen durchgefuhrt. Als Antigene wurden Glia
fibrillares saures Protein (n= 10) und Myelin basisches Protein (n=10) verwendet, die
beide in Studien zu Serum- und Kammerwasseranalysen bei Glaukompatienten eine
Abweichung zur Kontrollgruppe gezeigt hatten. AuBerdem wurde eine Gruppe mit
selbst hergestelltem Sehnerv-Homogenat (n=12) immunisiert. Eine Gruppe erhielt
keine Immunisierung und diente als Kontrolle (n=10).

Zur  Uberpriifung der Effekte des Modells dienten  verschiedene
Untersuchungsmethoden, wie die Augeninnendruckmessung und die Untersuchung
der Fundi. Des Weiteren wurden transiente und stationdre visuell evozierte
Potentiale abgeleitet und die Latenzen, Amplituden und die Marker S (Steigung) und
TR (Temporale Antworten) verglichen. AuBerdem erfolgte nach Tétung der Tiere die
Entnahme der Gehirne und Augen. Die Gehirne wurden nach Paraffineinbettung
geschnitten, mit Luxol Fast Blue und Kresylviolett gefarbt und hinsichtlich etwaiger
Entmarkungsherde oder anderer Pathologien unter dem Mikroskop bewertet.

Der Verlauf des intraokularen Drucks zeigte sowohl zwischen den Gruppen als auch
zwischen den verschiedenen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede. Er
bewegte sich im physiologischen Bereich mit durchschnittlich circa 12 mmHg. Die
Funduskopien lieferten zu keinem Zeitpunkt krankhafte Verédnderungen. Auch die
visuell evozierten Potentiale lieferten zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede, sondern belegten normale visuelle Funktion bei allen Tieren. Die
Auswertung der histologischen Untersuchung der Hirnschnitte zeigte keine
Entmarkungsherde.
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Die erzielten Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass der retinale
Ganglienzellverlust beim Experimentellen Autoimmun Glaukom Modell ohne eine
Augeninnendruckerh6hung stattfindet. Die Fundusuntersuchung und die visuell
evozierten Potentiale, wie in diesem Versuchsaufbau durchgefiihrt, scheinen nicht
sensibel genug zu sein, diese Verluste nachzuweisen.

In weiteren Arbeiten sollten andere Methoden zum Nachweis der retinalen
Ganglienzellverluste erprobt werden. Neben elektrophysiologischen Methoden bieten
sich fir das weitere Vorgehen besonders immunhistologische Methoden an.
AuBerdem sollten die Mechanismen erforscht werden durch die es nach der
Immunisierung zur Apoptose von retinalen Ganglienzellen kommt und welche
Antikdrper dazuflihren kdénnen. Des Weiteren ist von Interesse, ob und wie eine
zelluldare Komponente an der Pathogenese des Experimentellen Autoimmun

Glaukoms beteiligt ist.
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