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1.Einleitung

1.1 Sinnesorgan Auge

Glaukom, im Volksmund auch als griner Star bekannt, ist eine Sammelbezeichnung
fur eine heterogene Gruppe von neurodegenerativen Augenerkrankungen, die mit
einem Verlust von retinalen Ganglienzellen (RGZ) und deren Axone einhergehen. Dies
fuhrt zu Ausfallen des Gesichtsfeldes bis hin zur Blindheit [1]. Zum besseren
Verstandnis der Entstehung und Pathogenese von Glaukom Erkrankungen wird das
Sinnesorgan Auge naher beschrieben.

Das Auge ist ein lichtempfindliches, paariges Sinnesorgan, das elektromagnetische
Wellen des Lichtes in Nervenimpulse umwandelt und es uns ermdglicht unsere Umwelt
visuell wahrzunehmen. Der Augapfel (Bulbus oculi) besteht aus 3 Schichten: Die
auRRere Augenhaut (Tunica fibrosa bulbi), die sich aus der Lederhaut (Sclera) und der
Hornhaut (Cornea) zusammensetzt, die mittlere Augenhaut (Tunica vasculosa bulbi),
die aus Aderhaut (Choroidiae), Ziliarkérper und Iris besteht, sowie die innere
Augenhaut (Tunica interna bulbi), die von der Netzhaut (Retina) gebildet wird. Die
Lederhaut ist eine weil3e Schicht, die den Augapfel fast vollstandig umschlief3t. Sie
dient als Schutz und zur Formgebung und geht im vorderen Bereich in die gefal3freie
Hornhaut Uber. Die Hornhaut bildet vor der Linse und der Iris eine glasklare Kuppel.
Sie ist stark lichtbrechend und stellt zusammen mit der Linse das optische System dar.
Am hinteren Pol des Auges bildet die Sklera eine siebférmige Platte (Lamina cribrosa),
durch die der Sehnerv das Augeninnere verlasst. Zwischen Retina und Sklera befindet
sich die gefalireiche Aderhaut, die die mittlere Augenhaut bildet. Sie setzt sich im
vorderen Bereich in Ziliarkdrper und Regenbogenhaut (Iris) fort und ist verantwortlich
fur die Versorgung der Photorezeptorzellen und des Pigmentepithels (RPE). Die innere
Augenhaut wird von der Retina gebildet, welche das Augeninnere auskleidet und fir
die Lichtwahrnehmung verantwortlich ist. In der Retina stellen die retinalen
Ganglienzellen (RGZ) ein Bindeglied zwischen Photorezeptoren und den
bildverarbeitenden Gehirnbereichen dar. Sie erhalten ihre Informationen von den
Bipolarzellen, die wiederum Signale von den erregten Photorezeptorzellen erhalten

[2]. Im vorderen Bereich des Auges befinden sich die Augenkammern. Es wird




zwischen der vorderen Augenkammer, die sich zwischen der Iris und der Hornhaut
befindet und der kleineren, hinteren Augenkammer unterschieden. Diese wird
begrenzt von der Iris, dem vorderen Teil des Glaskorpers und der Linse. Gefillt sind
die Augenkammern mit Kammerwasser, welches sich hauptsachlich aus Elektrolyten,
Eiweil3en und Zucker zusammensetzt [3]. Das Kammerwasser dient der Versorgung
der Linse und der Hornhaut und stabilisiert durch den hydrostatischen Druck, der
durch Kammerwasserproduktion und Abfluss entsteht, das Auge. Produziert wird es
durch den Ziliarkorper, der sich im hinteren Teil der hinteren Augenkammer befindet.
Von hier aus kann das Kammerwasser durch einen kleinen Spalt zwischen Linse und
Iris in die vordere Augenkammer gelangen. Von der vorderen Augenkammer kann das
Kammerwasser im Kammerwinkel, der von der Hornhaut und der Iris gebildet wird,
Uber den Schlemmschenkanal abflie3en. Durch diesen Kanal wird das Kammerwasser
in die Blutbahn abgefihrt [4]. Die Regulation des Kammerwassers findet im
Schlemmchenkanal Uber muskelverwandte Trabekelmaschenwerkszellen statt.
Beteiligt an der visuellen Wahrnehmung unserer Umwelt ist die Retina, die fur die
Umwandlung von optischen Signalen in elektrische Impulse verantwortlich ist und
diese an den Sehnerven weiterleitet. Der Sehnerv, der aus den Axonen der RGZ
gebildet wird, leitet die Informationen weiter an den visuellen Cortex des Zwischenhirns
wo sie verarbeitet werden kdnnen. Im nachsten Abschnitt wird der Aufbau der Retina

im Detail erlautert.

1.1.2 Aufbau der Retina

Die Retina ist der sensorische Bereich, der das Innere des Augapfels auskleidet. Sie
lasst sich im Querschnitt von auf3en nach innen in folgende Schichten einteilen, die in

Abbildung 1 nochmal verdeutlicht werden:

Die aul3erste Schicht stellt das RPE dar. Sie grenzt die Retina von der Aderhaut ab
und enthalt viele Melanin reiche Melanosomen. lhre Aufgabe besteht darin die
Reflektion des einfallenden Lichtes zu verhindern. Des Weiteren befinden sich apikal
des RPE Mikrovillifortsatze, die die Photorezeptorzellen umschlieen und somit die
Photorezeptorzellen versorgen [5].




In der Photorezeptorenschicht (PRS) befinden sich die Innensegmente und
die
Lichtwahrnehmung stattfindet. Dort transformieren die Photorezeptorzellen das

AuBBensegmente der Stdbchen und Zapfen, wobei im AulRensegment
einfallende Licht in elektrische Signale. Daran schliel3t die auRere Grenzmembran
(Membrana limitans externa) an.

Die aulere nukleare Schicht beinhaltet die Zellkorper der Photorezeptorzellen.
Danach folgt die &ul3ere plexiforme Schicht. Sie ist das Bindeglied zwischen
Photorezeptozellen, Dendriten der Bipolarzellen und Horizontalzellen. Darauf folgt die
innere nukleare Schicht. Diese enthélt die Zellkérper von Bipolar-, Amakrin-,
Horizontal-, sowie von Mullerzellen. Die darauffolgende innere plexiforme Schicht ist
gekennzeichnet durch die Dendriten der Bipolar-, Horizontal- und Ganglienzellen. Hier
wird die Information Uber die Bipolar- und Horizontalzellen an die Ganglienzellen
weitergeleitet, die sich in der néchstliegenden Ganglienzellschicht befinden. Die
Informationen werden dann durch die Axone der Ganglienzellen, welche die
Nervenfaserschicht und den Nervus Opticus bilden, weitergeleitet. Der Nervus
Opticus verlasst das Auge an der Lamina Cribrosa und leitet die Informationen weiter

an den visuellen Cortex [6].
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Abbildung 1: Aufbau des Auges und Querschnitt der Retina nach HE Farbung

Quelle: Corina Wilding




1.2. Glaukom

Glaukom, eine heterogene Gruppe von neurodegenerativen okularen Erkrankungen,
geht mit einem progressiven Verlust der RGZ sowie dessen Axone einher. Dies fuhrt
von Gesichtsfeldausfallen bis hin zur Blindheit. Die Erkrankung wird meist erst sehr
spat diagnostiziert. Gesichtsfeldausfalle beginnen in der Peripherie der Retina und
kbnnen so durch das Gehirn kompensiert werden, weshalb der Patient eine
Beeintrachtigung des Sehvermégens erst sehr spat bemerkt. Glaukom ist nach dem
Katarakt die zweithaufigste Erblindungsursache weltweit. Schatzungen zur Folge sind
70 Millionen Menschen davon betroffen [7]. Berechnungen zur Folge werden im Jahr
2010 60.5 Millionen und im Jahr 2020 79.6 Millionen Menschen an Glaukom
erkranken. Von diesen werden im Jahr 2010 voraussichtlich 8.4 Millionen und in 2012
11.1 Millionen beidseitig erblinden [8]. Grundsatzlich sind alle Altersklassen betroffen,

jedoch zeigen Uber 40-jahrige ein erhdhtes Risiko an Glaukom zu erkranken [8].

1.2.1 Glaukomformen

Glaukom kann in verschiedene Formen eingeteilt werden. Grundsatzlich wird
zwischen dem priméren und dem sekundaren Glaukom unterschieden. Letzteres tritt
als eine Begleiterscheinung einer Krankheit oder eines Medikamentes auf. Zu den
primaren Glaukomformen gehodren das primare Offenwinkelglaukom (POAG), das
Normaldruckglaukom (NTG), das priméare Winkelblockglaukom, sowie das kongenitale
Glaukom. Das POAG ist mit einer Pravalenz in Europa von 60-90% die am haufigsten
auftretende Form des Glaukoms. Trotz eines offenen Kammerwinkels kommt es zu
einer Abflussstorung des Kammerwassers und somit zu einer Erhohung des
intraokularen Druckes (IOP) Uber 21 mmHg. Dies wird zurtickgefuhrt auf eine
Abflussbehinderung des Kammerwassers im Bereich des Trabelmaschenwerkes. Das
Normaldruckglaukom ist dagegen gekennzeichnet durch einen im Normbereich
liegenden IOP, der zwischen 10 und 22 mmHg liegt. In Europa und den USA betragt
der Anteil dieser Glaukomform an der Gesamtheit der Glaukom Erkrankungen 35%. In
Japan hingegen weisen 50-70% der Glaukompatienten NTG auf [1]. Das

Winkelblockglaukom tritt, im Vergleich zu den vorher beschriebenen Formen, mit 5%




Pravalenz eher selten auf [1]. Es wird zwischen einer akuten Form, auch als
Glaukomanfall bezeichnet und einer chronischen Form unterschieden. Das primare,
akute Winkelblockglaukom ist an einem plotzlich erhéhten IOP (Uber 60 mmHg) und
einer plétzlich auftretenden Abflussbehinderung zu erkennen. Jedoch bleiben
Kammerwasserproduktion und Trabekelwiderstand normal. Ursache fir den erhéhten
IOP ist die Blockierung des Abflussweges des Kammerwassers durch die Iris. Bei dem
kongenitalen Glaukom handelt es sich um eine angeborene Form des Glaukoms. Sie
tritt mit einer Haufigkeit von 1:20000 Geburten auf [1] und ist gekennzeichnet durch
eine Entwicklungsstérung des Kammerwinkels und des Trabekelwerkes, wodurch es
zur Abflussbehinderung des Kammerwassers kommt. Zu den sekundéaren
Glaukomformen gehdrt zum Bsp. das Pseudoexfoliationglaukom, bei dem eine
verstarkte fibrillare Ablagerung im Kammerwinkel den Abfluss des Kammerwassers

vermindert.

1.2.2 Pathogenese des Glaukoms

Urspriinglich wurde die Glaukomerkrankung hauptséchlich tber einen erhéhten 1I0P
definiert. Heutzutage wird jedoch von einem multifaktoriellen Pathomechanismus
ausgegangen, der zu einem Absterben der RGZ fuhrt. Ein erhdhter IOP stellt einen
Hauptrisikofaktor dar, jedoch zeigen 30% der Glaukomerkrankten nicht diese
Manifestation [9], weshalb ein erhéhter IOP heute nicht mehr Teil der Definition des
Glaukoms ist. Ein erhghter IOP kann die Entstehung des NTG, sowie der okuléaren
Hypertension, bei der ein erhdhter IOP vorliegt, jedoch kein glaukomatéser Schaden
festgestellt werden kann, nicht erklaren. Als weitere Risikofaktoren wurden erhéhte
Level an reaktive Sauerstoffspezies (ROS) festgestellt, die an der Neurodegeneration
der RGZ beteiligt sind. Dabei wird vor allem die Oxidation von Proteinen durch ROS,
sowie eine Fehlfunktion von Gliazellen fur den Verlust der RGZ verantwortlich gemacht
[10]. ROS sind eine Gruppe von hochreaktiven Molekilen, die unter physiologischen
Bedingungen in geringen Mengen produziert werden und unter anderem an der
Signaltransduktion mitwirken. Eine Ubermaflige Produktion von ROS verursacht
zytotoxische Schaden, die wiederum durch die Oxidation von Proteinen, Lipiden oder

der DNA entstehen. Des Weiteren werden erhohte Glutamatkonzentrationen als




Risikofaktor bei der Entstehung eines Glaukoms diskutiert. So konnte im Glaskorper
von Glaukompatienten, sowie in einem Glaukom-Tiermodell eine erhohte
Konzentration von Glutamat gemessen werden [11]. AulRerdem spielen eine positive
Familienanamnese mit genetischer Disposition, sowie vaskulare Dysfunktionen bei der
Entwicklung eines Glaukoms eine Rolle [12, 13]. In der Glaukompathogenese wird
ebenfalls eine autoimmune Komponente vermutet [14-16]. Da diese fur die vorliegende
Arbeit von hoher Bedeutung ist wird die Rolle des Immunsystems in der

Glaukompathogenese in den nachsten Abschnitten genauer erlautert.

1.3 Immunsystem

Das Immunsystem ist ein Abwehrsystem gegen Pathogene, wie Viren, Bakterien und
Parasiten, aber auch gegen korpereigene funktionslose, tote oder entartete Zellen.
Klassisch wird es in das natirliche, angeborene (nicht adaptive) und das spezifisch
erworbene (adaptive) Immunsystem eingeteilt. Eine erste anatomische Barriere gegen
Pathogene stellen die Epithelzellschicht und die Schleimhaute der Atemwege und des
Magen-Darm-Traktes dar. Gelingt es dem Pathogen, die anatomische Barriere zu
Uberwinden, bilden Immunzellen des angeborenen Immunsystems, wie Granulozyten,
Phagozyten, naturliche Killerzellen, sowie das Komplementsystem, die nachste Hurde.
Pathogene werden entweder phagozytiert und verdaut, oder es werden Molekile
gebildet, die diese abtoten. Daruber hinaus wird die Bildung von Zytokinen angeregt,
die zur Verstarkung der Immunantwort und zur Kommunikation zwischen dem
adaptiven und angeborenen Immunsystem dienen [17]. Das adaptive Immunsystem
kommt erst 5-6 Tage nach dem Eindringen des Antigens in den Organismus zum
Einsatz und zeichnet sich durch eine hohe Spezifitat und die Ausbildung eines
immunologischen Gedéachtnisses aus. Es setzt sich aus einer zellularen Komponente
(T-Lymphozyten) und einer humoralen Immunantwort zusammen, die durch
Antikorper-produzierende B-Zellen (Plasmazellen) gewéhrleistet wird. Durch die
spezifische Bildung eines Rezeptors auf ihrer Oberflache kdnnen sie bestimmte
Antigene binden und werden dadurch aktiviert. Nach erfolgreicher Aktivierung findet
die Differenzierung der T-Zellen in zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen, sowie die

Differenzierung von B-Zellen in Antikdrper-sezernierende Plasmazellen statt. Diese




Antikorper (Ak) zirkulieren im Blut und in der extrazellularen Flissigkeit von Geweben
und sind durch die spezifische Bindung an ihr Antigen an der Erkennung und
Beseitigung von eingedrungen Fremdstoffen beteiligt. Zum einem sind Ak in der Lage
Antigene zu neutralisieren und somit deren toxische Wirkung zu verhindern. Zum
anderen opsonieren sie Antigene, wodurch diese markiert und von Phagozyten
erkannt und eliminiert werden konnen. DarlUber hinaus fuhrt die Bindung des Ak an
sein Antigen zur Aktivierung des Komplementsystems. Die Basisstruktur der Ak (ca.
150 kDa) oder auch Immunglobuline (Ig) genannt, besteht aus 2 identischen,
schweren Ketten und 2 identischen, leichten Ketten. Die schweren Ketten bestehen
wiederum aus 3 variablen und 3 oder 4 konstanten Regionen, wobei die leichten Ketten
jeweils aus einer variablen und einer konstanten Region bestehen. Disulfidbriicken
sorgen dabei fur die Stabilisierung der Ak. Die variablen Regionen der leichten und
schweren Kette bilden die Antigenbindungsstelle (Abbildung 2). In Wirbeltieren gibt es
5 verschiedene Klassen von Ig (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE), die nach ihrer konstanten
Region der schweren Ketten in diese Klassen eingeordnet werden. Das
Antikorperreservoir eines Organismus wird auf 10° Ak mit unterschiedlicher Spezifitat
geschatzt [18]. Dies basiert auf der sogenannten somatischen Rekombination, bei der
es durch einen zuféalligen genetischen Umlagerungsprozess von Genabschnitten
kommt, die fur die Kodierung der Rezeptoren verantwortlich sind. Zudem entstehen
Punktmutationen in der variablen Region, wodurch die Spezifitat des Ak nochmals
gesteigert wird. Dieser Prozess wird als somatische Hypermutation bezeichnet [19].
Das Auge nimmt im Immunsystem eine besondere Stellung ein, weshalb das

Immunprivileg des Auges im nachsten Abschnitt genauer erlautert wird.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Antikérpers
Quelle: Corina Wilding

1.3.2 Immunprivileg des Auges

Das Auge, das Gehirn, die Hoden und die Plazenta sind Organe, die eine spezielle
Stellung im Immunsystem einnehmen [20]. Dieser immunprivilegierte Status zeichnet
sich durch eine limitierte Immunantwort aus. Gepragt wurde dieser Begriff von P.
Medawar, der fremdes Gewebe in die vordere Augenkammer transplantierte ohne eine
akute Abstol3ungsreaktion auszulésen [21]. In Organen oder Geweben mit nicht
regenerationsfahigen Zellen werden fremde Antigene wie z. B. ein Virus toleriert, da
ein Zellverlust durch inflammatorische Prozesse nicht tragbar ware. Eine
inflammatorische Reaktion im Auge kann zu erheblichen Einschréankungen des
Sehvermdgens fihren, weshalb es vor Einflissen des Immunsystems geschitzt
werden muss. Im Gegensatz zu friheren Ansichten, dass das Immunprivileg des
Auges durch den Ausschluss von Immunzellen durch die Blut-Retina Schranke
erhalten wird, ist heute bekannt, dass durch lokale Mechanismen die Immunantwort
unterdrickt oder limitiert wird. Nach heutigem Verstandnis Uben die
immunprivilegierten Organe keine Ignoranz aus, sondern verfliigen, wie es am Bsp.
des Auges gezeigt wurde, Uber anatomische Barrieren, wie die Blut-Retina Schranke,

eine immunsuppressive Umgebung und eine aktive Regulation der systemischen




Immunantwort, die die Einflisse des Immunsystems limitieren [22, 23]. Unsere
Arbeitsgruppe konnte komplex veranderte Autoantikorperprofile im Kammerwasser
sowie im Serum von Glaukompatienten im Vergleich zu gesunden Probanden
identifizieren, weshalb Autoimmunitat und die Beteiligung in der Glaukompathogenese

im folgenden Abschnitt genauer beschrieben wird.

1.3.1 Autoimmunitat

Das Immunsystem dient zum Schutz des Koérpers vor schadlichen Umwelteinfliissen
und Erregern. Durch den Mechanismus der Selbsttoleranz ist das Immunsystem in der
Lage zwischen korperfremden und korpereigenen Strukturen zu unterscheiden. Ist es
dazu nicht in der Lage, kommt es zu einer Autoimmunitat, bei der bestimmte Organe
oder der ganze Korper angegriffen werden kénnen. Um diese Autoreaktivitat zu
verhindern finden zentrale und periphere Selektionsprozesse statt. Bei der zentralen
Toleranz kommt es wahrend der Lymphozytenentwicklung in den primaren
lymphatischen Organen (Knochenmark oder des Thymus) zu der Eliminierung
autoreaktiver Lymphozyten. Basierend auf der positiven Selektion Uberleben nur
diejenigen Lymphozyten, welche die Fahigkeit besitzen MHC Molekile auf epithelialen
Stromazellen mit mittlerer Affinitdt zu binden. Findet die Erkennung von Autoantigenen
statt, tritt die negative Selektion ein, welche zur Einleitung der Apoptose fuhrt. Ein
zweites Sicherheitsnetz entsteht durch die periphere Toleranz. Durch Anergie,
Deletion und eine Immunsuppression durch regulatorische T-Zellen werden
autoreaktive Lymphozyten eliminiert. Fehler in der peripheren oder zentralen Toleranz,
sowie hormonelle Faktoren, Umwelteinflisse, Medikamente usw. kdnnen so zu
Autoimmunkrankheiten fihren [18]. Diese kénnen Organe betreffen oder systemisch
auftreten. Ersteres ist bei Multipler Sklerose zu beobachten, bei der die
Myelinscheiden im ZNS angegriffen werden. Wohingegen bei dem systemischen
Lupus erythematodes (SLE) nukleare Proteine angegriffen werden. Viele Jahre galten
Autoantikdrper ausschliel3lich als Ausldser von Autoimmunerkrankungen sowie als
Zeichen fur den Ausfall von Toleranzmechanismen. Im Gegensatz dazu befinden sich
auch im gesunden Immunsystem natirliche autoreaktive Ak, sowie autoreaktive B-

und T-Zellen, ohne im Rahmen einer Autoimmunkrankheit eine Erkrankung des




Organismus auszulosen [24-26]. Diese treten ohne externe Stimulation von Antigenen
auf und werden als naturliche Autoimmunitat bezeichnet. Dies zeigt sich in
sogenannten ,keimfreien“ Mausen die nicht in Kontakt mit Pathogenen oder Bakterien
stehen und trotzdem IgM produzieren [27]. Natlrliche Autoantikérper werden in allen
Wirbeltieren gefunden und werden zwischen dem 2. und 4. Lebensjahr ausgebildet
[28]. Sie sind meist vom IgM, IgG und IgA Isotyp und werden von B-Lymphozyten des
Types B1 produziert. Sie sind niedrig affin und polyspezifisch [28-30]. Die
physiologische Rolle natlrlicher Ak ist weitgehend unklar. Es werden verschiedene
Funktionen postuliert wie z. B. erste Abwehr von Pathogenen durch Opsonierung [31,
32], Beseitigung von Stoffwechselprodukten und seneszenten Zellen [33, 34], anti-
inflammatorische Eigenschaften [35], Kontrolle der Immunhomoestase, sowie der
Autoreaktivitat [36]. Trotz der zahlreichen Fortschritte im Bereich der Immunologie
bleiben viele Fragen beziiglich natrlichen Autoantikérpern, dem Zusammenbruch der
Selbsttoleranz, sowie der Entstehung pathogener Autoantikdrper z. B. aufgrund einer

Dysregulation von natirlichen AutoantikGrpern, unbeantwortet.

1.3.3 Autoimmunitat im Rahmen der Glaukompathogenese

Bereits 1992 wurde von Cartwright et al. ein Zusammenhang zwischen NTG und
Erkrankungen des Immunsystems, wie z. B. Arthritis und Hypothyroidismus
(Schilddrisenunterfunktion) vermutet. In 30% der NTG Patienten wurde eine
Verbreitung von Immunkrankheiten identifiziert, wahrend in einer Kontrollgruppe nur
eine Verbreitung von 8% gefunden wurde [37]. Dieser Zusammenhang wurde 1994
von Wax et al. bestétigt. Sie zeigten ein erhéhtes Auftreten von Paraproteinen und
Autoantikorpern in NTG-Patienten gegen verschiedene nukleare Antigene, wie z. B.
das Sjogren's syndrome A Antigen [38]. In den letzten Jahren fanden mehrere
Arbeitsgruppen Autoantikorper, die im Serum von Glaukompatienten verandert waren
z. B. gegen Hitzeschockprotein 60 (Hsp) [39], kleine Hsp’s (a-Crystallin und Hsp27)
[40], y-Enolase [41], Glutathion-s-transferase [42], Antiphosphatidylserine [43] und
Glykosaminoglykanen [44]. Wie in Abbildung 3 zu sehen ist konnten dariber hinaus
komplex verdnderte Autoantikorperprofile gegen retinale- und Sehnerv-Antigene im

Serum, sowie im Kammerwasser von Glaukompatienten identifiziert werden. Dabei
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wurden nicht nur erhdhte Autoantikdrper, wie z. B. gegen a-fodrin [45], myelin basiches
Protein [46] sondern auch erniedrigte Autoantikorper, wie z. B. saures
Gliafaserproteine (GFAP) und Vimentin [46] gefunden. Des Weiteren konnten
erniedrigte Antikorperreaktionen im Kammerwasser von Glaukompatienten gegen aB
Crystallin, Vimentin, sowie erhéhte Reaktionen gegen Hsp 70 gezeigt werden [47].
Dartber hinaus wurden komplexe, veranderte Autoantikdrperprofile gegen humane,

retinale  Antigene, wie z. B. erhohte Autoantikbrper gegen zellulare

retinaldehydbindende Proteine, Histon H4, sowie erniedrigte Reaktionen gegen

Retinal-S-Antigen identifiziert [48]. Die hier beschriebenen Ergebnisse weisen auf eine
Beteiligung von Autoantikorpern des Immunsystems an der Pathogenese des
Glaukoms hin, jedoch nicht im Rahmen einer klassischen Autoimmunerkrankung. In
klassischen Autoimmunerkrankungen wie z. B. Myasthenia gravis, zeigen erhdhte
Autoantikdrper gegen Acetylcholin Rezeptoren autoaggressives Potential, die zu einer
Muskelschwache fuhren [49, 50]. Die Frage, ob natiurliche Autoantikdrper eine
Autoimmunkrankheit auslésen oder eine protektive Rolle spielen bleibt unbeantwortet.
Die Rolle der herunterregulierten Autoantikdrper ist weitgehend unbekannt. Vermutet
wird ein Verlust der protektiven Autoimmunitat. Aufgrund dessen wird die Theorie der

protektiven Autoimmunitat im nachsten Abschnitt weiter erlautert.
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Abbildung 3: Antikdrperprofile gegen Sehnerv-Antigene verschiedener Glaukomformen
In allen Glaukomgruppen konnten komplex verédnderte Antikérperreaktionen detektiert werden. Auf der x-Achse ist

das Molekulargewicht in kDa und auf der y- Achse die Antikdrperreaktion in U zusehen [51].
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1.4 Theorie der protektiven Autoimmunitat

Paul Ehrlich postulierte Anfang des 20 Jahrhunderts das Prinzip des ,Horror
autotoxicus®. Demnach ist das Auftreten von Autoantikdrpern immer assoziiert mit
einer Schadigung des Organismus und gilt als Anzeichen einer autoimmunen
Erkrankung. Seitdem konnten jedoch mehrere Studien zeigen, dass Autoimmunitat
nicht immer destruktive, sondern auch protektive Eigenschaften besitzt, wodurch die
Theorie der naturlichen protektiven Autoimmunitat immer mehr an Anerkennung
erlangte. Moalem et al. konnte in einem Ratten-Tiermodell mit Schadigungen am
optischen Nerv zeigen, dass die systemische Injektion von aktivierten anti-Myelin-
assoziierten T-Zellen einen Verlust von Neuronen reduzieren kann. Bei den mit myelin-
spezifischen T-Zellen behandelten Ratten konnte eine erhéhte Uberlebensrate von
RGZ beobachtet werden [52, 53]. Die protektive Autoimmunitat scheint nicht nur auf
zellulare Prozesse des Immmunsystem beschrankt zu sein, sondern die humorale
Autoimmunitat scheint ebenfalls eine Rolle zu spielen. So konnten mehrere Studien
das Auftreten von natirlichen Ak in gesunden Menschen sowie dessen protektives
Potenzial zeigen. In SLE, einer autoimmunen Erkrankung, korreliert das Auftreten von
IgM anti-double-stranded DNA Ak negativ. mit dem Schweregrad von
Glomerulonephritis. Die Gabe von IgM anti-double-stranded DNA Ak in einem Lupus
Mausmodell verhindert die Entwicklung einer Nephritis, weshalb eine protektive Rolle
dieser Ak vermutet wird [54, 55]. Des Weiteren wird die protektive Funktion von IgM
anti-oxLDL Ak in Atherosklerose vermutet. In verschiedenen Tiermodellen fuhrte die
Immunisierung mit einem modifizierten low density lipoprotein zu einem steigenden
Titer von Ak gegen dieses Antigen und zu einer Unterdriickung von Atherosklerose
[56, 57]. Auch in der Pathogenese des Glaukoms scheinen protektive Autoantikérper
eine Rolle zu spielen. In Glaukompatienten wurden neben erhdhten
Autoantikorperreaktionen interessanterweise auch erniedrigte Reaktionen detektiert.
Viele hochregulierte Antikorperreaktionen, die in klassischen Autoimmunerkrankungen
bekannt sind, zeigen autoaggressives Potenzial. Im Gegenteil dazu ist die Funktion
der herunterregulierten Ak weitgehend unbekannt. Die Arbeitsgruppe von Grus et al.
konnte erstmals zeigen, dass die Inkubation von R-28-Zellen, einer immortalisierten,
neuroretinalen Zelllinie, mit Serum von Glaukompatienten im Vergleich zu R-28-Zellen,

die mit Serum von gesunden Patienten behandelt wurden, eine verandertes Protein-
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Profil zeigen. Zuséatzlich konnte eine veranderte Reaktion der Zellen auf POAG Serum
nach Entfernung der Ak detektiert werden [58]. Basierend auf diesen Ergebnissen
wurde der Effekt von herunterregulierten Antikdrpern genauer untersucht. Es konnte
ein protektiver Effekt von GFAP, 14-3-3 und y-synuclein Ak, welche im Serum von
Glaukompatienten herunterreguliert vorliegen, auf gestresste neuroretinale Zellen
nachgewiesen werden. Dies zeigte sich in einer erh6hten Viabilitat, sowie in einer
erniedrigten ROS-Produktion, welche in Abbildung 4 zusehen ist [59, 60]. Kommt es
zu einem Ungleichgewicht von Autoantikdrpern so kdnnen Autoimmunerkrankungen
die Folge sein. Moglicherweise reflektieren die herunterregulierten Ak ein Verlust der
protektiven Autoimmunitat, wodurch RGZ anfalliger sind fur Stressfaktoren wie z. B.
einen erhohten IOP oder erhthte ROS-Level. In anderen neurodegenerativen
Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, konnten ebenfalls erniedrigte Autoantikérper
gegen AP identifiziert werden [61]. Amyloid-beta Ablagerungen, sogenannte Plaques,
spielen eine wichtige Rolle in Morbus Alzheimer und fihren womdéglich zur Abnahme
der kognitiven Leistungsfahigkeit. In einem Tiermodell sowie in einer klinischen Studie
fuhrte die Immunisierung mit AB zu einer verminderten Bildung von B-amyloid Plagues
[62, 63]. Moglicherweise sind natlrliche Autoantikérper in den Metabolismus von
fehlgefalteten Proteinen beteiligt. Im folgenden Abschnitt werden die relevanten, in
Glaukom identifizierten herunterregulierten Ak und dessen Funktion genauer

beschrieben.
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Abbildung 4: Viabilitdt und ROS-Level von y-synuclein Ak behandelten und mit H202 gestressten RGC5
RGC5 wurden prainkubiert mit verschiedenen Konzentrationen von y-syncuelin Ak und zusétzlich gestresst mit 50
UM H20:2 fur 1 h. Die Zellviabilitat wurde mit Kristallviolett und das ROS-Level mit DCFH-DA bestimmt (*=p<0.05;
**n<0.01) [64].

A: Signifikant und hoch signifikante Zellviabilitat in Zellen, die mit 0,05-5 pg/ml y-synuclein Ak prainkubiert und
anschlieBRend mit H202 gestresst wurden.

B: Signifikant und hoch signifikante erniedrigte ROS- Produktion in Zellen, die mit 0,1 und 5 pg/ml y-synuclein Ak
inkubiert wurden und anschlieRend mit H20: getsresst wurden.
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1.5 Herunterregulierte Antikoérper identifiziert in Glaukompatienten

Die im nachfolgenden Abschnitt vorgestellten Ak konnten durch unsere Arbeitsgruppe
als herunterreguliert im Serum von Glaukom Patienten im Vergleich zu einer

Kontrollgruppe identifiziert werden (Daten unverdffentlicht).

1.5.1 y-synuclein Ak

y-synuclein ist ein kleines, zytosolisches Protein, welches neben a-synuclein und B-
synuclein zur Familie der Synucleine gehdrt. Sie sind abundant in neuronalen
Geweben vorhanden [65] und sind assoziiert mit neurodegenerativen Erkrankungen.
Die physiologische Funktion von Synucleinen ist nicht vollstandig geklart, jedoch gibt
es Hinweise auf eine chaperondhnliche Aktivitat [66]. Synucleine werden oft im
Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen genannt. Ueda et al.
identifizierte in Amyloid-Ablagerungen von Morbus Alzheimer neben dem bereits
bekannten beta/A4 Proteinfragment 2 weitere Peptide. Bei diesen handelte es sich um
NAC (non-A-beta-component) und seinem Vorlaufer NACP (non-A-beta-component-
precursor) [67]. NACP wurde kurze Zeit spater als a-synuclein und NAC als (-
synuclein identifiziert [68]. a-synuclein wurde ebenfalls als Hauptbestandteil von Lewy-
Korperchen in Neuronen von Morbus Parkinson gefunden [69]. Dadurch gerieten
Synucleine immer mehr in den Mittelpunkt der Erforschung von neurodegenerativen
Erkrankungen, weshalb der Begriff Synucleinopathien gepragt wurde [70]. Dieser
Begriff ist eine Sammelbezeichnung fir eine heterogene Gruppe von
neurodegenerativen Erkrankungen, denen allen eine intrazellulare Ablagerung von
fehlgefalteten a-synuclein gemein ist. Alle Mitglieder der Synucleine werden in der
Retina sowie im optischen Nerv exprimiert [65]. Speziell y-synuclein ist assoziiert mit
neurodegenerativen und okularen Krankheiten [71, 72] und hoch exprimiert in RGZ
[73]. Im Vergleich zu gesunden Probanden konnte in Glaukompatienten eine
veranderte Lokalisation von y-synuclein im optischen Nerv und der Retina gefunden
werden [71, 74]. Des Weiteren konnte in einem Glaukom-Maus-Modell die
Herunterregulierung von y-synuclein im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden
[75].
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1.5.2 14-3-3 Ak

14-3-3 Proteine sind eine Gruppe von hochkonservierten, kleinen, sauren
Polypeptiden, die in allen Eukaryoten exprimiert werden. In Menschen existieren 7
Isoformen, die in jedem Gewebe exprimiert werden [76, 77]. Sie sind, durch die
Moglichkeit der Bindung mit vielen Interaktionspartnern, beteiligt an einer Vielzahl von
Zell-regulatorischen Prozessen wie Zellwachstum, Apoptose, Stressantwort und
Zytoskelettorganisation. Sie konnen die Aktivitat und Lokalisation von Proteinen
beeinflussen, sowie als Adaptermolekile fungieren [78]. Dabei ist die Bindung des
Interaktionspartners oft abhangig von dessen Phosphorylierungsstatus, da 14-3-3 in
der Lage ist phosphorylierte Serin- und Threoninreste zu erkennen. Neben dem zuvor
beschriebenen a-synuclein wurden noch weitere Proteine in Lewis-Korpern identifiziert
wie z. B. 14-3-3 [79]. Ebenso wurde dieses in neurofibrillaren Tangles bei Morbus
Alzheimer-Patienten gefunden [80]. 14-3-3 Proteine scheinen ebenfalls beteiligt zu
sein an dem Verlust von RGZ im Glaukom. Moglicherweise ist 14-3-3 in der Bindung
des pro-apoptotischen Proteins BAD involviert, welches an der Einleitung des
intrinsischen Apoptoseweges und dem Absterben von RGZ mitwirkt. Yang et al. konnte
zeigen, dass im Zytoplasma phosphoryliertes BAD an 14-3-3 gebunden vorliegt. In
hypertensiven Augen wurde die Translokation von BAD zu den Mitochondrien
beobachtet, nachdem 14-3-3 phosphoryliert und BAD dephosporyliert wurde [81]. Fur
die Phosphorylierung von 14-3-3 wurde c-JunN-terminal Kinase (JNK), welches durch
Stresssignale aktiviert wird, verantwortlich gemacht. Die Aktivierung von JNK durch
Stresssignale wie H20:2 hat die Phosphorylierung von 14-3-3 und dadurch die Freigabe
von BAD zur Folge, welches letztendlich zur Einleitung der intrinsischen Apoptose flhrt
[82].

1.5.3 GFAP Ak

GFAP gehort zu den Typ Il Intermediarfilamenten des Zytoskelettes und wurde als
erstes aus Plaques von Multiple Sklerose Patienten isoliert [83]. Intermediarfilamente
spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Zellstabilitat sowie in der

Zellbewegung, Zellwachstum, Vesikelbewegung und in der Interaktion zwischen
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Neuronen und Astrozyten [84]. GFAP ist Hauptbestandteil in Astrozyten des zentralen
Nervensystems. Nach einer Verletzung des Gehirns oder nach der Degeneration des
ZNS werden Astrozyten aktiviert, was als reaktive Gliose bezeichnet wird. Dieser
Vorgang wird begleitet durch eine erhdhte Expression von GFAP [85] und steht im
Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer [86, 87] und
Parkinson [88]. Aktivierte Gliazellen wurden ebenso in einem Glaukom Tiermodell [89],
sowie in glaukomatdsen Spenderaugen gefunden [90] und wurde begleitet von einem
erhohten Level an GFAP. Der Wirkungsmechanismus der hier beschriebenen Ak
wurde in Zellkulturversuchen sowie in einer retinalen Organkultur untersucht, weshalb

diese Modelle nun genauer erlautert werden.

1.7 Modelle zur Untersuchung von retinalen Fragestellungen

1.7.1 Kultivierung von RGC5

Zellkulturversuche stellen die notwendigen Informationen bereit um sie spater in in vivo
Studien zu Ubertragen. Dabei bieten immortalisierte Zelllinien viele Vorteile gegentuber
primaren Zellkulturen. Sie prasentieren eine homogene Population, die die Produktion
von reproduzierbaren Ergebnissen erleichtert. Au3erdem sind sie mit einem geringen
Kostenaufwand leicht Uber einen langeren Zeitraum passagierbar. Jedoch besitzen
immortalisierte Zelllinien auch Nachteile, wie etwa morphologische und genetische
Varianzen in héheren Zellpassagen. AuRerdem reprasentieren sie nicht die in vivo-
Bedingungen in einem Zellverband wieder. Bis vor kurzem waren in vitro Studien tber
RGZ limitiert auf die zeitaufwendige Herstellung von priméaren RGZ Kulturen. 2001
wurde eine immortalisierte RGZ Zelllinie (RGC5) von Neeraj Agarwal (University of
North Texas Health Science Center) entwickelt. Dabei handelt es sich um eine
adharente Zelllinie, isoliert aus der Sprague Dawley Ratte, die mit dem W2 E1A Virus
transformiert wurde. Die Charakterisierung der RGC5 Zellen ergab eine positive
Expression der retinalen Ganglienzellmarker Thy-1 und Brn-3A sowie des neuronalen
Zellmarkers Neuritin und Synaptophysin. Des Weiteren wurden eine Expression von
NMDA- und GABA-B-Rezeptoren, sowie eine geringe Expression des
Mullerzellmarkers GFAP gefunden. Eine negative Expression wurde fur den
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Amakrinzellmarker Syntaxin gezeigt [91]. Viele Forschungsinstitute nutzen seitdem
diese Zelllinie fur die Untersuchung von retinalen Vorgangen als Ersatz fur eine
primare Zellkultur, weshalb tber 100 Publikationen existieren [92]. Kiurzlich wurde die
Herkunft der RGC5 Zelllinie angezweifelt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
RGC5 Zelllinie nicht von der Ratte, sondern von der Maus abstammt [93]. Andere
Studien zeigten, dass sie neuronenahnliche Eigenschaften und teils auch eine
neuronenspezifische Expression aufwiesen, jedoch nicht ein spezifisches Proteinprofil
von RGZ [92]. Deshalb wird vermutet, dass es sich um eine neuronale Vorlauferzelle
handelt. Seitdem gibt es kontroverse Meinungen tber die Herkunft und Identifizierung
von RGC5. Wahrend manche Studien die Expression von Thy.1 einem RGZ Marker
[94, 95] sowie charakteristische Eigenschaften von RGZ nachweisen konnte [96],
wurden in anderen Studien die RGC5 Zelllinie als eine Photorezeptorzelllinie
identifiziert [97].

1.7.2 Retinale Organkultur

Die retinale Organkultur stellt ein zusammenhangendes Organsystem dar, welches
erlaubt den Effekt von bestimmten Agenzien auf die intakte Retina sowie Zell-Zell
Interaktionen zu untersuchen, weshalb eine retinale Organkultur aus dem adulten
Schwein entwickelt wurde. Der Vorteil der Verwendung einer Retina aus dem
Hausschwein besteht zum einem aus den &hnlichen morphologischen und
funktionellen Eigenschaften zu der human Retina sowie die leichte Beschaffung des
Probenmaterials von einem ortlichen Metzger [98-100]. 1954 wurde erstmals eine
Methode zur Kultivierung einer retinalen Organkultur vorgestellt. Bei dieser wird das
Gewebe an der Luft-Medium-Grenze in einer Kulturkammer kultiviert [101]. Schon
damals wurde die Bedeutung der Sauerstoffversorgung erkannt. Caffe et al.
vereinfachte diese Methode, indem er anstatt der komplizierten Kulturkammer
Petrischalen verwendete. Um dies zu ermdglichen wurde das Gewebe auf ein
Filterpapier, welches auf ein Gitter platziert wurde, in einer mit Medium gefullten
Petrischale gelegt. Dies hat den Vorteil, dass das Gewebe mit Nahrstoffen sowie mit
Sauerstoff versorgt und der Mediumwechsel erleichtert wird. In diesem Fall fand die

CO2-Versorgung in einem Brutschrank statt [102]. Wéahrend die Netzhautkultur von
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Ratten und Mausen haufig in der Literatur beschrieben wird, ist Uber die Kultivierung
von Schweinenetzhauten nur wenig Literatur zu finden. Des Weiteren werden haufig
postnatale anstatt adulte Netzhaute kultiviert, weil an ihnen die Morphogenese
untersucht werden kann. Lucas beschrieb als erster die Kultivierung von adulten
Meerschweinnetzhauten [103]. Der Vorteil einer Kultivierung von adulten Geweben
besteht in den gleichbleibenden Zelleigenschaften, da diese Zellen schon
ausdifferenziert sind. Spater wurde von Kobuch et al. ein Modell zur Kultivierung von
adulten Schweinenetzhauten in Zusammenhang mit dem RPE entwickelt [104]. Der
Vorteil einer gemeinsamen Kultivierung von Netzhaut und RPE besteht in der
verringerten Degeneration der Photorezeptorzellen, da sie besser mit Nahrstoffen
versorgt und schadliche Stoffwechselprodukte leichter abtransportiert werden kénnen.
Fur die Etablierung einer retinalen Organkultur wurden in dieser Arbeit
Retinapraparate aus adulten Schweinen entfernt und zusammen mit dem RPE

kultiviert. Hierzu wurde die Methode von Caffe et al. modifiziert.

1.8 Massenspektrometrische Untersuchung als Tool zur Analyse von
Signalwegen

Das Genom ist ein statisches Gebilde, das von auf3eren Einflissen weitgehend
unbeeinflusst ist. Im Gegensatz dazu ist das Proteom, welches die Gesamtheit der
Proteine in einem Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt darstellt, ein sehr
dynamisches Netzwerk, welches Umwelteinflissen unterliegt. Das Proteom ist in der
Lage auf intra- oder extrazellulare Einflisse dynamisch z. B. durch Anderung der
Proteinexpression oder Modifikation zu reagieren [105]. Dabei ermdglicht die
guantitative Proteomanalyse zellulare Vorgange in jeder biologischen Probe auf
molekularbiologischer Ebene, wie zum Bsp. intrazellulare Signalwege zu erforschen.
Innerhalb der Proteomforschung stellt die Massenspektrometrie die beste Moéglichkeit
dar dieses zu untersuchen. Sie ermdglicht die explorative Untersuchung zweier oder
mehreren Proben und zeigt erste Hinweise auf verdnderte Signalwege in den
unterschiedlich behandelten Gruppen. Sie dienen als Vorbereitung fur fortfihrende
nicht explorative Studien wie z. B. die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Ak-

Microarray Methode, die zur Validierung der zuvor identifizierten veranderten
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Proteinen mittels Massenspektrometrie, zum Einsatz kommt. Da in dem folgenden
Versuch hauptséachlich die LC/ESI MS/MS Methode zur Anwendung kam werden die

Grundprinzipien dieser Methode im folgenden Kapiteln genauer vorgestellt.

1.8.1 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ermdglicht durch physikalische Verfahren die Molekilmasse
von lonen im Hochvakuum zu bestimmen. Dabei werden lonen in einer lonenquelle
erzeugt und in einem Massenanalysator beschleunigt und nach ihrem Masse/
Ladungsverhaltnis aufgetrennt. Die anschlieBende Detektionseinheit detektiert die
lonen und ermdglicht mit Hilfe einer Datenbank die detektierten Massen zu
identifizieren. Der Durchbruch der Proteomanalyse ist in den 80ziger Jahren durch die
Entwicklung der Elektrospray-lonisierung (ESI) und des matrixunterstitzen Laser
Desorption/lonisation (Maldi) lonisierungsverfahren zu verzeichnen. Diese stellen die
2 gangigsten Techniken der lonisierung von Molekilen dar. Bei der ESI Methode
werden die Proben in einem Gemisch aus Wasser und organischem Losungsmittel
gelést und aus einer Kapillare gespriht, an der eine Spannung angelegt ist.
Makroskopisch betrachtet entsteht zwischen der Kapillare und der Gegenelektrode ein
Fliuissigkeitskonus (Taylor Konus), der an der Oberflache einen Uberschuss an
positiver Ladung tragt. Dort |6sen sich geladene Flussigkeitstropfen, die durch das
Verdampfen des LoOsungsmittels explosionsartig zerfallen. Am Ende bleiben
gasformige, geladene lonen Ubrig, die in die Einlasséffnung des Massenanalysators
transferiert werden [106]. Karas et al entwickelte 1988 die Maldi Methode [107]. Diese
beruht auf einer Kokristallation von einem Analyten mit einer Matrixsubstanz, wodurch
der Analyt in einen Kristall eingebettet wird. Durch den Beschuss eines Lasers auf die
Probe werden Matrix und Analytmolekile in die Gasphase desorpiert. Die Matrix
verhindert durch die Absoprtion von Energie den Verfall des Analyten. Die Kombination
dieser lonisierungsverfahren mit verschiedenen Massenanalysatoren, wie dem time of
flight (TOF), der lonenfalle oder dem Quadropul ermdglicht die Identifizierung von
Proteinen. Am haufigsten werden mit der Maldi lonisierung TOF Analysatoren
eingesetzt. Die lonen werden im elektronischen Feld beschleunigt und erreichen durch

ihre  unterschiedlichen Massen unterschiedliche Geschwindigkeiten. Die
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Geschwindigkeit ist dabei proportional zu ihrer Molekiilmasse. Der Physiker Wolfgang
Paul entwickelte zu Beginn der 50ziger Jahre die lonenfalle. Dabei werden lonen durch
magnetische und elektronische Feldern festgehalten. Im nachfolgenden Versuch
wurde die LTQ-Orbitrap verwendet. Diese noch junge Technolgie ist eine lonenfalle
die von Marakov entwickelt wurde und die lonen durch elektrostatische Felder fangt.
[108, 109]. Dort oszillieren die lonen aufgrund von elektrostatischen Kraften auf
Kreisbahnen um die spindelférmige Zentralelektrode. Die axiale Schwingung der lonen
wird detektiert und durch Fouriertransformation in ein Frequenzspektrum und
anschlieRend in ein Massenspektrum umgewandelt. In den nachfolgenden Versuchen
wurde eine LTQ-Orbitrap XL der Firma Thermo Scientific verwendet. Der Aufbau ist in
Abbildung 5 gezeigt. Im vorderen Bereich befindet sich die ESI lonenquelle, die die
lonen in die Gasphase uberfuhrt und dem Massenanalysator zufihrt. Die lonen
werden dann Uber Multipole transferiert und in einem lonenstrahl gebundelt.
Anschlie3end gelangen die Ionen in eine lineare lonenfalle (LTQ) in der die MS und
MS/MS Spektren aufgenommen werden. Danach werden sie in der C-trap in einer
lonenwolke fokussiert und pulsférmig in die Orbitrap geleitet, in der sie um die

Zentralelektrode oszillieren.
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau einer LTQ-Orbitrap XL

Im vorderen Bereich befindet sich die ESI lonenquelle die die lonen in die Gasphase uberfihrt und dem
Massenanalysator zufuhrt. Die lonen werden dann Uber Multipole transferiert und in einen lonenstrahl gebindelt.
Anschlieend gelangen die lonen in eine lineare lonenfalle (LTQ) in der die MS und MS/MS Spektren aufgenommen
werden. Danach werden sie in die C-trap und anschlieBend in die Orbitrap geleitet, in der sie um die
Zentralelektrode oszillieren. (Modifizierte Abbildung von Thermo Scientific, http://www.thermoscientific.com)
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Wahrend der Messung des m/Z Verhéaltnisses wird ein spezifisches Muster von
Peptiden eines Proteins detektiert, der sogenannte mass fingerprint, der zur
Identifizierung der Proteine dient. Oft ist dieser nicht ausreichend um alle Proteine zu
identifizieren, weshalb eine Methode zur massenspektrometrischen Sequenzierung
von Peptiden (MS/MS Analyse) verwendet wird. Bei dieser Tandem
Massenspektroskopie werden ausgewahlte Peptidionen (Parent-lon) in der MS
Analyse separiert und anschlielend durch den Zusammenstol3 mit einem Inert Gas
fragmentiert und wiederum analysiert. Durch spezielle Algorithmen kann die
Aminosauresequenz eines Peptides berechnet werden. Fir die Fragmentierung der
Peptide stehen verschiedene Verfahren zur Verfigung. Im nachfolgenden Versuch
wurde die Technik des Kollisions-induzierten Verfalls (CID) verwendet, bei der es bei
dem Zusammenstol3 mit Heliumgas zur Fragmentierung der Peptide entlang ihres
Ruckgrades kommt. Durch das Muster der Fragmente kdénnen Ruckschlisse auf die
Sequenz des Peptides geschlossen werden. Die Auftrennung der Peptide wird mit
einer vorgeschaltenen Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
durchgefuihrt. Bei der HPLC handelt es sich um ein chromatographisches
Trennverfahren, bei der der Analyt zusammen mit einem Laufmittel (mobile Phase)
Uber eine Trenns&ule geschickt wird, die eine Matrix (Stationare Phase) enthalt. Die
Reverse Phase- HPLC Methode wird in der Proteomforschung haufig zur Trennung
von Peptiden eingesetzt. Hierbei besteht die stationare Phase aus Silikagel, welches
an der Oberflache Kohlenwasserstoffketten tragt (C18), wahrend die mobile Phase aus
einem wassrigen Losungsmittelgemisch besteht. Die Trennung der Molekile beruht
auf der Bindung von polaren hydrophobischen Molektlen in der mobilen Phase an die
stationdre Phase, wobei hydrophile Molekille in der mobilen Phase die Saule
passieren und als erstes eluiert werden. Die hydrophoben Molekile kdnnen dann
durch steigende Polaritdt der mobilen Phase von der Saure eluiert werden. Die
Reverse Phase-HPLC ist direkt mit dem Massenspektrometer gekoppelt, damit die

Peptide direkt mit dem ESI ionisiert werden kdnnen.
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1.8.2 Micoarray

Die Mikroarray Technologie ist eine Hochdurchsatzmethode die als Hilfsmittel in der
klinischen Diagnostik sowie in der molekularbiologischen Forschung zum Einsatz
kommt. Sie ermoglicht die parallele Untersuchung von tausenden Proben und benétigt
nur eine geringe Menge an Probenmaterial. Sie beruht auf der Souther blot
Technologie, die die Hybridisierung immobilisierter einzelstrangiger DNA an
komplementare Sequenzen beschreibt [110]. Die Anwendungsmoglichkeiten sind
dabei vielseitig und reichen von DNA oder RNA Arrays bis zu Ak-, Protein- oder
Peptidarrays. Bei der Ak-Mikroarray Methode werden zuvor ausgewéhlte Ak auf einen
mit Nitrocellulose beschichteten Objekttrager gespottet und mit der zu untersuchenden
Probe inkubiert. Mit einem sekundaren Ak, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt ist, findet die Detektion der gebundenen Ak Molektile mit einem speziellen
Scanner statt. Mit der entsprechenden Software werden die Intensitaten der einzelnen
Spots gemessen und erlauben somit die quantitative Berechnung der zu

untersuchenden Proteinen.
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2. Zielsetzung

Die Pathogenese des Glaukoms ist weitgehend unbekannt. In den letzten Jahren wird
die Beteiligung einer autoimmunen Komponente an der Pathogenese des Glaukoms
vermutet. Mehrere Studien konnten komplex veranderte Autoantikorperprofile in
Glaukompatienten nachweisen, weshalb eine Beteiligung des Immunsystens an der
Pathogenese des Glaukoms vermutet wird. Des Weiteren konnte der Einfluss von
Glaukomseren auf das Proteinprofil von neuroretinalen Zellen (RGC5 und R28)
nachgewiesen werden. Dabei spielen besonders die im Serum befindlichen Ak eine
Rolle. Die Rolle von herunterregulierten Ak ist weitgehend unbekannt, weshalb der
Effekt auf neuroretinale Zellen untersucht wurde. Im Rahmen meiner Diplomarbeit
wurde der Einfluss von beim Glaukom bekannten, verénderten Ak auf RGC5 weiter
untersucht. Die Untersuchungen zeigten einen protektiven Effekt von GFAP, 14-3-3
und y-synuclein Ak auf gestresste RGC5 Zellen, welcher in einer erhdhten Viabilitét,

sowie in einer erniedrigten ROS-Produktion zu sehen war.

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es den protektiven Effekt der zuvor ausgewahlten Ak
im Detail zu untersuchen. Ein besonderes Augenmerk soll dabei auf der Untersuchung
der Signalwege von Ak behandelten RGC5 durch massenspektrometrische Analysen
liegen. Durch eine quantitative Analyse des Proteoms mittels eines LC-ESI-MS
Systems sollen veranderte Signalwege in Ak behandelten RGC5 aufgezeigt werden.
Dartber hinaus sollen die identifizierten veranderten Signalwege sowie zuséatzlich
relevante Proteine mittels Microarray validiert werden. Der genaue Mechanismus, der
der veranderten Proteinexpression zugrunde liegt ist unbekannt. Aus diesem Grund
stellt ein weiteres Teilprojekt die Lokalisierung der Ak-Bindung/Aufnahme an RGC5
dar. Mittels indirekter immunzytochemischer Farbung und unter Zuhilfenahme der 2D-
Elektropherese und massenspektrometrischen Analysen soll die Bindung des Ak an

der Zellmembran oder die Aufnahme des Ak in das Zellinnere analysiert werden.

Des Weiteren soll eine retinale Organkultur etabliert werden, die es erlaubt den Effekt
der Ak auf RGZ in ihrer natirlichen Umgebung sowie Zell/Zell Interaktionen zu
untersuchen. Hierfur soll die Retina aus adulten Hausschweinen verwendet werden,
die von einem lokalen Metzger bezogen werden. Nach einer ersten morphologischen

Begutachtung tber den Aufbau und Erhalt der Retina nach einer 5 Tage Kultur sollen
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die Anfarbung von RGZ mittels immunhistologischen Féarbungen sowie die
Quantifizierung von apoptotischen Zellen mittels eines Tunel Assays stattfinden. Nach
der erfolgreichen Etablierung der retinalen Organkultur soll der Effekt der zuvor
ausgewahlten Ak, auf RGZ sowie apoptotische Prozesse untersucht werden.
AnschlieRend sollen massenspektrometrische Analysen von Ak behandelten
Retinaexplantaten erste Hinweise auf die Interaktion retinaler Zellen im
Zusammenhang mit dem protektiven Effekt von Ak auf RGZ liefern. Die erhaltenen
Ergebnisse dieser Dissertation sollen weiteren Aufschluss tber die Beteiligung einer
autoimmunen Komponente und insbesondere einen tieferen Einblick in die Rolle von

herunterregulierten Ak in der Pathogenese des Glaukoms geben.
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Losungen

Tabelle 1: Chemikalienliste

Name
4% Paraformaldehyd (PFA)

4-Chloronaphtol

Acetonitril (ACN)
Agarose
Ameisensaure
Ammoniumbicarbonate
B27-Supplement

Bicinchonin Assay Kit

Bovin serum albumin (BSA)
Bromphenolblau

Cell Dissociation Solution

CHAPS

Cover fluid

Dithiothreitol (DTT)
Dodecyl-D-B-Maltosid (DDM)
Dulbecco Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

Dylight 649

ERP57 human
Essigsaure
Ethanol

Fetal calf serum (FCS)

Chicken polyclonal anti GFAP Ak
Glycerol

Goat anti rabbit IgG-Cy3

Goat anti IgY-HRP

Goat Serum

Polyclonal sheep anti y-synuclein Ak
H20

HCI

In situ cell detection kit, Fluorescein
lodacetamid (IAA)

Hersteller

Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Vereinigte Staaten)

Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen (Carlsbad, CA, Vereinigte
Staaten)

Thermo Scientific (Waltham, MA,
Vereinigte Staaten)

Sigma Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Pierce Biotechnologie (Rockford, IL,
Vereingte Staaten)

Abcam

Carl Roth

Fisher Scientific (Waltham, MA,
Vereinigte Staaten)

Sigma-Aldrich

Abcam (Cambridge, England)
Applichem

Linaris (Dossenheim, Deutschland)
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX,
Vereinigte Staaten)

Vector Laboratories (Burlingame, CA,
Vereingte Staaten)

Abcam

Applichem

Merck

Roche (Penzberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich
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L-Alanyl-L-Glutamin

Methanol

Mouse monoclonal anti ERP57 Ak
NUPAGE MOPS SDS Running Puffer
N2-Supplement

Natriumchlorid

Neurobasal A

NP-40

NuPAGE 12% Bis/Tris Polyacrylamidgel
Paraffinwachs

Penicilin/Streptomycin Solution
Penicillin
Peptid calibration standard

Phosphat buffered saline (PBS)
Proteinase Inhibitor Cocktail

rabbit anti-BRN3a Ak

NUPAGE Sample Reducing Agent
Rabbit polyclonal anti mouse 1gG-H&L
(TRITC)

Resuspensionspuffer

Sea blue plus Il standard
Sodium dodecyl sulfat (SDS)
Thiourea
Trifluoroessigsaure (TFA)
Tris

Triton-X-100

Trypsin

Tween-20

Urea

Xylol

a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdure (CHCA)
Polyclonal rabbit anti 14-3-3 Ak

Tabelle 2: Lésungen

Losungen

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
Fisher Scientific

Abcam

Invitrogen

Invitrogen

Carl Roth

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Invitrogen

Sakura Aplhen aan den Rijn,
Niederlande)

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Bruker Daltonics (Billerica, CA,
Vereinigte Staaten)

Sigma Aldrich

Sigma-Aldrich

Bioss (Woburn, MA, Vereinigte Staaten)
Invitrogen

Abcam

Promega (Madison, WI, Verreinigte
Staaten)

Invitrogen

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Sigma Aldrich

Promega

ICN Biomedicals (Eschwege,
Deutschland)

Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

Abnova (Taipei City, Taiwan)

Mengenangabe

3% PFA
0.025% Triton-X-100
0,05% Tween-20 (T)

1% BSA

4% PFA
PBS
Triton-X-100
PBS

T

PBS

BSA
0,05%T
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Material und Methoden

Polyclonal rabbit anti 14-3-3 Ak 14-3-3 Ak
1% BSA in TPBS
Polyclonal sheep anti y-synuclein Ak y-Synuclein Ak
1% BSA in TPBS
Chicken polyclonal anti GFAP Ak GFAP Ak
1% BSA in TPBS
Sek. Ak goat polyclonal anti rabbit IgG- goat polyclonal anti rabbit IgG
H&L (FITC) 1% BSA in PBS

Sek. Ak rabbit anti sheep IgG-H&L (FITC) 1:1000 rabbit anti sheep 1gG
1% BSA in PBS
Sek. Ak rabbit polyclonal to chicken IgY-  rabbit polyclonal to chicken IgY

H&L (FITC) 1% BSA in PBS

1x Antigen Retrival Lésung 10x Antigen Retrieval Lésung
PBS

Blockpuffer 2% BSA

0,3%Triton-X-100
5 % Goat Serum

Rabbit anti-BRN3a Ak 1:100
Blockpuffer
Goat anti rabbit IgG-Cy3 1:1000
PBS
Tunel Reagenz 450 pl Labeling Losung

50 yl Enzym Lésung

DMEM DMEM
10%FCS
100 U/ml penicillin
100 U/ml streptomycin
4% L-alanyl-L-glutamin
Zell Dissoziation Losung

Neurobasal A Medium Grundmedium Neurobasal A
1% N2

2% B27

100 U/ml Penicillin

0,8 mM L-Alanyl-LGlutamin

Lysispuffer (RGC5) 0,1% Dodecyl-B-D-Maltosid

0,25% Proteinase inhibitor Cocktail
Lysispuffer (Retinale Organkultur) 20 mM Tris

150 mM NaCl

0,5% DDM
MOPS Laufpuffer (20X) 50 ml MOPS Laufpuffer

950 ml H20 dest.
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Fixierlésung

Farbeldsung

Waschlésung

Trypsinpuffer

Typsinlésung

Extraktionslosung

Equilibrierungspuffer

Elutionspuffer

40 ml H20

50 ml Methanol

10 ml Essigsaure

66 ml H20

20 ml Methanol

20 ml Stainer A

5 ml Stainer B Zugabe nach 10min
5 ml 100mM Ammoniumbicarbonat
5 ml ACN

8 ml H20

1 ml ACN

1 ml 200 mM Ammoniumbicarbonat
20 pg Trypsin

200 pl Resuspensions Puffer

1500 pl Trypsinpuffer

3,8 ml H20

8 ml ACN

200 pl Ameisensaure

10 ml HPLC-H20

10 pl TFA

5 ml ACN

5 ml HPLC-H20

10 pl TFA

Dylight 649 Lésung

Tris-Hcl pH 8.8

0,5% BSA in 0,5% TPBS

9 ulH20

1 pl Dylight649
3,025 g Tris

50 ml H20

pH einstellen mit HCI
0,5% BSA

0,5% Tween-20

PBS

Probenpuffer

Equilibrierungspuffer 1

Equilibrierungspuffer 2

2% Chaps

8 M Urea

2 M Thiourea

0,8% Bromophenol blau
0,8% Proteinase inhibitor
1% IPG buffer 3-10 non linear
Dest. H20

6 M Urea

75 mM Tris-HCI pH 8.8
3% Glycerol

2% SDS

0.002% Bromphenol blau
2,5% DTT

Dest. H20

6 M Urea

75 mM Tris-HCI pH 8.8
3% Glycerol
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Agarosepuffer

Material und Methoden

2% SDS

0,002% Bromophenol blau
3,2% IAA

Dest. H20

4% Agarose

Mops Laufpuffer

Towbin Puffer

Waschpuffer (TBS-T)

4% non fat dry milk

TBS

4-Chloronaphtol Farbel6sung

Chicken polyclonal anti GFAP Ak

Goat anti chicken IgY-HRP

25 mM Tris

192 mM Glycin
20% v/V Methanol
Dest. H20

20 mM Tris

150 mM NacCl
0,1% Tween-20
1000 ml

pH=7,5

4% non fat dry milk
HPLC H20

20 mM Tris

150 mM NaCl
1000 ml dest. H20
20 ml TBS

12 pl H202

4 ml Methanol

12 mg 4-Chloronaphtol
6 pug/ml

TBS-T

1:5000

TBS-T

Matrix

20 mg CHCA
60% ACN
40% H20
0,1% TFA

Mouse monoclonal anti ERP57

Chicken polyclonal anti GFAP Ak

Rabbit polyclonal anti mouse 1gG-H&L

(TRITC)

Rabbit polyclonal anti chicken IgY-H&L

(FITC)

5 pg/ml ERP57 Ak
1% BSA in PBS

2 ug/ml GFAP Ak
1% BSA in PBS
1:500

1% BSA in PBS
1:1000

1% BSA in PBS
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3.2 Geréate und Software

Tabelle 3: Gerate

Gerate
p-slide 1V
24 Well Platte

80 cm? Zellkulturflaschen
96 Well-Platte

Array Scanner
BIOCUT Mikrotom 2030

Brutschrank

Einbett Automat Tissue Tek VIP
Einbettformchen
Einbettkassetten
Fluoreszenzmikroskop

Histo Bad

Histo Plate

LTQ Orbitrab XL

Mikroskop Eclipse TS100

Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell

Multiscan Ascent

Neubauer Zahlkammer

Nitrozellulose
Non contact array spotter

Objekttrager 76x26
Petrischale

Pipettierhilfe

Polished steel maldi target
Rocking Plattform
SciFlexArrayer S3

Sterilbank

Thincerts

Tissue Tek Cryo Console
Tissue Tek Dispensing Console
Tissue Tek Thermal Console
Ultraschallbad

Wasserbad
Zentrifuge
ZipTip

Hersteller

Ibidi Gmbh (Minchen, Deutschland)
Nalgene Nunc (Penfield, NY, Vereinigte
Staaten

Nalgene Nunc

Greiner-Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Affymetrix (Santa Clara, CA,Vereinigte
Staaten)

Reichert-Jung (Heidelberg,
Deutschland)

Thermo Scientific

Sakura

Sakura

Sakura

Leica

Reichert-Jung

Reichert-Jung

Thermo Scientific

Nikon (Tokio, Japan)

Biorad (Hercules, CA, Vereinigte
Staaten)

Thermo Labsystem

Marienfeld Superior (Lauda
Kdnigshofen, Deutschland)

GE Healthcare

Scienion (Monmouth Junction, NJ,
Vereinigte Staaten)

Diagonal (Mtnster, Deutschland)
VWR (Darmstadt, Deutschland)
Hirschmann (Eberstadt ,Deutschland)
Bruker Daltonics

Biometra (Gottingen, Deutschland)
Scienion

Nalgene Nunc

Greiner-Bio-One

Sakura

Sakura

Sakura

Bandelin Electronic (Berlin,
Deutschland)

GFL (Burgwedel, Deutschland)
Thermo Scientific

Merck Millipore
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BioBasic C-18 Vorsaule (30 mm x 0.5
mm)

BioBasic C18 Analysesaule (150 mm x
0.5 mm)

Rheos Allegro HPLC Pumpsystem

Tabelle 4: Software

Software
Adobe lllustrator
ImageJ

Imagene
Ingenuity

Lucia G/F
MaxQuant

Office 2013

Photoshop
Statistica

3.3 Kultivierung RGC5

RGCS5 Zellen wurden von Dr. Neeraj Agarwal bereitgestellt. Es handelt sich um eine
neuronale Vorlauferzelllinie aus der Maus, die mit dem w2E1A Virus immortalisiert
wurde [91, 93]. Die Zellen wurden in 80 cm? Kulturflaschen im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO? kultiviert. Das Kulturmedium bestand aus DMEM, welches mit 10% FCS,
100 U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin und 4% L-Alanyl-L-Glutamin versetzt war.
Erreichten die Zellen eine Konfluenz von 80% wurden diese passagiert. Hierflir wurden
sie zuerst mit PBS gewaschen und anschlieend mit 1,5 ml CDS fir 12 min bei 37°C
und 5% CO:2 im Brutschrank inkubiert. Die Zellsuspension wurde in 3 ml Medium
Uberfuhrt und mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer die Zellanzahl bestimmt. Abh&ngig

von dem jeweiligen Versuch wurden anschlieBend verschiedene Zellanzahlen in

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Adobe

NIH

BioDiscovery

Qiagen

Leica

Max Planck Institute of Biochemistry,
Martinsried

Microsoft

Adobe

Statsoft

Zellkulturflaschen, Petrischalen oder Well-Platten Gberfiihrt.
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3.4 Massenspektrometrische Untersuchung von Ak behandelten RGC5

Fur die massenspektrometrische Untersuchung wurden RGC5 in 60X15 mm
Petrischalen kultiviert und am darauffolgenden Tag mit bestimmten Konzentrationen
des jeweiligen Ak inkubiert. Aus den Vorstudien wurden Konzentrationen ausgewabhilt,
die den grofiten protektiven Effekt zeigten. RGC5 wurden jeweils fur 3 h mit 0,5 pg/ml
rabbit polyclonal anti 14-3-3 Ak, 0,5 pg/ml goat polyclonal anti y-synuclein Ak oder 1
pg/ml chicken polyclonal anti GFAP Ak inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die nicht

mit dem Ak behandelt wurden.

3.4.1 Zelllyse

Nach der Inkubation der zuvor beschriebenen Ak wurden diese durch Waschen mit
PBS entfernt. AnschlieBend wurden die RGC5 mittels CDS von den Petrischalen
abgeldst, in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt und bei 4°C, 300 g fur 10 min
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Zellpellet mit PBS
gewaschen und nochmals zentrifugiert. Das Lysieren der Zellmembran fand bei -80°C
fur 30 min statt. Nach dem Versetzen der Zellpellets mit Lysispuffer wurde die
Zellmembran nochmals permeabilisiert, indem die LOsung fir 5 min in ein
Ultraschallbad getaucht wurde. Damit restliche Zelltrimmer entfernt werden fand ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 4°C, 1500 g fur 10 min statt. Die im Uberstand
befindlichen Proteine wurden in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

3.4.2 Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsdure (BCA) Kit

Zur Bestimmung der Proteinmenge im Zelllysat wurde das BCA-Kit gemall Angaben
des Herstellers verwendet. Dieser Test beruht auf der Biuret-Reaktion, bei der in
alkalischer Loésung eine Reduktion von Cu?* zu Cu* durch Proteine stattfindet. Durch
die Komplexbildung von Cu* mit BCA entsteht eine lila gefarbte Losung, dessen

Absorption bei 562 nm photometrisch bestimmt werden kann. Zunachst wurden die im
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Kit enthaltenen Reagenzien A und B im Verhéltnis von 1:50 gemischt. AnschlielRend
wurden 10 pl des Zelllysates, sowie eine Eichkurve, die aus verschiedenen
Konzentrationen von BSA bestand, in eine 96 Well-Platte pipettiert. Durch die Zugabe
von 190 ul Reagenzien-AB wurde die Reaktion gestartet und nach einer 30 minltigen
Inkubation bei 37°C wurde die Absorption mittels eines Photometers bei 562 nm

bestimmt. Anhand der Eichkurve wurde die Konzentration des Zelllysates berechnet.

3.4.3 Protein Auftrennung mittels eindimensionaler Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (1D SDS-Page)

Die SDS-Page ist eine analytische Methode zur Separation von Molekilen anhand
ihrer Molekilmassen in einem elektrischen Feld, welche von U.K. Laemmli
beschrieben wurde [111]. Dabei wird SDS verwendet, welches als anionisches Tensid
die Eigenladung von Proteinen Uberlagert. Zusammen mit dem Erhitzen der Proteine
werden diese denaturiert und kdnnen somit in einem Polyacrylamid-Gel aufgrund ihrer
Molekilmasse aufgetrennt werden. Durch die Zugabe von Reduktoren werden
zusatzlich Disulfidbriicken aufgebrochen. Die denaturierten Proteine werden in die
Taschen eines Polyacrylamidgeles, welches sich in einer Elektrolytlésung befindet,
aufgetragen. Durch das Anlegen einer Spannung wandern die Proteine durch die
Gelmatrix, wobei kleinere Proteine im Vergleich zu grof3en Molekilen schneller durch
das Gel migrieren [112]. Fir die eindimensionale Auftrennung von Proteinen wurde
eine XCell Sure Lock™ Mini Cell Gelelektrophoresekammer, sowie ein Novex
NuPAGE 12% Bis/Tris Polyacrylamidgel verwendet. Vor der Auftragung der Proben
auf das Gel, wurden diese durch die Zugabe von 4x NUPAGE LDS Sample Puffer
sowie 10x NuPAGE Reducing Agent denaturiert und fir 10 min bei 70°C im
Brutschrank erhitzt. Fir den Proteinstandard wurde Sea Blue plus 2 aufgetragen. Als
auRRerer Laufpuffer wurde NuPage MOPS Puffer verwendet und der innere Puffer
enthielt zusatzlich 500 pl Antioxidans. Die Gelelektrophorese wurde bei 130 V und 4°C
durchgefiihrt. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Gel entnommen
und in einer Fixierldsung auf dem Schiittler fir 10 min inkubiert. Die Proteinanfarbung
im Gel wurde mit dem Colloidal Coomassie Blue staining kit nach Anleitung des
Herstellers durchgefuhrt und beruht auf der Methode von Neuhoff et al [113]. Dieses

Kit gewahrleistet die Anfarbung von Proteinen im ng Bereich. Das fixierte Gel wurde

34



fur 10 min in der Féarbeldsung auf dem Schiittler inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe
von 5 ml Stainer B. Die Farbung erfolgte fir mindestens 3 h auf dem Schiittler bei RT.
Die Entfarbung wurde mit dest. H20 uber Nacht durchgefuhrt.

3.4.4 Protein Verdau im Gel

Nach der Auftrennung der Zelllysatproteine in der Gelelektrophorese erfolgte der
enzymatische In-Gel-Verdau der Proteine mittels Trypsin in Anlehnung an das
Protokoll von Shevchenko et al [114, 115]. Trypsin ist eine Serinproteinase, welche
selektiv am C-Terminalen Ende von Arginin und Lysin Proteine spaltet. Dabei werden
die Proteine durch Trypsin in kleinere Peptidfragmente zerlegt, die mit ihrer jeweiligen
charakteristischen Masse zur Messung und Identifizierung im Massenspektrometer
dienen. Als erstes wurde eine Spur des Geles mit Hilfe eines Skalpells in 17 Stiicke
geteilt. Zur besseren Diffusion des spater verwendeten Trypsins wird jede einzelne
Bande in kleine Stiicke geschnitten. Diese zerteilten Gelbanden wurden fir 15 min in
Waschlosung und anschlieBend fir 2 min mit 100% ACN inkubiert und somit
dehydriert. Der Uberstand wurde entfernt und die Gelstiicke wurden anschlieRend fir
1 min in der Zentrifuge bei 30°C getrocknet. Vor der Verwendung von Trypsin wurde
dieses zuerst mit 200 pl Resuspension Puffer vermischt und fur 10 min im Wasserbad
bei 37°C aktiviert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1500 ul Trypsinpuffer. Die
Gelstuicke wurden dann mit 60 pl der zuvor hergestellten Trypsinlésung (12,5 ng/ul)
bedeckt und nach einer 30 min Inkubation im Kuhlschrank durch die Inkubation bei
37°C im Brutschrank gestartet. Am darauffolgenden Tag nach einer 20 h Inkubation
fand die Extraktion der Peptide aus dem Gel statt. Hierfir wurde als erstes der
Uberstand entnommen und in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Die restlichen
Gelstiicke wurden fur 30 min mit der Extraktionslosung auf der Rocking Plattform
inkubiert. AnschlieBend wurde die Extraktionldsung entnommen und zu dem
vorherigen Uberstand zusammengefasst. Diese Mischprobe wurde in der Zentrifuge

bei 30°C vollstandig verdampft und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.4.5 Proteinaufreinigung mittels C18 ZipTip Spitzen

Fur die Aufreinigung und Entsalzung der Peptide wurde eine ZipTip Spitze verwendet,
die mit einer chromatographischen C18 Matrix befullt ist. Die Bindung der Peptide
findet durch hydrophobe Wechselwirkungen der Aminosaureseitenketten an die C18
Matrix statt. Die eingedampften Proben wurden daftr aufgetaut und mit 20 pl einer
0,1% TFA Lo6sung versetzt und fir 5 min im Ultraschallbad gel6st. Anschliel3end
erfolgten mehrere Aktivierungs- und Waschschritte, die in Tabelle 5 aufgelistet sind.
Nach der Elution der Proben wurden diese bei 30°C in der Zentrifuge eingedampft

und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Tabelle 5: Peptdidaufreinigung mittel C18 ZipTip Spitzen

1. Aktivierung 3x10 pl ACN

2. Equilibrierung 3x10 pl Equilibrierungspuffer
3. Peptidbindung 20x10 pl Probe

4. Waschschritt 3x10 pl 0,1% TFA

5. Elution 2x10 pl Elutionspuffer

3.4.6 Protein Identifikation mittels HPLC/ESI MS

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren zur Bestimmung der molekularen Massen
von Molektlen oder lonen anhand ihres m/Z-Verhaltnis. Dieses Verfahren setzt die
Uberfiihrung von Proteinen und Peptiden in die Gasphase voraus. Bewerkstelligt wird
dies durch das ESI-Verfahren, bei der die Peptidlosung durch eine diinne Kapillare
gefuhrt wird, die mit einer Metallspitze endet. Auf dieser liegt eine Spannung an,
wodurch die Peptide in die Gasphase uberfihrt werden. Durch eine HPLC-S&ule
(Analytische C18 Saule), die online mit der ESI gekoppelt ist, findet die von der
Polarisation abhangige Auftrennung der Peptide statt. Analysiert wurden die Peptide
mit einem LTQ-Orbitrap XL Massenspektrometer, die mit einer vorgeschalteten HPLC
Saule gekoppelt ist. Hierfur wurden die zuvor aufgereinigten Proben in 20 pl einer 0,1%
TFA L6sung gel6st und fur 5 min in Ultraschallbad mit Eis resolubilisiert. Anschlie3end

wurden die Proben in einer 96-Well Platte mit V-Boden uUberfuhrt und in die

36



Probenhalterung des Roboters eingesetzt. Die HPLC-Anlage besteht aus einer
BioBasic C-18 Vorsaule (30 mm x 0.5 mm) und einer anschlielRenden BioBasic C18
Analysesaule (150 mm x 0.5 mm). Es wurde ein Rheos Allegro HPLC Pumpsystem
mit einer Flussrate von 200 ul/min verwendet, die durch einen Micro-Splitter in der
Saule auf 10 pl/min reduziert wurde. Es wurden folgende Laufpuffer verwendet:
Laufpuffer A bestand aus 98% H20, 1.94% ACN, 0.06% Methanol, 0.05% TFA und
Laufpuffer B aus 95% ACN, 3% Methanol, 2% H20 und 0.05% TFA. In einem Zeitraum
von 80 min wurde ein linearer Gradient verwendet (0-47 min: 0-100% B, 47-49 min:
100% B, 49-58: 100% -0% B, 58-80 min: 0% B). Der detektierte Massenbereich lag
zwischen 300-2000 m/z mit einer Auflosung von 30.000 fwhm (fullWidth at Half
Maximum/Halbwertszeit). Zur Fragmentierung wurde eine CID verwendet mit einer
Kollisionsenergie von 35% und einer Aktivierungszeit von 30 ms. Zuséatzlich wurde ein
dynamischer Ausschluss von 30 s und einer Ausschlusszeit von 90 ms eingestellt.
Nach einer erneuten Detektion des gleichen Peaks innerhalb von 30 ms wurde dieser
in den nachsten 90 ms von der Fragmentierung ausgeschlossen. Dies erméglichte die
bessere Detektion von gering abundanten Peaks. Die Massenspektren wurden in den
“profile” Modus aufgenommen, damit sie spater mittels Maxquant analysiert werden

kénnen. Der experimentelle Aufbau ist schematisch in Abbildung 6 dargestelit.

3.4.7 Daten Auswertung

Die erhaltenen Rohdaten aus der massenspektrometrischen Analyse wurden fiir die
Identifikation und Quantifizierung der Proteine mit der Software MaxQuant benutzt.
Dabei wurden folgende Einstellungen gewahlt: Modifikation Carbamidomethylierung,
Taxonomie Mus musculus, Datenbank Swiss prot, Enzym Trypsin, Minimal peptide 2
Minimum unique peptide 2, Massentoleranz 2 sowie eine peptid fals discovery rate von
0,01. Fur die Berechnung der signifikant verdnderten Proteine wurden die
normalisierten Intensitaten verwendet und ein Verhéaltnis zwischen den behandelten
Ak Gruppen und der unbehandelten Kontrollgruppe gebildet. Die Signifikanzschwelle
lag bei einer 2fach erhéhten oder erniedrigten veranderten Proteinexpression. Um die
erhaltene Datenmenge auf ihre biologische Bedeutung und mdglich verédnderte

Signalkaskaden zu untersuchen wurde eine spezielle Software verwendet. Dieses
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kommerziell erhaltliche Programm ,Ingenuity Pathway Analysis® greift auf aktuelle
wissenschaftliche Literatur zuriick und zeigt Quervernetzungen sowie Signalkaskaden
auf, sowie deren Zusammenhang mit den verschiedensten Erkrankungen. Mit Hilfe
dieser Software wurden mittels Fisher-Exakt-Test signifikant veranderte Signalwege

aufgezeigt (p<0.05).
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Abbildung 6: Schematischer Versuchsaufbau zur Identifizierung von veranderten Signalwegen mittels
massenspektrometrischer Analyse

Nach der Inkubation von RGC5 mit dem jeweiligen Ak wurden die Zellen lysiert und anschlieBend mittels eines 1D-
Geles aufgetrennt. Die Zelllysatspur wurde in 17 Bereiche aufgeteilt und tryptisch verdaut. Nach der Aufreinigung
mittels C18 ZipTip Spitzen erfolgten die massenspektrometrischen Analysen. Quelle: Corina Wilding

3.5 Validierung der LC/ESI MS Ergebnisse mittels Antikdrper-Mikroarray

In dieser Arbeit wurde zur Validierung der signifikant veranderten Proteine, welche in
der massenspektrometrischen Analyse identifiziert wurden, ein Ak-Mikroarray
verwendet. Die Ak der zu untersuchenden Proteine sowie zusétzlich Proteine die in
den jeweiligen Signalwegen von Bedeutung sind wurden kommerziell erworben und
auf einen mit Nitrocellulose beschichteten Glasobjekttréager mittels eines non contact
Array-Spotter aufgetragen. Diese Methode erlaubt die simultane Untersuchung von

mehreren Proteinen, wobei nur geringe Probenvolumina eingesetzt werden mussen.
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Die Proteine des zu untersuchenden Zelllysates wurden durch die auf dem Microarray
immobilisierten Ak gebunden. Mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes, der an die Proteine
des Zelllysates gekoppelt wurde kdnnen diese dann detektiert und quantitativ bestimmt

werden.

3.5.1 Labeling der Zelllysatproteine mittels Cy3

Wie in Kapitel 3.5 beschrieben wurden RGC5 mit den jeweiligen Konzentrationen des
Ak fur 3 h behandelt und anschlieRend lysiert und die Proteinkonzentration bestimmt.
Es wurden 6 pg Zelllysatproteine mit 3,6 pl Dylight 649 Lésung fur 1 h im Dunkeln
inkubiert. AnschlieRend wurde die Reaktion mit 100 ul einer 1,5 M Tris-HCI Lésung
abgestoppt und fur 1 h im Dunkeln inkubiert (n=12).

3.5.2 Herstellung und Inkubation der Ak-Mikroarray

Die Ak-Mikroarray Objekttrager wurden automatisiert mittels eines Piezo-Element
basierendem Spot-Verfahren hergestellt, das die kontaktfreie Aufbringung der Ak
ermdglicht. Die Ak wurden in PBS verdinnt und jeweils in Triplikaten gespottet. Der
hergestellte Slide wurde anschlieRend mit 0,5% BSA und 0,5%Tween PBS fir 1 h in
einer feuchten Kammer auf dem Schittler inkubiert. Nach 3maligem Waschen mit
TPBS fiur jeweils 10 min wurde der Objekttrager mit dem gelabelten Zelllysat fur 2,5 h
inkubiert. Danach wurde der Objekttrager 2x mit TPBS und 1x mit HPLC-H20
gewaschen und die Reaktionen mit Hilfe eines Affimetrix 428 Array-Scanners
detektiert (Abbildung 7).

3.5.3 Datenauswertung

Die Datenanalyse wurde mit Hilfe der Software Imagene 5.0 durchgefiihrt. Durch
Anlegen eines Rasters, welches dem Spottingmuster angepasst wurde, wurde die

Fluoreszenzintensitat gemessen. Defekte Spots wurden manuell ausgeschlossen und
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der Signalmedian von 3 Replikaten wurde gemittelt. Die erhaltenen Daten wurden mit

Statistica analysiert und mittels eines studentischen T-tests ausgewertet.

Microarray-Slide Subarray

‘A Proteine +.
- A Detektion
Dylight649
ia ka
Antikdrper

Abbildung 7: Graphische Darstellung des Versuchsablaufes zur Identifizierung von veranderten Proteinen
mittels Microarray

Ausgewahlte Ak wurden mit Hilfe eines Spotters auf Nitrocellulosebeschichtete Microarray Objekttrager
aufgetragen. AnschlieRend wurden die Proteine des Zelllysat mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dylight649 versehen
und mit Tris-HCI wurde die Reaktion gestoppt. Die gelabelten Proteine wurden dann auf dem Microarray-Slide
inkubiert und mittels eines Array Scanner wurden die Fluoreszenzintensitaten detektiert. Quelle: Corina Wilding.

3.6 Immunhistologische Untersuchung der Ak-Bindung an RGC5

Zur Untersuchung der Antikérperbindung oder Antikdrperaufnahme in RGC5 wurde
die indirekte Immunfluoreszenzmethode verwendet. Nach Kultivierung der RGC5 in p-
slide IV Objekttragern folgte die Fixierung mit einer 3% PFA-LGsung. Anschliel3end
wurden nach mehrmaligem Waschen der RGC5 mit PBS ein Permeabilisationsschritt
mit Triton-X-100 sowie ein Blockierungsschritt mit einer BSA-TPBS-L6sung
durchgeftihrt. Danach wurden die Zellen mit dem primaren Ak und nach mehrmaligem
Waschen mit dem sek. Ak inkubiert. Zur Untersuchung der Ak-Bindung an lebenden
RGC5 wurden lebende RGCS5 fir 3 h mit dem jeweiligen Ak préainkubiert und
anschlieend wie zuvor beschrieben fixiert und gefarbt. Die Auswertung erfolgte mit

einem Fluoreszenzmikroskop und mit Hilfe der Software Lucia G/F. Die
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Inkubationszeiten sowie die Konzentrationen der verwendeten Lésungen sind in den

nachfolgenden Tabellen 6 und 7 zusammengefasst.

Tabelle 6: Ubersicht der immunhistologischen Farbung zum Nachweis der Expression von 14-3-3, GFAP

und y-synuclein

Schritt

Fixierung

Waschen
Permeabilisation
Waschen
Blockieren
Inkubation Prim. Ak

Waschen
Inkubation sek. Ak

Epitop 14-3-3

2 ug/ml rabbit

Epitop y-

synuclein

3% PFA, 15 min
PBS, 3x5 min

Epitop GFAP

0,25% Triton-X-100, 12 min

PBS, 3x 5min

1% BSA in TPBS, 20 min

polyclonal anti

14-3-3 sigma,
U. N.

Goat polyclonal
anti rabbit 19G-

H&L (FITC),
1,5 h

2 ug/ml sheep
polyclonal anti-y-
synuclein Ak,

0. N.

PBS, 3x5 min
rabbit anti sheep
lgG-H&L (FITC),
1,5h

2 ug/ml chicken
polyclonal anti
GFAP,

0. N

rabbit polyclonal
to chicken IgY-
H&L (FITC) 1,5 h
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Tabelle 7: Ubersicht der immunhistologischen Farbung zur Untersuchung der Ak Aufnahme

Schritt

Prainkubation prim. Ak

Waschen

Fixierung

Waschen

Zellmembranfarbung

Waschen

Permeabilisation

Waschen

Blockieren

Inkubation sek. Ak

Waschen

Epitop 14-3-3 Epitop y-synuclein
10 pg/ml rabbit polyclonal
anti 14-3-3 sigma Ak,
3h 3h
PBS, 3x5 min

15 pg/ml sheep polyclonal

anti y-synuclein Ak,

3% PFA, 15 min

PBS, 3x5 min

6 ug/ml WGA,10 min

PBS, 3x5 min

0,25% Triton-X-100

12 min

PBS, 3x5 min

1% BSA in TPBS,

20 min
Goat polyclonal anti rabbit = rabbit anti sheep IgG-H&L
IgG-H&L (FITC), (FITC)
15h 15h
PBS, 3x5 min
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3.7 Identifikation von GFAP Ak Interaktionspartner

3.7.1 2D-Gelelektrophorese

Die 2D-Gelelektrophorese stellt eine hochauflésende Methode zur Auftrennung von
komplexen Proteingemischen dar. Dies findet in zwei unabhangigen Schritten statt. In
der 1. Dimension werden die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt,
dabei wandern sie in eine Gelmatrix auf einen pH-Gradient, der durch ein elektrisches
Feld aufgebaut wird, bis zu dem Punkt an dem lhre Nettoladung Null ist. Dabei wurden
immobilisierte pH-Gradienten (IPG) verwendet [116]. In der 2. Dimension erfolgt die
Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem SDS-
Polyacrylamidgel [117]. Dadurch entsteht ein zweidimensionales Punktmuster, wobei
bei einer geeigneten Auflésung jedem Spot in der danach folgenden
massenspektrometrischen Analyse ein Protein zugeordnet werden kann [118]. Wie in
3.5.1 und 3.5.2 beschrieben wurden RGC5 lysiert und eine Proteinbestimmung
durchgefuhrt. Fur die Separation der Proteine in der 1. Dimension wurden 100 pg des
Zelllysates in 125 pl des Probenpuffers gel6st und fir 30 min bei 4°C inkubiert. Fur die
Auftrennung der Proteine nach dem isoelektrischen Punkt wurde ein Gelstreifen
(Immobiline dry strip pH 3-10, nicht linear) verwendet der nach der Entfernung der
Schutzfolie in eine Dehydrierungskassette gelegt wurde. Anschlieliend wurde das
Zelllysat in dem entsprechenden Puffer auf den Gelstreifen gegeben und mit Silikondl
bedeckt. Das Spannungsprogramm der 1. Dimension erfolgte in Anlehnung an das
Protokoll des Herstellers und ist in der nachfolgenden Tabelle 8 zu sehen. Nach der
Gelelektrophorese wurden die Gelstreifen entnommen und mit dest. H2O gespililt.
Anschliel3end fand eine Reduzierung der Disulfidbriicken sowie eine Beladung mit
SDS und DTT statt, indem die Streifen jeweils fir 12 min in Equilibrierungspuffer |
inkubiert wurden. Die entstandenen SH-Gruppen wurden anschlielend alkyliert, indem
sie fur 12 min in Equilibrierungspuffer 1l auf dem Schuttler bei RT inkubiert wurden.
Parallel wurde ein 4%iger Agarosepuffer hergestellt. Die equilibrierten Gelstreifen
wurden auf ein 12% Polyacrylamidgel gelegt und luftblasenfrei mit Agarosepuffer
bedeckt. Nachdem die Agarose ausgehartet war wurde die Gelelektrophorese bei 130
V und 4°C gestartet. Die Gelelektrophorese wurde beendet, als die Lauffront das
Untere des Gelrandes erreicht hatte. Wie in vorherigem Abschnitt beschrieben wurden
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die Gele fixiert und gefarbt um den entsprechenden Massenbereich spéater
auszuschneiden. Das Schwestergel wurde fur das Anfertigen eines Westernblots

verwendet.

Tabelle 8: Geréteeinstellung der isoelektrischen Fokussierung
Die Oberflachentemperatur wurde auf 20°C und die Spannung auf 50 pA pro Streifen eingestellt.

Schritt Spannung in V Inkubationsdauer in h
Rehydration -- 2
Spannung halten 20 12
Gradient 500 1
Spannung halten 500 1
Gradient 1000 0,5
Spannung halten 100 1
Gradient 4000 0,5
Spannung halten 4000 2
Gradient 8000 2
Spannung halten 8000 2

3.7.2 Westernblot

Fur die Immundetektion von Proteinen wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die Nitrocellulosemembran wurde auf die GroRRe
eines Geles zurecht geschnitten und fir 20 min in Towbin-Puffer equilibriert. Die
verwendeten Filter und Schwamme wurden ebenfalls mit Towbin-Puffer getrankt. In
einer SemiDry-Blotkammer, beginnend bei der Anode, wurde ein luftblasenfreies
Sandwich aus folgenden Materialien hergestellt: Filterschwamm, 3x Filtermembran,
Nitrocellulose, Gel, 3x Filterpapier. Der Transfervorgang wurde bei 100 V fur 70 min
durchgefuhrt.
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3.7.3 Immundetektion

Die Immundetektion von GFAP Ak Interaktionspartnern wurden nach folgenden
Schritten durchgefuhrt, die in Tabelle 9 zusammengefasst sind. Zur Detektion wurde
ein sek. Ak verwendet, der an eine Peroxidase (HRP) gekoppelt ist. Die
Immunreaktionen wurde visualisiert mit einer 4-Chloronaphtol Losung, welche fur 20

min auf dem Blot im Dunkeln inkubiert wurde.

Tabelle 9: Ubersicht der verschiedenen Inkubationsschritte zur Immundetektion von GFAP Ak
Interaktionspartner

Schritt Lésung Inkubationszeitraum
Blockierung 4% Milchpulver 1h
3x Waschen Waschpuffer 5, 15, 5 min
Inkubation GFAP. Ak Chicken anti GFAP Ak Uber Nacht
Waschpuffer
3x Waschen Waschpuffer 5, 15, 5 min
Inkubation sek. Ak 1:5000 2h
Goat anti chicken IgY-
HRP
Waschpuffer
3x Waschen Waschpuffer 5,15,5
Visualisierung Farbelésung 20 min

3.7.4 Identifikation von 2D Spots mittels Maldi TOF/TOF

Die identifizierten Spots auf der Nitrocellulosemembran wurden aus dem
entsprechenden Schwesterngel mit einen Skalpell ausgeschnitten und wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben verdaut. Die Peptidaufreinigung wurde mit C18
ZipTip Spitzen durchgefuhrt und direkt auf ein 386 MTP polished steel maldi target
eluiert. Parallel wurden fir die externe Kalibration 2 ul des Peptidstandards mit 18 pl
Matrix vermischt und ebenfalls auf das Target appliziert. Nachdem die Proben unter
der Sterilbank getrocknet waren, wurde die Matrix aufgetragen und bei RT getrocknet.
Die Massenspektren wurden auf einem Ultraflex 11 Maldi-TOF/TOF MS der Firma
Bruker Daltonics aufgenommen, welches mit einem Stickstofflaser ausgestattet ist.
FlexControl/Flex Analysis Version 2.4 wurde als Software verwendet. Die Spektren
wurden im Reflektor-Modus in einem Detektionsbereich fur die Vorlaufer Massen von

900-37000 m/z aufgenommen. Der S/N Schwellenwert fur die Vorlaufermasse lag bei
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>10 und fir die Intensitat bei >700. Die Identifizierung der Proteine erfolgte mit Hilfe
der Software Biotools und der Datenbank Mascot, mit folgenden Einstellungen der
Suchkriterien: Es wurde die Datenbank Swissprot und der Organismus Mus Musculus
gewahlt. Trypsin wurde als Enzym ausgewahlt und als fixe Modifikation
Carbamidomethylierung der Cysteine. Des Weiteren wurde mit einer Massentoleranz

von 100 ppm fur MS Vorlaufer und 0,8 Da fur MS/MS Fragmente gesucht.

3.7.5 Validierung von GFAP Ak Interaktionspartnern mittels Antigen-Microarray
sowie immunhistologischen Farbungen

Die mittels Massenspektrometrie identifizierten GFAP Ak Identifikationspartner wurden
mittels eines Antigen-Microarrays validiert. Hierfur wurde das Antigen, wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben, auf einen mit Nitrozellulose beschichteten
Objekttrager gespottet und anschlieBend mit dem GFAP Ak inkubiert. Fur die
Visualisierung der Spots wurde ein sek. Ak gegen IgY, der mit FITC gekoppelt ist,
verwendet. Die Auswertung wurde mit einem Fluoreszenzmikroskopie sowie der
Software Lucia G/F durchgefihrt. Des Weiteren wurde die Kolokalisation von ERP57
und GFAP Ak in RGC5 mittels immunhistologischen Farbungen untersucht. Hierfur
wurden RGC5 Zellen wie in Tabelle 10 angegeben fixiert, blockiert und anschlie3end
mit anti ERP57 Ak und anti GFAP Ak Uber Nacht inkubiert. Danach wurden die RGC5
gewaschen und mit dem sek. Ak gegen IgG-H&L (TRITC) und dem sek. Ak gegen IgY-
H&L (FITC) far 2 h inkubiert. Die Auswertung wurde ebenfalls mit dem
Fluoreszenzmikroskop sowie der Software Lucia G/F durchgefuhrt.
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Tabelle 10: Ubersicht der immunhistologischen Farbung der Kolokalisation von ERP57 und GFAP Ak

Schritt Epitop GFAP Epitop ERP57
Fixierung 3% PFA, 15 min
Waschen PBS, 3x5 min
Blockieren 1% BSA
Inkubation prim. Ak 2 ug/ml polyclonal anti 5 pg mouse monoclonal
GFAP Ak, U. N anti ERP57 Ak, U. N.
Waschen PBS, 3x5 min
Inkubation sek. Ak rabbit polyclonal anti Rabbit polyclonal anti
chicken IgY-H&L (FITC) mouse IgG-H&L (TRITC)
1:1000, 2 h 1:500,2 h
Waschen PBS, 3x5 min

3.8 Retinale Organkultur aus den Schwein

Fur die Gewinnung der Retina wurden Schweineaugen verwendet, die von einem
lokalen Metzger bezogen wurden. Bis zur Praparation der Augen wurden diese in
gekuhltem PBS gelagert. Die Praparation wurde bis spéatestens 3 h nach der
Enukleation und in Anlehnung an die von Caffé et al entwickelte Methode durchgefuhrt
[102]. Es wurde eine retinale Organkultur tber 5 Kultivierungstage angelegt und pro
Kultivierungstag wurden 4 Retinaexplantate angefertigt (Abbildung 9). Die 4
Retinaexplantate des entsprechenden Kultivierungstages wurden aus den Inserts
entfernt und weiterverarbeitet fur die histologische Farbung.

3.8.1 Praparation der Retina/Pigmentepithels

Desinfektion und Sauberung: Zu Beginn der Praparation wurden die
Schweineaugen in 70% Ethanol fir 1 min desinfiziert und anschlieRend in PBS
gewaschen. Zur Erleichterung der Préaparation wurden die Gewebereste mit Hilfe einer
Schere entfernt (Abbildung 8A).
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Offnen des Bulbus: Der Bulbus wurde mit Hilfe eines Skalpells im Bereich der Pars
plana eingeschnitten und mit einer Schere zirkular aufgeschnitten. Der vordere
Augenabschnitt wurde verworfen und der Glaskorper im hinteren Augenabschnitt
entfernt (Abbildung 8B).

Praparation der Retina: Die Retina liegt locker auf dem Pigmentepithel auf und kann
mit Hilfe von PBS und einem Pinsel von dieser leicht gelost werden. AnschlieRend
wurde mit einer Schere die Retina im Bereich des Sehnerves durchtrennt und in eine

mit PBS gefullte Petrischale Gberfuhrt.

Praparation des RPE: Als nachstes wurde das Pigmentepithel zusammen mit der
Choroidea entfernt. Diese sind fest mit der Lederhaut verbunden und missen daher
mit einem Skalpell abgeschabt werden. Hierflr wurde der Bulbus umgestilpt und das
RPE in Richtung Sehnerv abgeschabt. Im Bereich des Sehnerves ist das RPE noch
mit dem Bulbus verbunden. Dieses wurde mit einer Schere durchtrennt und in eine
Petrischale mit PBS uberfuhrt (Abbildung 8C).

Zusammenfuhrung von RPE/Choroidea und Retina: FiOr die in vivo
Zusammenfihrung der Retina und des RPE wurde ein Objekttrager sowie eine
Nitrocellulosemembran verwendet. Die Nitrocellulose wurde mit PBS befeuchtet und
auf den Objekttrager gelegt. Als erstes wurde das RPE mit der skleralen Seite nach
unten auf die Nitrocellulose aufgezogen und anschlieRend wurde die Retina mit der
Photorezeptorseite nach unten auf das RPE gelegt. Das Aufnehmen des RPE sowie
der Retina fand in einer mit PBS geflllten Petrischale statt. Der RPE/Retina Komplex
wurde nun in 5x5 mm Stiicke zugeschnitten. Zur Gewéhrleistung der gleichbleibenden
Anzahl von RGZ wurde fiir die Kultivierung ausschlieRlich ein 1 cm? groRRer Bereich
Uber dem Sehnerv verwendet, der eine hohe Anzahl an RGZ enthalt [119] (Abbildung
8D).

Kultivierung des RPE/Retina Komplexes: Die Kultivierung der Organkultur fand in
Inserts statt, die in 24 Well Platten positioniert werden kbnnen. Diese enthalten an der
unteren Seite eine permeable Membran, die den Austausch von Stoffen ermdglicht.
Der RPE/Retina Komplex wurde in Inserts flach auf dem Boden platziert und in Medium
gefullte 24 Well Platten eingesetzt. Der Fullstand des Medium wurde so gewahlt, dass

die Organkultur flach mit Medium benetzt war, um einen optimalen
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Material und Methoden

Sauerstoffaustausch zu gewahrleisten. Der Retina/RPE Komplex wurde anschliel3end
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO? kultiviert. Das Kulturmedium bestand aus
Neurobasal A Grundmedium, welches mit 2% B27, 1% N2, 0,8 mM L-Alanyl-LGlutamin
sowie 1% Penicillin versetzt wurde. Die Retina/RPE Kultur wurde alle 24 h mit frischen
Medium versorgt (Abbildung 8E).

Abbildung 8: Praparation der retinale Organkultur

A: Sauberung des Bulbus von Gewebsresten

B: Offnen des Bulbus

C: Praparation des RPE

D: Zusammenfiihrung von RPE und Retina auf Nitrozellulose. Der rot markierte Bereich stellt die retinale Flache
da, die fur die Kultivierung verwendet wurde.

E: Kultivierung RPE/Retina Explantate (Quelle: Corina Wilding)
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3.8.2 Histologische Bearbeitung der Retinakultur

Nach Beendigung der Retina Kultur wurden die Explantate entnommen, in
Einbettkassetten verschlossen und fur 1 h mit 4% PFA fixiert. Anschliel3end erfolgte
die Einbettung mit Hilfe eines Einbettautomaten bei dem folgendes Programm

voreingestellt war.

1. Entwasserung in 70% Ethanol 45 min bei 40°C
2Xx 96% Ethanol 45 min bei 40°C
3x100% Ethanol 45 min bei 40°C
3x Xylol 45 min bei 40°C

2. Inkubation in Paraffin bei 60°C tber Nacht

Die in Paraffin inkubierten Gewebe wurden in Ausgiel3férmchen aufrecht platziert und
mit Paraffin ausgegossen. Nach Erkalten des Paraffins konnte der Paraffinblock aus
den AusgielRformchen entfernt werden und mittels Mikrotom erfolgte die Anfertigung
von 16 um dicken Schnitten, die auf Objekttrager aufgezogen wurden. Danach konnten
die Schnitte bis zur immunhistologischen Féarbung in einem Inkubator bei 37°C
aufbewahrt oder direkt zum Entparaffinieren in einem Inkubator bei 62-65°C fur 1 h
inkubiert werden. Um das restliche Paraffin zu entfernen wurden die Schnitte 2x5 min
in Xylol inkubiert und jeweils einige Sekunden in einer absteigenden Alkoholreihe von

100%, 96% und 70% Ethanol sowie anschlieend in Leitungswasser eingetaucht.

3.8.3 Immunhistologische Farbung der Retinakultur

Fur die immunhistologische Farbung von RGZ in der Retinakultur wurde die indirekte
Immunfluoreszenzmethode gewahlt. Hierbei wurde der RGZ Marker BRN3a
ausgewahlt. Die Farbung wurde in einer feuchten Kammer durchgefuhrt und um die
Schnitte wurde mit Hilfe eines PAP Pen eine wasserabweisende Barriere gezogen.
Die Schritte der immunhistologischen Farbung sind in nachfolgender Tabelle 11
aufgeflhrt.
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Tabelle 11: Inkubationsschritte der immunhistologischen Farbung von BRN3a

Schritte Lésung Inkubationszeit

Antigen Retrieval 1x  Antigen Retrieval 20 min im Dampfgarer, 70°C

Solution
Waschen PBS 5 min, RT
Blockieren/ 2% BSA 60 min, RT

Permeabiliseren 0,3% Triton-X-100

5% Goat Serum
Inkubation prim. 1:100 rabbit anti BRN3a Ak U. Nacht, 4°C
Ak

Waschen PBS 6x5 min, RT
Inkubation  sek. 1:1000 goat anti rabbit IgG- 2 h, RT

Ak Cy3

Waschen PBS 3x5 min
Eindecken Mounting Medium mit Dapi

3.8.4 Tunel Assay

Der Tunel Assay (Terminal Transferase mediated dUTP Nick End Labeling) dient der
Detektierung und Visualisierung von DNA Fragmenten, welche ein Kennzeichen von
apoptotischen Zellen darstellt. Bei dieser Methode werden Fluoreszein markierte
Nukleotide an freie 3"OH-Gruppen der DNA Fragmente enzymatisch angeheftet. Zur
Durchfiihrung des Tunel Assay’s wurde das In sito cell detection Kit, Fluorescein, laut
den Angaben des Herstellers verwendet. Zu Beginn wurde die Enzym-L6sung und die
Labeling L6sung 1:10 gemischt. Anschlie3end fand die Inkubation der zuvor gefarbten
Schnitte mit dem Tunel-Reagenz bei 37°C im Dunklen in einer feuchten Kammer fur
60 min statt. Als negative Kontrolle dienten Schnitte, die nur mit der Labeling Losung
inkubiert wurden und als positive Kontrolle wurden Schnitte verwendet bei denen DNA
Strang Briiche induziert wurden. Hierfiir wurden die Schnitte vor der Zugabe des Tunel
Reagenz mit 3000 U/ml DNase | fir 30 min bei 37°C behandelt. Anschlie3end wurden

die Schnitte 3x5 min in PBS gewaschen und mit Mounting Medium, welches DAPI
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beinhaltet, eingedeckt. Die Visualisierung wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop bei

einer Extinktion von 488 nm und einer Emission zwischen 515-560 nm durchgefihrt.

3.8.5 Auswertung der histologisch gefarbten Retinaexplantate

Die Auswertung der immunhistologischen Schnitte erfolgte mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes. Mit der Nikon Imaging Software wurden die Bilder nach dem
Schema in Abbildung 9 aufgenommen und anschlie3end mit der Software ImageJ
ausgewertet. Zellen, die eine positive BRN3a Farbung und einen gefarbten Zellkern
aufwiesen, sowie in der retinalen Ganglienzellschlicht lagen, wurden als RGZ positiv
markiert. Des Weiteren wurden Tunel positive RGZ markiert. Die statistische
Auswertung wurde mit der Software Statistica durchgefuhrt, wobei ein studentischer

T-test im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle angewandt wurde.

| | | Schnitt 1 ‘
Kultivierungstag 1 Retinakultur 1

| Schnitt 2 ‘

v ( | Schnitt 3 ‘
Kultivierungstag 2 Retinakultur 2

‘ Schnitt 4 ‘

Kultivierungstag3 ( | ‘ Schnitt 5 ‘
Retinakultur3

‘ Schnitt6 ‘

Kultivierungstag4
Retinakultur4

Kultivierungstag5

Abbildung 9: Schematischer Aufbau der 5 Tage Retinakultur sowie der immunhistologischen Auswertung
der retinalen Explantaten

3.9 Untersuchung des Effektes von Ak auf retinale Explantate

Um den Effekt von Ak auf RGZ zu untersuchen wurden die Retinaexplantate am 1.

Kultivierungstag mit 0,5 pg/ml rabbit polyclonal anti 14-3-3 Ak, 0.5 pg/ml goat
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polyclonal anti y-synuclein Ak oder 1 pg/ml chicken polyclonal anti GFAP Ak pg/ml far
24 h inkubiert. Es wurden jeweils 8 Retinaexplantate fur den entsprechenden Ak
angefertigt. AnschlieBend wurden 4 Retinaexplantate wie in Kapitel 3.8.2 fur die
histologische Farbung weiterverarbeitet, sowie 4 Retinaexplantate fur die
massenspektrometrische Analyse verwendet. Dies ist im nachfolgenden Kapitel

beschrieben.

3.9.1 Massenspektrometrische Analyse der mit Ak inkubierten Retinaexplantate

Nach der Kultivierung der Retinaexplantate mit den entsprechenden Ak wurden diese
aus den Inserts entfernt und in 1,5 ml Reaktionsgefal3e tberfuhrt. Die Zelllyse fand mit
Hilfe von flussigem Stickstoff statt. Daflr wurden die Retinastiicke mit fliissigem
Stickstoff Gbergossen bis sie vollstandig gefroren waren. Mit Hilfe eines im fllissigen
Stickstoff vorgekuhlten Pistills wurden die Retinasticke zu einem feinen Pulver
gemdrsert. Dieses wurde mit 150 pl Lysispuffer und zusatzlich mit 1 pl Proteinase
Cocktail und 1 pl NP-40 versetzt. Nach einer Inkubation bei 4°C fir 1 h wurden die
Proben im Ultraschallbad fur 30 min inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zentrifugation
bei 1400 g, 4°C fur 20 min. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaRl
Uberfihrt und das Zellpellet in 100 ul Lysispuffer geldst. Als nachstes erfolgte die
Bearbeitung der Proben mit dem Ultraschallstab bei einer Amplitude von 60% und
einem Zyklus von 0,5, dem sich ein weiterer Zentrifugationsschritt, wie oben
beschrieben, anschloss. Der Uberstand wurde zusammen mit dem vorherigen
Uberstand in ein gemeinsames ReaktionsgefaR lberfuhrt. Als letztes erfolgte eine
erneute Zentrifugation bei 700 g fur 10 min. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und fir die weitere Verwendung bei -20°C eingefroren. Die
anschlieBende Probenvorbereitung fur die Massenspektrometrie erfolgte wie in den
vorherigen Kapiteln 3.4.2-3.4.7 beschrieben.
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4. Ergebnisse

4.1 Proteomanalyse Ak behandelter RGC5

Die massenspektrometrische Analysen gaben Aufschluss auf mdgliche veranderte
Signalwege in Ak behandelten RGC5. RGC5 wurden mit bestimmten Ak
Konzentrationen inkubiert, die in den Vorstudien einen protektiven Effekt auf
gestresste RGC5 zeigten und anschlieRend massenspektrometrisch analysiert.
Proteine, die im Vergleich zu unbehandelten RGC5 2fach veréndert reguliert waren,
wurden als signifikant angegeben. Diese verédnderten Proteine sowie speziell
ausgewahlte Proteine, die in dem entsprechenden Signalweg eine wichtige Rolle

einnehmen, wurden mittels Ak Microarray validiert.

4.1.1 Effekt von y-synuclein-Ak auf Signalwege in RGC5

Insgesamt wurden 1110 Proteine identifiziert von denen 200 in den y-synuclein Ak
behandelten RGC5 signifikant verandert waren (>2fach erhéht oder erniedrigt)
(Anhang Tabelle 12). Diese wurden mit Hilfe von IPA analysiert und in verénderte
Signalwege klassifiziert. Zu diesen Signalwegen gehdrte der intrinsische apoptotische
Signalweg, in dem 6 Proteine identifiziert werden konnten, die signifikant verandert
waren (Abbildung 10). Darunter befand sich voltage dependent annion channel 1/2/3
(VDAC1/2/3), bcl-2 associated bax protein (BAX), S100A4, PRAL1 domain family,
member 2 (PRAF2) und extracellular regulated protein kinase (ERK), welche
signifikant herunterreguliert, sowie baculoviral IAP repeat-containing protein (BIRC6),

welches signifikant hochreguliert war .
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Abbildung 10: Regulation von Proteinen des mitochondrialen Apoptose Signalweges in y-synuclein Ak
behandelten RGC5 identifiziert mittels LTQ-Orbitrap XL

RGC5 wurden mit 0,5 pg/ml y-synuclein Ak prainkubiert und anschlieBend lysiert, tryptisch verdaut und
massenspektrometrisch analysiert. Die Differenz wurde im Vergleich zu unbehandelten RGC5 berechnet. Proteine
die 2fach reguliert auftraten wurden als signifikant angegeben [64].

Anschlieend wurden die Ergebnisse mit Hilfe eines Ak-Microarrays validiert.
Zusétzlich wurde die Regulierung von Proteinen untersucht, die eine wichtige Rolle im
intrinsischen sowie extrinsischen Apoptose Signalweg einnehmen. Die Ergebnisse
der massenspektrometrischen Analyse konnten mittels Microarray Analyse validiert
werden. BAX, ERK und PRAF2 waren signifikant herunterreguliert. Es konnten keine
signifikanten Ergebnisse bei den Proteinen S100A4 und VDAC1/2/3 detektiert werden,
jedoch korreliert die Tendenz mit den massenspektrometrischen Ergebnissen (Anhang
Abbildung 32). BIRC 6 zeigte ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse und die
Tendenz stimmt nicht mit der Regulierung der massenspektrometrischen Ergebnisse
Uberein. Zusatzlich konnten signifikant veranderte Proteine des intrinsischen sowie
extrinsischen Apoptose Signalweges identifiziert werden. Darunter befand sich aktive
Caspase 3, Caspase 9, Caspase 8 und bcl-2-associated death promoter (BAD),
welche signifikant herunterreguliert waren sowie phosphorylated extracellulare
regulated proteinkinase (p-ERK), welche hochreguliert war (Abbildung 11).

55



BAD PRAF

28000 9500
9000
26000 -1 8500
8000
_ 24000 _
2 2 7500
£ £
S 22000 3 7000
H 2
£ & 6500
L] 8
20000 6000
5500
18000
5000
16000 —— u Mean 4500  Mean
Kentrolle gamma-synuclein T MeanSD Kontrolle gamma-synuclein T Mean:SD
Aktive Caspase 3 BAX
11000 7000
6500
10000
6000
9000
5 5 5500
£ £
E 8000 B s000
@ @
s H
£ £ 4500
7000
4000
6000
3500
5000 u Maan 3000  Mean
Kontrolle gamma-synuclein T Mean:SD Kontrolle gamma-synuclein T Mean:SD
ERK Caspase 9
32000 2200
30000 2000
28000 1800
2 2
£ £
3 26000 3 1600
® ®
c c
2 2
E E
24000 1400
22000 - 1200
20000  Mean 1000 u Mean
Kontrolle gamma-synuclein T Mean:SD Kontrolle gamma-synuclein I Mean:SD
Caspase 8
7500
7000
6500
6000
2
£ 5500
a
2 5000
£
B
4500
4000
3500
3000  Mean
Kontrolle ‘gamma-synuclein T Mean:SD

Abbildung 11: Regulation von Proteinen des mitochondrialen Apoptose Signalweg in y-synuclein Ak
behandelten RGC5 identifiziert mittels Microarray

RGC5 wurden préinkubiert mit 0,5 pg/ml y-synuclein Ak fur 3 h und anschlief3en lysiert und mittels Microarray die
Expression bestimmt. Als Kontrolle wurden unbehandelte RGC5 verwendet (n=12, p<0,05) [64].

4.1.2 Effekt von 14-3-3 Ak auf Signalwege in RGC5

In 14-3-3 Ak behandelten RGC5 konnten insgesamt 1204 Proteine identifiziert werden,

wovon 225 signifikant verédndert waren. Diese Proteine wurden ebenfalls mit IPA
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untersucht und in veranderte Signalwege klassifiziert. Darunter konnten ebenfalls 7
signifikant veréanderte Proteine des intrinsischen Apoptose Signalweges identifiziert
werden. BAX, PRAF2, S100A4, VDAC1/2/3 waren signifikant herunterreguliert sowie
BIRC6 und ERK1/2, welche signifikant hochreguliert waren (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Regulation von Proteinen des mitochondrialen Apoptose Signalweges in 14-3-3 Ak
behandelten RGC5 mittels LTQ-Orbitrap XL

RGC5 wurden mit 0,5 pg/ml 14-3-3 Ak préinkubiert und anschlielRend lysiert, tryptisch verdaut und
massenspektrometrisch analysiert. Die Differenz wurde im Vergleich zu unbehandelten RGC5 berechnet. Proteine
die 2fach reguliert auftreten werden als signifikant angegeben (Revision BMC Ophthalmology, 2015).

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse konnten mittels Ak-Microarray
teilweise validiert werden. BAX, PRAF2, S100A4, VDAC1 und ERK1 zeigten keine
signifikant veranderte Regulierung in 14-3-3 Ak behandelten RGCS5, jedoch korrelierte
die Tendenz mit den massenspektrometrischen Analysen. BIRC6 zeigte ebenfalls
keine signifikante Verdnderung und auch die Tendenz stimmt nicht mit den
massenspektrometrischen Analysen Uberein. Zusétzlich untersuchte Proteine wie
aktive Caspase 3, Caspase 9 und p-ERK zeigten keine signifikanten Veranderungen
(Anhang Abbildung 33). Caspase 8 zeigte eine signifikante Herunterregulierung in 14-
3-3 Ak behandelten RGC5 (Abbildung 13).

57



Caspase 8
7200

7000 1
6300 f
6600 f
6400 f
6200 f
6000 f
5800t
5600 f
5400 ¢
5200t
5000 ¢ -
4300 ¢
4600 ¢
4400 ¢ -
4200

Intensitat in [U]
|
|

* ' u Mean
Kontrolle 14-3-3 T MeanssD

Abbildung 13: Regulation von Proteinen des Apoptose Signalweg in 14-3-3 Ak behandelten RGC5 mittels
Microarray

RGC5 wurden prainkubiert mit 0,5 pg/ml 14-3-3 Ak fir 3 h und anschlieRen lysiert und mittels Microarray die
Expression der zu untersuchenden Proteine bestimmt. Als Kontrolle wurden unbehandelte RGC5 verwendet (n=12,
p>0,05).

4.1.3 Effekt von GFAP-Ak auf Signalwege in RGC5

In GFAP Ak behandelten RGC5 konnten 486 Proteine identifiziert werden, wovon 102
signifikant verandert waren. Diese Proteine wurden mit IPA untersucht und in
veranderte Signalwege gegliedert. Darunter befanden sich 9 signifikant veréanderte
Proteine, die an der Organisation des Aktin Zytoskeletts beteiligt sind. Profilin 1,
Cofilinl, Actin related protein 2/3 (ARP 2/3) und a-Spectrin waren signifikant
herunterreguliert und Actin beta, Talin 1 und Vinculin waren signifikant hochreguliert
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Regulation von Proteinen des Aktin Zytoskelett Signalweges in GFAP Ak behandelten RGC5
mittels LTQ Orbitrap XL

RGC5 wurden mit 1 pg/ml GFAP Ak préinkubiert und anschlieBend lysiert, tryptisch verdaut und
massenspektrometrisch analysiert. Die Differenz wurde im Vergleich zu unbehandelten RGC5 berechnet. Proteine
die >2fach reguliert auftreten werden als signifikant angegeben (Wilding et al., Angenommen im Journal of
Pharmacological Science, 03.02.2015).

Die massenspektrometrischen Ergebnisse konnten nicht mittels Ak-Microarray
validiert werden. Actin beta, Cofilin, Talin 1 und Vinculin zeigten keine signifikanten
Unterschiede. Die aktivierte Form von Cofilin (Cofilin(pSer3)) wies ebenfalls keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen GFAP Ak behandelten RGC5 und
unbehandelten RGC5 auf (Anhang Abbildung 34).

4.2 Untersuchung der Aufnahme/Bindung von Ak behandelten RGC5

Zur Untersuchung der Ak Aufnahme oder Bindung in RGC5 wurde eine indirekte
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Dabei wurde zum einem das jeweilige
Antigen in permeabilisierten RGC5 nachgewiesen sowie die Ak Aufnahme oder
Bindung an die Zellmembran in lebenden RGC5 untersucht.
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4.2.1 Aufnahme von y-synuclein Ak in RGC5

Die Bestimmung der Expression von y-synuclein in RGC5 wurde mittels indirekter
immunbhistologischer Fluoreszenzfarbung untersucht. Die Fluoreszenzfarbung und
somit die Expression von y-synuclein zeigte eine diffuse Farbung im
zytoplasmatischen Raum (Abbildung 15). Es wurde ebenfalls die Bindung von y-
synuclein Ak in lebenden RGC5 untersucht. Hierzu wurde die Zellwand mit WGA
angefarbt, welches in Rot zusehen ist (Abbildung 16A). Eine Ak-Aufnahme in lebenden
RGC5 war nach 3 h zu beobachten. Die punktuelle Farbung von y-synuclein Ak lasst
auf die Aufnahme in Vesikeln schlie3en (Abbildung 16B).

Abbildung 15: Expression von y-synuclein in RGC5
RGC5 wurden fixiert, permeabilisiert, geblockt und inkubiert mit Ak gegen y-synuclein. Visualisiert wurde die
Farbung mit einem Fluoreszenzmikroskop [64].
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Abbildung 16: y-synuclein Ak Aufnahme in RGC5

Lebende RGC5 wurden prainkubiert mit anti y-synuclein Ak und anschlieend fixiert, permeabilisiert, geblockt und
mit einem sek. Ak rabbit anti sheep (FITC) inkubiert. Die Zellmembran wurde mit WGA gefarbt. Visualisiert wurde
die Farbung mit einem Fluoreszenzmikroskop [64].

A: Durchlicht+Zellmembran (rot)+y-synuclein Ak (grin)

B: Durchlicht+y-synuclein Ak (griin)

C: Zellmembran (rot)

D: Durchlicht

4.2.2 Aufnahme von 14-3-3 Ak in RGC5

In RGC5 konnte ebenfalls mittels immunhistologischer Fluoreszenzfarbung die
Expression von 14-3-3 im zytoplasmatischen Raum beobachtet werden (Abbildung
17). In lebenden RGC5 konnte die Aufnahme von 14-3-3 Ak in Vesikeln von lebenden

Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Expression von 14-3-3 in RGC5

RGCS5 wurden fixiert, permeabilisiert, geblockt und inkubiert mit Ak gegen 14-3-3. Visualisiert wurde die Farbung
mit einem Fluoreszenzmikroskop (Revision BMC Ophthalmology, 2015).
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Ergebnisse

Abbildung 18: 14-3-3 Ak Aufnahme in RGC5

Lebende RGC5 wurden prainkubiert mit 14-3-3 Ak und anschlieBend fixiert, permeabilisiert, geblockt und mit einem
sek. Ak rabbit anti sheep (FITC) inkubiert. Visualisiert wurde die Farbung mit einem Fluoreszenzmikroskop,
(Revision BMC Ophthalmology, 2015).

A: Durchlicht

B: Durchlicht + 14-3-3 Ak (grin)

4.2.3 Bindung von GFAP Ak an die Zellmembran von RGC5

Die Expression von GFAP konnte in RGC5 mittels indirekter Fluoreszenzfarbung im
Bereich des Zellkerns nachgewiesen werden (Abbildung 19). In lebenden Zellen
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konnte keine GFAP Ak Aufnahme oder Bindung beobachtet werden. Zur
Identifizierung von GFAP Ak Bindungspartner wurde ein Westernblot durchgefuhrt.
Dieser zeigte im Massenbereich von 56 kDa eine positive Farbung, welche mit der
GroRe von GFAP Kkorreliert sowie einen zweiten positiven Spot bei 49 kDa. Mittels
massenspektrometrischen Analysen wurde dieser Bereich analysiert und als
maoglicher Bindungspartner konnte ERP57 identifiziert werden (Abbildung 20A).
Micoarray Untersuchungen konnten die Bindung von GFAP Ak an ERP57 validieren.
Dies ist an der positiven Farbung in Abbildung 20B zu erkennen. Des Weiteren konnte
die Expression von ERP57 an nicht permeabilisierten, fixierten RGC5 sowie die
Kolokalisation von GFAP Ak und ERP57 an der Zellmembran gezeigt werden
(Abbildung 21).

Abbildung 19: Expression von GFAP in RGC5
RGC5 wurden fixiert, permeabilisiert, geblockt und inkubiert mit Ak gegen GFAP. Visualisiert wurde die Farbung
mit einem Fluoreszenzmikroskop, (Wilding et al., Angenommen im Journal of Pharmacological Science,

03.02.2015).
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Abbildung 20: Identifikation von GFAP Ak Interaktionspartnern mittels Westernblot und Microarray

A: 2-D-Gelelektrophorese. Nach der Extraktion von Proteinen aus RGC5 Zelllysat wurden diese auf eine
Nitrocellulosemembran tibertragen und mit GFAP Ak tiber Nacht inkubiert. Die identifizierten Spots wurden auf dem
Schwesterngel ausgeschnitten, verdaut und mittels Ultraflex 11 Maldi TOF/TOF identifiziert.1: ERP57. 2: GFAP,
(Wilding et al., Angenommen im Journal of Pharmacological Science, 03.02.2015).

B: Antigen Microarray: ERP57 wurde auf eine Nitrocellulosemembran gespottet und mit GFAP Ak inkubiert.
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Abbildung 21: Kolokalisation von GFAP Ak und ERP57 an der Zellmembran von RGC5

RGCS5 wurden fixiert, blockiert und anschlieRend mit anti GFAP Ak und anti ERP57 Ak Uber Nacht inkubiert. Am
darauffolgenden Tag fand die Inkubation mit den sek. Ak anti chicken IgY-H&L (FITC) und anti IgG-H&L-(TRITC)
fir 2 h statt. Visualisiert wurde die Farbung mit einem Fluoreszenzmikroskop, (Wilding et al.,, Angenommen im
Journal of Pharmacological Science, 03.02.2015).

A: ERP57 (rot

B: GFAP Ak (grun)

C: ERP57 (rot) + GFAP Ak (griin)

D: Durchlicht+ ERP57 (rot)+ GFAP Ak (griin)

4.3 Etablierung einer retinalen Organkultur aus dem adulten Hausschwein

Die kultivierten Retinaexplantate wurden nach verschiedenen Kultivierungstagen
fixiert und anschlie3end immunhistologisch gefarbt um morphologische Aussagen und
apoptotische Vorgange in RGZ zu untersuchen. Abbildung 22 zeigt die

immunhistologische Farbung einer 5 Tage Retina Organkultur. Die Zellkerne wurden
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mit DAPI gefarbt und sind in blau zu sehen. Die RGZ sind in rot und apoptotische
Zellen in grin dargestellt. Die Morphologie der Retina war in Tag 1 und 2 gut erhalten
und entspricht dem charakteristischen Aufbau einer Retina. An Tag 3 war die
beginnende Degeneration der Photorezeptorzellen zu beobachten, die mit
Fortschreiten der Kaultivierungstage zunahm (Abbildung 23). Am ersten
Kultivierungstag waren keine apoptotischen Zellen zu beobachten. Mit zunehmenden
Kultivierungstagen stieg die Anzahl der apoptotischen Zellen von einzelnen Zellen, die
am 2. Tag zu beobachten waren, bis hin zu mehreren Zellen in allen Schichten der

Retina an Tag 5.

3+ RGZ-Schicht
} Innere plexiforme Schicht
]_ Innere nukledre Schicht

} AuRere nukledre Schicht
} Photorezeptorzellen

Abbildung 22: Immunhistologische Farbung von RGZ und TUNEL positiven Zellen an verschiedenen
Kultivierungstagen

Adulte Schweine Retinaexplantate wurden verschiedene Tage kultiviert und anschlieRend fixiert, in Paraffin
eingebettet und immunhistologisch geférbt. Die Zellkerne sind in blau dargestellt und wurden durch DAPI geféarbt.
In rot sind RGZ und in griin TUNEL positive Zellen dargestellt (Manuskript in VVorbereitung).
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Abbildung 23: Beginnende Degeneration der Photorezeptorzellen am 3. Kultivierungstag

Adulte Schweine Retinaexplantate wurden verschiedene Tage kultiviert und anschlieRend fixiert, in Paraffin
eingebettet und immunhistologisch gefarbt. Die Zellkerne sind in blau dargestellt und wurden durch DAPI gefarbt.
In rot sind RGZ und in griin TUNEL positive Zellen dargestellt (Manuskript in VVorbereitung).

Nach der Fluoreszenzaufnahme der immunhistologisch gefarbten Retinaexplantate
der verschiedenen Kaultivierungstage wurde eine Quantifizierung der RGZ sowie
TUNEL positiven RGZ durchgefuhrt. Am ersten Kultivierungstag wurden 21,1 RGZ/mm
detektiert. Mit steigendem Kultivierungstag nahm die Anzahl der RGZ/mm ab. Am 2.
Kultivierungstag wurden 14,6 am 3. 17,8, am 4. 7,4 und am 5. 9,4 RGZ/mm detektiert.
Die statistische Auswertung mit einem studentischen T-test zeigte im Vergleich zum 1.
Kultivierungstag eine signifikant verringerte Anzahl an RGZ am 2. (p=0,017) und 5.
Tag (p=0,018), sowie eine hochsignifikant verringerte Anzahl an Tag 4 (p=0,0014).
Anschlie3end wurden TUNEL positive RGZ quantifiziert. Am 1. Kultivierungstag waren
keine Tunel positiven Zellen detektierbar. Mit zunehmendem Kultivierungstag stieg die
Anzahl der TUNEL positiven Zellen. Am 2. Tag wurden 30,1%, am 3.Tag 42%, am 4.
Tag 48,5% und am 5. Tag 53,9% TUNEL positive RGZ quantifiziert. Der Vergleich der
Tunel positiven RGZ im Vergleich zum 1. Kultivierungstag zeigte einen
hochsignifikanten Anstieg am 2. (p=0,0031), 3. (p=0,000009), 4. (p=0,00000003) und
am 5. Tag (p=0,009) (Abbildung 24).

68



* ¥

*

* %

15
10
5 '
0

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag §

RGCImm
(4] (%]
e o
Tunel positiv in %
== M W A h D~ O ©
o O O O O O O o o

[=]

Abbildung 24: Quantifizierung von RGZ sowie TUNEL positive Zellen an verschiedenen Kultivierungstagen
Adulte Schweine Retinaexplantate wurden verschiedene Tage kultiviert und anschlieRend fixiert und
immunhistologisch gefarbt. Die darauffolgende Quantifizierung der RGZ und der Tunel positiven Zellen fand an
zuvor angefertigten Fluoreszenzaufnahmen statt und wurden durch die Software ImageJ durchgefiihrt. Als Kontrolle
dienten Retinaexplantate die direkt nach der Préaparation fixiert wurden (n=4, *=p<0,01, **p<0,01, Manuskript in
Vorbereitung).

A: Quantifizierung von RGZ

B: Quantifizierung von TUNEL positiven RGZ

4.4 Effekt von Ak auf retinale Organkultur

Um den Effekt von Ak auf RGZ zu untersuchen wurden die Retinaexplantate mit 0,5
pg/ml rabbit polyclonal anti 14-3-3 Ak, 0,5 pg/ml goat polyclonal anti y-synuclein Ak
oder 1 pg/ml chicken polyclonal anti GFAP Ak upg/ml fur 24 h inkubiert. Zur
Durchfiihrung der immunhistologischen Farbungen wurden die Retinaexplantate fixiert
und in Paraffin eingebettet. Des Weiteren wurden die behandelten Retinaexplantate

vorbereitet fir die massenspektrometrischen Messungen.

4.4.1 Quantifizierung von RGZ sowie TUNEL positive RGZ

Die Quantifizierung der RGZ zeigte einen signifikanten Anstieg von 20,84 RGZ/mm in
der mit y-synuclein Ak behandelten Retinaexplantate im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (p=0,00104). Des Weiteren konnte einen signifikanten Anstieg mit 20,12
RGZ/mm in der mit GFAP Ak behandelten Retinaexplantaten beobachtet werden. Die
mit 14-3-3 Ak behandelten Retinaexplantate zeigten mit 14,83 RGZ/mm keinen
Unterschied im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Quantifizierung der TUNEL
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positiven RGZ zeigte in allen behandelten Gruppen keinen signifikanten Unterschied

im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Effekt verschiedener Ak auf retinale Explantate
Retinaexplantate wurden fiir 24 h mit 14-3-3 Ak, y-synuclein Ak, GFAP Ak inkubiert und anschlieRend fixiert und

immunhistologisch geféarbt. Die Quantifizierung wurde an zuvor angefertigten Fluoreszenzaufnahmen mit der
Software Image J durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Retinaexplantate. (n=4, *=p<0,05, Manuskript
in Vorbereitung).

A: Quantifizierung von RGZ

B: Quantifizierung von TUNEL positiven RGZ

4.5 Massenspektrometrische Analyse von Ak behandelter retinaler Organkultur

In der massenspektrometrischen Analyse der mit GFAP Ak behandelten
Retinaexplantate konnten 211 Proteine identifiziert werden, von denen 106 signifikant
verandert waren. Mit Hilfe der Software Cytoscape wurden diese Proteine in 4
verschiedene Zellkompartimente gruppiert. 45% der signifikant veranderten Proteine
gehoéren zu dem Zytoplasma, 9% zu den Mitochondrien, 9% zu dem ER und 22% der
Proteine waren im Zellkern zu finden. Zusatzlich wurden die signifikant veranderten
Proteine mittels IPA untersucht um mdgliche veranderte Signalwege aufzuzeigen. Es
konnten 7 Proteine identifiziert werden, die dem ER-Stress Antwort Signalweg
zuzuordnen waren. Darunter befanden sich Calreticulin (-4,1), Calnexin (-3,2), Glucose
related Protein 94 (GRP94) (-3), Hsp 70kDa 2 (-8,3), Binding immunoglobulin protein
(BiP) (-3,533), HSP60kDa 1 (-2,572) und Reticulon 1 (-7,365), welche signifikant

herunterreguliert waren. Des Weiteren konnte ein Mdllerzell spezifisches Protein
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Glutamin-Synthetase (+2,4) identifiziert werden, welches signifikant erhéht vorlag,
sowie das fur Astrozyten charakteristische Protein GFAP (-3,3). Aul3erdem konnten 6
Isoformen des 14-3-3 Proteins (-3,9) identifiziert werden, welche signfikant
herunterreguliert vorlagen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Massenspektrometrische Analyse des Effektes von GFAP Ak auf retinale Explantate
Retinaexplantate wurden fur 24 h mit 1 ug/ml GFAP Ak inkubiert und anschlieBend lysiert, tryptisch verdaut und fur
die massenspektrometrische Analyse aufgearbeitet (Manuskript in Vorbereitung).

A: Klassifizierung der signifikant veranderten Proteine in verschiedene Zellkompartimente mittels der Software
Cytoscape

B: Detaillierte Ansicht der signfikant veranderten Proteine in GFAP Ak behandelten Retinaexplantaten

In  der massenspektrometrischen Analyse von 14-3-3 Ak behandelten
Retinaexplantaten wurden insgesamt 304 Proteine identifiziert von denen 83
signifikant verandert vorlagen. Hierbei handelte es sich hauptsachlich um
zytoplasmatische Proteine mit 63%. 7% der Proteine wurden in das ER gruppiert und
9% zu den Mitochondrien. Nur 1% der Proteine befand sich im Zellkern. Die detaillierte
Analyse der veranderten Proteine zeigte die signifikante Erhohung von Glutamin-
Synthetase (3,6) sowie signfikant veranderte Proteine der zellularen Stressantwort wie
Reticulon 4 (-5,9), Hsp 60kDa 1 (-3,6), Hsp70B" (-2,3), Hsp 70kDa 2(-2,3) und
Hspl0OkDa 1 (3,1) (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Massenspektrometrische Analyse des Effektes von 14-3-3 Ak auf retinale Explantate
Retinaexplantate wurden fiir 24 h mit 0,5 pg/ml 14-3-3 Ak inkubiert und anschlie3end lysiert, tryptisch verdaut und
fur die massenspektrometrische Analyse aufgearbeitet (Manuskript in Vorbereitung).

A: Klassifizierung der signifikant veranderten Proteine in verschiedene Zellkompartimente mittels der Software
Cytoscape

B: Detaillierte Ansicht der signfikant veranderten Proteine in y-synuclein Ak behandelten Retinaexplantaten

In der mit y-synuclein Ak behandelten retinalen Organkultur konnten mittels
massenspektrometrischer Analyse insgesamt 406 Proteine identifiziert werden, wovon
124 signifikant verandert waren. Der Hauptanteil der signifikant veranderten Proteine
mit 57% war im Zytoplasma lokalisiert. 12% der Proteine waren in den Mitochondrien,
8% im Zellkern und 3% im ER zu finden. Die detaillierte Betrachtung der veranderten
Proteine zeigte eine Hochregulierung von Glutamin-Synthetase (4,5) und CDC24 (9,6)
und eine Herunterregulierung von Reticulon 4 (-2,8) (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Massenspektrometrische Analyse von y-synuclein Ak behandelten Retinaexplantaten
Retinaexplantate wurden fur 24 h mit 0,5 pg/ml y-synuclein Ak inkubiert und anschlieRend lysiert, tryptisch verdaut
und fur die massenspektrometrische Analyse aufgearbeitet (Manuskript in Vorbereitung)..

A: Klassifizierung der signifikant veranderten Proteine in verschiedene Zellkompartimente mittels der Software
Cytoscape

B: Detaillierte Ansicht der signifikant veranderten Proteine in y-synuclein Ak behandelten Retinaexplantaten
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5. Diskussion

5.1 Effekt von Ak auf intrazellulare Signalwege von RGC5

5.1.1 Einfluss von y-synuclein Ak auf Proteine des intrinsischen sowie
extrinsischen Apoptose Sighalweges

Der Begriff Apoptose steht fir eine Form des programmierten Zelltodes, wobei Zellen
eliminiert werden ohne eine inflammatorische Antwort auszuldsen. Dieser Prozess
spielt eine wichtige Rolle wahrend der Embryogenese und in physiologischen
Prozessen, wie der Kontrolle der Zellpopulation, der Eliminierung von entarteten Zellen
und im Immunsystem [120-122]. Charakteristisch sind morphologische Veranderung
der Zelle, wie das Losen der Zelle aus dem Zellverband, schrumpfen der Zelle,
Blaschenbildung an der Membran und letztendlich die Fragmentierung in einzelne
Membran umschlossene apoptotische Korperchen [123]. In einem gesunden
Organismus liegt eine Balance zwischen Zelltod und Zellproliferation vor. Treten
Dysregulationen auf kann es zur Entstehung von Krebs, Immunkrankheiten und
degenerative Krankheiten kommen. Hinweise deuten ebenfalls auf die Beteiligung von
apoptotischen Vorgangen bei dem Verlust von RGZ in Glaukom. In Tiermodellen nach
der Durchtrennung des Sehnerves, einer Erhdhung des IOPs sowie in POAG
Patienten konnten apoptotische Ereignisse beobachtet werden [124-126]. Im
Mittelpunkt der Apoptose steht eine Familie von Cystein Proteasen den sogenannten
,Caspasen®. Diese liegen in einem inaktivierten Zustand in der Zelle vor und kénnen
durch verschiedene Stimulantien aktiviert werden und durch die Degradierung von
essentiellen zellularen Komponenten zum Tod der Zelle fuhren [127]. Zurzeit werden
2 verschiedene, sehr komplexe Hauptsignalwege diskutiert, die zur Aktivierung der
Caspasen fuhren. Dabei handelt es sich um den intrinsischen oder mitochondrialen
Signalweg und den extrinsischen, auch bekannt als Todesrezeptor Signalweg. Der
extrinsische Signalweg, welcher in Abbildung 29 graphisch dargestellt ist, hat seinen
Ursprung an der Zellmembran. Dort bindet ein externer Ligand (Bsp. FasL oder tumor
necrosis factor (TNF)) an der Zellmembran an einen transmembranstandigen
Rezeptor der TNF Rezeptorfamilie, der sogenannte ,Todesrezeptor® (Bsp. FasL
Rezeptor) und induziert somit die Oligomerisierung des Rezeptors [128]. Die
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Oligomerisierung bildet eine Signalplattform die eine death domain (DD) beinhaltet,
welche DD-tragende Adaptermolekule rekrutiert und somit den death-inducing-
signaling-complex bildet [129]. Diese Proteine wiederum rekrutieren Procaspase-8, die
durch autokatalytische Spaltung aktiviert und freigesetzt wird. Diese initiiert
anschlieend die Aktivierung von Effektorcaspasen wie Caspase 3 und 7 und lost
somit die Apoptose aus. In dem intrinsischen Apoptose Signalweg spielen die
Mitochondrien eine essentielle Rolle, weshalb er auch als mitochondrialer Apoptose
Signalweg bezeichnet wird. Dieser Signalweg wird von apoptotischen Faktoren, die
innerhalb der Zelle auftreten wie z. Bsp. DNA Schaden, oxidativer Stress, ER-Stress
und Entzug von Zelluberlebensfaktoren initiiert. Dabei werden pro-apoptotische
Faktoren wie Zytochrom C und der Apoptose induzierte Faktor (AIF) aus den
Mitochondrien freigesetzt [130]. Zusammen mit dem Apoptose aktivierendem Faktor
(APAF-1) und Caspase-9 bildet Zytochrom C einen katalytischen Komplex, das
sogenannte Apoptosom und l6st somit eine Signalkaskade aus, die zur Aktivierung
von Procaspase-9 und letztendlich zur Aktivierung von Effektorcaspasen wie
Procaspase-3, -6, -7 fuhrt [131, 132] (Abbildung 29). Die Proteine der Bcl-2 Familie
spielen eine zentrale Rolle in der Regulierung der intrinsischen Apoptose, indem sie
pro- sowie anti-apoptotische Eigenschaften besitzen. Zu dieser Familie gehort das
proapoptotische Protein Bcl-2-associated-X Proteine (BAX) und Bcl-2 homologous
antagonist/killer (Bak), welches durch die Bildung einer Membranpore in den
Mitochondrien zum Austritt von pro-apoptotischen Faktoren wie Zytochrom C flhrt
[133, 134]. Das pro-apoptotische BAD gehdrt ebenfalls zur Bcl-2 Familie. Durch die
Dimerisierung mit dem anti-apoptotischen Faktor Bcl-2 wird dessen pro-apoptotische
Funktion gehemmt [135]. Eine zweite Gruppe von regulatorischen Proteinen stellt die
inhibitor of apoptosis proteins (IAP) dar, indem sie direkt an Caspasen binden und
deren Aktivitdt hemmen [136].
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Abbildung 29: Schematischer Aufbau des apoptotischen Signalweges.
Angefertigt mit Hilfe von Adobe lllustrator und Biocartra (www.biocarta.com), Quelle: Corina Wilding.

Die massenspektrometrische sowie die Microarray-Analyse zeigte in y-synuclein Ak
behandelten RGC5 eine signifikant verdnderte Expression von Proteinen des
intrinsischen und extrinsischen Apoptose Signalweges. Darunter befand sich
VDAC1/2/3, BAX, BAD, aktive Caspase 3, Caspase 9, S100A4, PRAF2 und ERK,
welche signifikant herunterreguliert sowie BIRC6, welches signifikant hochreguliert ist.
Zusétzlich konnte Caspase 8 identifiziert werden, welches im extrinsischen Apoptose
Signalweg eine wichtige Rolle spielt und signifikant herunterreguliert war (Abbildung
30). Diese Proteine waren anti-apoptotisch reguliert und kdnnten deshalb beteiligt sein
an dem protektiven Effekt des y-synuclein Ak gegen Stressfaktoren wie H202 und
Glutamat. Das pro-apoptotische Protein BAX ist beteiligt an der Freisetzung von
Zytochrom C und somit an der Einleitung der Apoptose [137]. In einem Glaukom

Mausmodell mit erhdhten IOP konnte eine erhdhte Expression von BAX in
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hypertensiven Augen im Vergleich zu Kontrollaugen nachgewiesen werden [80].
AulRerdem konnte in Tiermodellen nachgewiesen werden, dass die Defizienz von BAX
sowie die Gabe von BAX hemmenden Peptiden zu einem geringeren Absterben von
RGZ fuhrt [138, 139]. Die Expression von BAX wird durch den Transkriptionsfaktor p53
reguliert, der wiederum durch das Protein S100A4 gesteuert wird. Die Induktion von
S100A4 fuhrt in einer Mauszelllinie zu einer erhdhten Expression von BAX, welches
letztendlich zur Apoptose fuhrt [140]. Die Herunterregulierung von BAX in y-synuclein
Ak behandelten RGC5 konnte vermutlich zuriickzufihren sein auf eine geringere
Expression von S100A4, welche in y-synuclein Ak behandelten RGC5 nachgewiesen
wurde. PRAF2 gehort zu der Familie der Prenylated Rab Acceptor Familie, dabei
handelt es sich um kleine transmembrane Proteine die hauptsachlich am Golgi-
Apparat und am ER lokalisiert sind [141]. Studien beobachteten die pro-apoptotische
Aktivitat von PRAF2, welche sich in einer Caspase Aktivitat und der Einleitung der
Apoptose zeigt. In Zellkulturversuchen konnte die Translokation von Bax zu den
Mitochondrien in Folge einer Uberexpression von PRAF2 beobachtet werden [142].
Das anti-apoptotische Proteine BIRC6 gehdrt zu der Familie der ,apoptosis inhibitor
proteins® und war hochreguliert in y-synuclein Ak behandelten Zellen. Die
Hochregulierung von BIRC6 wurde ebenfalls in Tumorzellen gefunden, wodurch aktive
Caspase-3 und somit die Einleitung der Apoptose inhibiert wurde [143]. In einem
okularen hypertensiven Glaukom Tiermodell begiinstigt die Uberexpression von
BIRC4, einem anderen Mitglied der IAP Familie, das Uberleben von Sehnerv Axonen
[144]. VDAC 1/2/3, signifikant herunterreguliert in y-synuclein Ak behandelten RGCS5,
spielt eine wichtige Rolle in der Einleitung der mitochondrialen Apoptose. Es ist
lokalisiert in der auf3eren Membran der Mitochondrien und an der Freisetzung von pro-
apoptotischen Faktoren, wie z. B. Zytochrom C aus den Mitochondrien, beteiligt. In
Endothelzellen konnte durch eine Reduktion des VDAC Levels, die durch Endostatin
induzierte Apoptose abgeschwacht werden [145]. Aktive Caspase 3, Caspase 9 und
BAD waren herunterreguliert, wohingegen die aktivierte Form von ERK (p-ERK)
hochreguliert war in y-synuclein Ak behandelten RGC5. Der ERK Signalweg ist
beteiligt an der Weiterleitung von externen Signalen in den Nukleus von Zellen. Er setzt
sich aus mehreren Kinasen zusammen die ERK phosphorylieren und somit aktivieren.
Die aktivierte Form von ERK ist in der Lage, viele zytoplasmatische und nukleare

Zielgene zu phosphorylieren, welche letztendlich zur Proliferation der Zelle fiihren
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[146, 147]. In einem Glaukom-Ratten-Modell konnte durch die Aktivierung des ERK1/2
Signalweges eine Neuroprotektion von RGZ nach Erh6hung des IOP nachgewiesen
werden [148]. Es wurde ein ERK Signalweg identifiziert, wobei die Phosphorylierung
von BAD durch aktivierte MAPK zur Unterstiitzung des Zelliberlebens fuhrt [149]. BAD
ist ein Mitglied der Bcl-2 Protein Familie und ist beteiligt an der Einleitung der
Apoptose. Tierversuche deuten auf eine Beteiligung von BAD bei der Pathogenese
des Glaukoms hin [81, 150]. Die im vorherigen Abschnitt erlauterten Proteine sind zum
besseren Verstandnis graphisch in Abbildung 30 zusammengefasst. Sie spielen eine
wichtige Rolle im intrinsischen Apoptose Signalweg, welcher in y-synuclein Ak
behandelten RGC5 anti-apoptotisch reguliert war. Die Aktivierung von Caspase 9 und
letztendlich von Caspase 3, welche in y-synuclein Ak behandelten RGC5 verringert
waren, spiegelt einen gemeinsamen Endpunkt des Apoptose Signalweges wieder.
Zudem scheint der extrinsische Apoptoseweg ebenfalls eine Rolle in der
Neuroprotektion von y-synuclein Ak behandelten RGC5 gegen Stressfaktoren zu
spielen. In y-synuclein Ak behandelten RGC5 konnte eine signifikant verringerte
Expression von Caspase 8 nachgewiesen werden. Jedoch ist zu berticksichtigen, dass
in diesem Versuch nicht zwischen der aktivierten und nicht aktivierten Form
unterschieden werden konnte. Der extrinsische Apoptose Signalweg scheint ebenfalls
eine wichtige Rolle in der Regulation des RGZ Verlustes im Glaukom zu spielen [64,
151].

Die Frage bleibt bestehen wie die veranderten Proteinexpressionen in den y-synuclein
Ak behandelten RGC5 ausgeldst wurden. Mehrere Studien konnten zeigen, dass y-
synuclein die Fahigkeit besitzt an Transkriptionsfaktoren wie z. Bsp. JunB, CREB1,
MECP2 und ATF3 zu binden und somit die Expression deren Zielgene zu steuern [152,
153]. Des Weiteren ist y-synuclein beteiligt an der Regulation des intrinsischen
Apopotose Signalweges durch die transkriptionelle Regulation von Phosphatasen und
Kinasen, die wiederum den Phosphorylierungsstatus von Bad kontrollieren [74]. Die
Arbeitsgruppe von Tezel et al. untersuchte den Apoptose-Mechanismus der durch
exogen applizierte Hsp27 Ak ausgeldst wird. Es wird vermutet, dass die Bindung von
Hsp27 Ak an sein Antigen Hsp27 dessen Fahigkeit, das Aktin Zytoskelett zu
stabilisieren, inaktiviert oder hemmt [154]. Es wurden ebenfalls Recoverin Ak
detektiert, die in Photorezeptorzellen und Bipolarzellen internalisiert wurden und deren
Apoptose ausldsten [155]. Deshalb ware es vorstellbar, dass internalisierte y-synuclein
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Ak an ihr Antigen binden und dessen Funktionen verandern. Mdglicherweise kdnnte
die modulierte Funktion von y-synuclein zu einer verénderten Bindung an
Transkriptionsfaktoren und somit zu einer veranderten Expression von Proteinen des

Apoptose Signalweges fuhren [64].

5.1.2 Einfluss von 14-3-3 Ak auf Proteine des mitochondrialen Apoptoseweges

Die massenspektrometrische Untersuchung von 14-3-3 Ak behandelten RGC5 zeigte
225 signifikant veranderte Proteine, die mit IPA in verschiedene Signalwege
klassifiziert wurden. Darunter befanden sich 7 signifikant anti-apoptotisch verénderte
Proteine des intrinsischen Apoptosesignalweges wie BAX, PRAF2, S100A4,
VDAC1/2/3, welche signifikant herunterreguliert und BIRC6 sowie ERK1/2 welche
signifikant hochreguliert waren. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben gehért Bax
zu den pro-apoptotischen Proteinen der BCL-2 Familie und ist assoziiert, wie sein
Transkriptionsfaktor p53, mit neurodegenerativen Erkrankungen, wie auch mit der
Pathogenese des Glaukoms [156, 157]. P53 ist ein Transkriptionsfaktor, der durch
Stress, wie z. Bsp. DNA Schaden oder oxidativer Stress, aktiviert wird und die
Expression von Genen steuert, die am Zellzyklus sowie an der Apoptose beteiligt sind
[158]. 14-3-3 interagiert mit p53 und moduliert dessen Transkriptionsaktivitat sowie
dessen nuklearen Export. Vorstellbar wéare eine Modulation von 14-3-3 durch die
Bindung des 14-3-3 Ak, wodurch die Interaktion von 14-3-3 und p53 verandert wird.
Dadurch konnte es zu einer geringen Expression von Bax und letztendlich zu einer
Verhinderung der Apoptose fuhren. S100A4 ist ein Calcium bindendes Protein,
welches mit p53 interagiert und die Transkription und p53 Zielgene beeinflusst, wie z.
B. BAX [140]. Die Herunterregulierung von S100A4 in 14-3-3 Ak behandelten RGC5
konnte zu einer geringeren Expression von BAX und somit zu einer erhohten Viabilitat
von RGC5 gegenuber Stressfaktoren fuhren (Bell et al., Revision in BMC
Ophthalmology, 2015).
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Abbildung 30: Darstellung von veréanderten Proteinen des mitochondrialen Apoptoseweges in 14-3-3 und
y-synuclein Ak behandelten RGC5
Angefertigt mit Hilfe von Adobe lllustrator und Biocartra (www.biocarta.com), Quelle: Corina Wilding.

5.1.3 Einfluss von GFAP Ak auf Proteine des Aktin-Zytoskeletts

Die massenspektrometrische Untersuchung von GFAP Ak behandelten RGC5 im
Vergleich zu unbehandelten RGC5 zeigte eine signifikante Veranderung von Proteinen
des Aktin Zytoskeletts. Insgesamt konnten 7 signifikant verédnderte Proteine, die an
der Organisation des Aktin Zytoskeletts beteiligt sind identifiziert werden. Dies waren
Profilin 1, Cofilinl, Actin related proteine 2/3 und Spectrin alpha (herunterreguliert),
sowie Actin beta, Talin 1 und Vinculin (hochreguliert) (Abbildung 31). Das Aktin
Zytoskelett stellt eines der Hauptmikrofilamente in Axonen dar und besteht aus einem
dynamischen Auf- und Abbau von Filamenten. Dies ist relevant fur viele biologische
Prozesse wie z. B. mechanische Zellstabilitdt, Zellmotilitdt, Vesikeltransport,
Endozytose, sowie die Regulation von Zellsignalwegen, wie apoptotische Prozesse
[159]. Die Polymerisation von Aktin wird durch das schrittweise Anlagern von weiteren
G-Aktin an bereits bestehendes filamentoses F-Aktin bewerkstelligt. Dieser Prozess
wird reguliert durch verschiedene Aktin bindende Proteine wie z. B. Profilin oder

Arp2/3, welches die Polymerisation férdert indem es G-Aktin und das wachsende F-
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Aktin rekrutiert. Im Gegensatz fordert Cofilin die Dissoziation von G-Aktin und tragt
somit zur Depolymerisation bei. Die Funktion dieser Aktin regulierenden Proteine ist
wiederum abhangig von deren Phosphorylierungsstatus [160-162]. Talin und Vinculin
sind Hauptbestandteile des fokalen Adhasionskomplex, der die strukturelle
Verbindung zwischen der extrazellularen Matrix und dem Aktin Zytoskelett Uber
Integrine herstellt [163]. a-spectrin ist ein Membran assoziiertes und Aktin bindendes
Protein. Zusammen mit Aktin bilden sie ein Netzwerk zur Stabilisierung der
Plasmamembran. Zudem bildet a-Spectrin zusammen mit Ankerproteinen eine
Verknupfung zwischen integralen Proteinen der Membran und zytosolischen Proteinen
und bildet somit eine Plattform fur die Organisation von Signalmolekilen, Membran
sowie Strukturproteinen [164]. Die Aktin Polymerisation sowie Depolymerisation spielt
nicht nur bei Bewegungsvorgdngen eine groRe Rolle, sondern ist auch an
Signaltransduktionswegen, wie der Regulation von apoptotischen Signalwegen,
beteiligt. Mehrere Studien konnten durch die Verwendung von Aktin beeinflussenden
Medikamenten zeigen, dass die Aktin-Dynamik eine entscheidende Rolle in der
Einleitung der Apoptose besitzt. Cytochlasasin D, welches die Polymerisation von
monomerem Aktin verhindert, induziert in T-Lymphozyten eine Caspase 3 abhéngige
Apoptose [165]. Phalloidin, eine F-Aktin stabilisierte Substanz, verhindert die durch
Cysplatin ausgeldste Apoptose in Nierenzellen [166]. Die Uberexpression von
Gelsolin, welches ebenfalls zu den Aktin regulatorischen Proteinen gehort, ist in der
Lage in Jurkat Zellen Apoptose zu verhindern [167]. Dieser protektive Effekt konnte
auch in Neuronen beobachtet werden, in denen Gelsolin die Aktivierung von Caspase
3 verhindert [168]. Zusatzlich konnte ein direkter Einfluss von Aktin und Aktin
regulatorischen Proteinen auf die mitochondriale Apoptose beobachtet werden. Aktin
ist direkt an der Regulation von VDAC beteiligt [169]. VDAC ist an der auf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert und an dem Austritt von pro-apoptotischen Faktoren
beteiligt. Das Aktin regulatorische Proteine Profilin, welches in GFAP Ak behandelten
RGC5 herunterreguliert vorlag, ist ebenfalls an der Regulation der mitochondrialen
Apoptose beteiligt [170]. Cofilin transloziert bei der Induktion der Apoptose von dem
Zytosol zu den Mitochondrien und ist beteiligt an dem Zytochrom C Austritt aus den
Mitochondrien [171] (Abbildung 31). Die Signalwege, uber welches das Aktin
Zytoskelett mit apoptotischen Signalwegen verknipft ist, sind noch weitgehend unklar.
Jedoch belegen diese Studien eindeutig die direkte Beteiligung des Aktin Zytoskeletts
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an apoptotischen Signalwegen und insbesondere der mitochondrialen Apoptose.
Ebenfalls deuten sie darauf hin, dass die dynamische Umgestaltung des Aktin
Zytoskeletts durch Polymerisation und Depolymerisation eine wichtige Rolle auf die
Antwort von Stress spielen. Ein weniger dynamisches Aktin Zytoskelett kann nicht
effektiv auf Stress reagieren [172]. Massenspektrometrische Untersuchungen kénnen
keine ultrastrukturellen Veranderungen, wie eine Depolymerisation/Polymerisation,
sichtbar machen. Jedoch sind eindeutige Verdnderungen in der Regulation des Aktin
Zytoskeletts detektierbar. Die veranderten Proteine des Aktin Zytoskeletts in GFAP Ak
behandelten RGC5 kdnnten moglicherweise an dem protektiven Effekt gegentber
oxidativem Stress beteiligt sein. Die Micorarray Untersuchungen in GFAP Ak
behandelten RGC5 ergab leider keine signifikante Veranderung von Proteinen des
Aktin Zytoskelettes, was mdglicherweise in der Verwendung von verschiedenen
Methoden sowie Probenaufbereitungen begrindet sein konnte (Abbildung 31)(Wilding

et al., Angenommen im Journal of Pharmacological Science, 03.02.2015).
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5.1.4 Korrelation mit glaukomatésen pathophysiologischen Ereignissen

Die Untersuchung der veranderten Signalwege in y-synuclein und 14-3-3 Ak
behandelten RGC5 zeigten verdnderte Proteine des mitochondrialen
Apoptosesignalweges. Mitochondriale Fehlfunktionen sind an der Pathogenese vieler
neurodegenerativer Erkrankungen, wie Alzheimer und Parkinson, beteiligt [173, 174].
Sie sind ebenfalls assoziiert mit dem Glaukom. In einer klinischen Studie konnten
mitochondriale Mutationen sowie eine Reduktion der mitochondrialen Funktionen in
POAG Patienten detektiert werden [175]. Mitochondrien sind in hoher Anzahl am
Sehnervenkopf vorzufinden, da dort ein erhdhter Verbrauch von ATP stattfindet [176].
Sie sind nicht nur essentiell fir die Energiegewinnung, sondern spielen auch bei der
Einleitung der Apoptose eine wichtige Rolle. Dies ist haufig ein zentrales Ereignis in
neurodegenerativen Erkrankungen, welches fir den Verlust von Neuronen
verantwortlich ist [177]. In der Retina von humanen Glaukomspenderaugen wurden
ebenfalls Hinweise auf die Beteiligung von apoptotischen Ereignissen gefunden, die
am Verlust der RGZ beteiligt sind [124]. In vielen in vivo Studien konnte die Beteiligung
der mitochondrialen Apoptose nachgewiesen werden. Dabei spielen Proteine wie
Caspasen [178, 179] und die Bcl-2 Protein Familie [180] eine grof3e Rolle. Im
Vordergrund steht das pro-apoptotische Protein BAX [138, 181], welches ebenfalls in
14-3-3 und y-synuclein Ak behandelten RGC5 verandert vorlag. Da auch das
Zytoskelett einen Einfluss auf mitochondriale Ereignisse austibt, konnte die veranderte
Expression von Aktin Zytoskelett Proteinen an dem protektiven Effekt von GFAP Ak
gegenuber Stressfaktoren beteiligt sein. Im Zusammenhang mit Glaukom konnte eine
Disorganisation des Zytoskeletts in einem Glaukom Ratten Tiermodell mit erhdhten
IOP gezeigt werden. Im Vergleich zu den Kontrolltieren, die eine gleichmalige
Verteilung von F-Aktin in Nervenfaserblindeln aufwiesen, zeigten die Tiere mit einem
erhohten IOP eine diffuse Verteilung von F-Aktin [182].
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5.2 Ak Aufnahme/Bindung in RGC5

5.2.1 Aufnahme von 14-3-3 Ak und y-synuclein Ak in RGC5

Um einen genaueren Einblick in den Mechanismus von protektiven Ak zu erlangen
wurden immunhistologische Farbungen durchgefihrt, die die Bindung oder die
Aufnahme der Ak untersuchten. In friheren Studien konnte die zytoplasmatische
Expression von y-synuclein in permeabilisierten RGC5 gezeigt werden [73]. Dies
konnte in unseren Farbungen bestatigt werden. Eine zytoplasmatische Expression von
14-3-3 in permeabilisierten RGC5 konnte ebenfalls gezeigt werden. In lebenden RGC5
wurde eine Aufnahme von 14-3-3 und y-synuclein Ak in Vesikeln beobachtet. Mehrere
in vivo und in vitro Studien konnten ebenfalls eine Ak Aufnahme in Zellen zeigen [183,
184]. Ak sind sehr grol3e Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 140 und 150
kDa. Der Mechanismus, mit dem Ak internalisiert oder zu bestimmten Organellen
transportiert werden, ist noch nicht vollstandig geklart. Es existieren viele Hypothesen
Uber die Internalisierung von Ak. Neben Endozytose wird die Aufnahme Uber Fc-
Rezeptoren, sowie uber Myosin-1 beschrieben [185-187]. Ebenfalls konnte der
Transport von Ak in den Zellkern sowie das Ak Recycling auf die Zelloberflache gezeigt
werden [186]. Es konnte keine Akkumulation oder die Aufnahme von groRReren
Mengen des y-synuclein oder 14-3-3 Ak gezeigt werden. Dies kdonnte zurtickzufihren
sein auf eine begrenzte Ak Aufnahme, welche auch in primérer neuronaler Zellkultur
gezeigt wurde [188]. Eine andere Erklarung ware die intrazellulare Fragmentierung der
Ak in Lysosomen oder dem Golgi-Apparat [189]. Eine Fragmentierung der Ak hatte zur
Folge, dass diese nicht mehr durch den sek. Ak erkannt werden und somit nicht
detektierbar sind [64] (Bell et al., Revision in BMC Ophthalmology,2015).

5.2.2 Bindung von GFAP Ak an die Zellmembran von RGC5

Die immunhistologische F&arbung zeigte eine Bindung des GFAP Ak in
permeabilisierten RGC5 im Bereich des Zellkernes sowie an der Zellmembran auf.
Jedoch zeigten die Farbungen kein charakteristisches Farbemuster von GFAP wie es

in der Literatur beschrieben wird [190]. Dies ist auch nicht zu erwarten, da es sich um
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neuronale Zellen und nicht um Astrozyten handelt. In lebenden Zellen konnte keine Ak
Aufnahme oder Bindung nachgewiesen werden, weshalb mittels Westernblot und
massenspektrometrischer Analyse mdgliche Interaktionspartner analysiert wurden.
Diese Analyse zeigte, dass GFAP Ak nicht exklusiv mit GFAP interagieren, sondern
ebenfalls mit ERP57. Dies konnte in immunhistologischen Farbungen bestatigt
werden. An der Zellmembran zeigten ERP57 und GFAP Ak das gleiche Farbemuster,
weshalb eine Kolokalisation vermutet wird. Die Bindung des GFAP Ak an ERP57
erklart auch das Farbemuster im Bereich des Zellkerns in permeabilisierten RGC5, da
ERP57 hauptsachlich im ER exprimiert wird. ERP57 ist eine Thiol-Oxidoreduktase und
gehort zur Familie der Protein Disulfid Isomerasen (PDI). Alle Mitglieder dieser Familie
sind im ER exprimiert und an der Faltung von Proteinen beteiligt. Dort katalysieren sie
die Oxidation, Reduktion und Isomerisierung von Disulfidbriicken in Proteinen [191].
Heutzutage konnten jedoch mehrere Studien das Auftreten von Mitgliedern der PDI
Familie in anderen Kompartimenten, sowie eine abweichende Funktion derer im ER
zeigen [192]. Wahrend die Funktion von ERP57 im Lumen des ER fast vollstandig
aufgeklart ist, bleibt die Funktion in anderen Kompartimenten weitgehend unbekannt.
PDI, sowie ERP57, wurden auf der Zelloberflaiche von Hepatozyten [193],
Endothelzellen [194] und NG108-15 identifiziert. Es scheint ebenfalls in
Signaltransduktion Prozessen von der Zellmembran in den Nukleus und bei der
Reifung von Osteoblasten beteiligt zu sein [195]. Die Beteiligung von ERP57 in dem
Stat3 Signalweg konnte ebenfalls beobachtet werden [196], sowie die Lokalisation von
ERP57 im Nukleus. Dort konnte die Interaktion von ERP57 und [3-Aktin gezeigt werden
[197]. Bis heute gibt es keine Korrelation von membranassoziiertem ERP57 mit dem
Aktin Zytoskelett, jedoch wurde ein Komplex im Nukleus identifiziert, in dem ERP57
assoziiert ist mit Zytoskelettproteinen, wie B-Actin und Vimentin [197]. Es ware
vorstellbar, dass ERP57 an der Zellmembran ebenfalls assoziiert ist mit dem
Zytoskelett und somit GFAP Ak durch die Bindung an ERP57 einen Einfluss auf das
Aktin Zytoskeletts ausiiben. Die Frage bleibt bestehen, warum in lebenden RGC5 die
Bindung von GFAP Ak an ERP57 nicht gezeigt werden konnte. ERP57 katalysiert die
Oxidation, Reduktion und Isomerisierung von Disulfidbriicken in Proteinen. Eine
Erklarung kénnte die, durch Bindung an ERP57 ausgeléste, Umlagerung von
Disulfidbricken in GFAP Ak sein, wodurch dessen Epitope nicht mehr durch den sek.
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Ak erkannt werden (Wilding et al., Angenommen im Journal of Pharmacological
Science, 03.02.2015).

5.3 Etablierung einer retinalen Organkultur aus dem Schwein

Die Meinungen Uber die Herkunft und Identifizierung von RGC5 sind sehr kontrovers
[95-97]. Im Laufe der Anfertigung der vorliegenden Dissertation hauften sich immer
mehr Zweifel an der Herkunft von RGCS5, weshalb es umso dringlicher wurde die
Validierung der Ergebnisse mittels einer retinalen Organkultur durchzufiihren. Die
retinale Organkultur stellt ein zusammenhangendes Organsystem dar, welches im
Gegenteil zu der Zellkultur erlaubt den Effekt von bestimmten Agenzien auf die intakte
Retina sowie Zell-Zell Interaktionen zu untersuchen. Sie stellt ein Bindeglied zwischen
der einfachen Zellkultur und der Komplexitat eines Organismus dar. Der Nachteil einer
Organkultur stellt die begrenzte Aufrechterhaltung der Lebensfahigkeit dar. Selbst
unter optimalen Kultivierungsbedingungen ist dieses Zeitfenster im Vergleich zur
Kultivierung von Zellen sehr begrenzt, jedoch eignet sie sich sehr gut fir
Kurzzeitversuche. Die hier beschriebenen Versuche wurden an einer adulten
Schweineretina durchgefihrt. Sie stellt ein attraktives Modell dar, da sie viele
Gemeinsamkeiten, wie Grof3e und funktionelle sowie morphologische Eigenschaften,
mit der humanen Retina teilt [98-100]. Wahrend viele retinale Organkulturen von
postnatalen oder embryonalen Geweben stammen sind die Vorteile einer adulten
Organkultur die gleichbleibenden histologischen Eigenschaften [198, 199]. Die
Praparation sowie die Kultivierung der Retina wurden nach einer modifizierten
Methode von Caffé et al. durchgefuhrt. Die immunhistologischen Farbungen der
Retinaquerschnitte am 1. Kultivierungstag zeigten den typischen morphologischen
Aufbau, sowie die Anzahl der RGZ/mm einer gesunden adulten Schweineretina,
welche mit Literaturangaben vergleichbar ist [119, 200]. Durch die Praparation der
Retina scheinen keine sichtbaren Schaden entstanden zu sein. Die charakteristische
morphologische Struktur der Retina blieb bis zu dem 5. Kultivierungstag erhalten.
Jedoch war ab dem 3. Kultivierungstag eine Degeneration der Photorezeptorzellen zu
sehen, was die Folge der Ablésung der Retina vom RPE sein konnte. Erste

apoptotische Prozesse liesen sich bei vereinzelten Zellen sowohl in der RGZ-Schicht
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als auch in der Photorezeptorschicht ab dem 2. Kultivierungstag beobachten. Dies
spiegeln auch in vitro Studien wieder, in denen am 1. Tag nach der Axotomie erste
apoptotische Prozesse auftraten [201, 202]. Mit zunehmenden Kultivierungstag nahm
die Anzahl der apoptotisch gefarbten Zellkerne zu. Die in dieser Arbeit entwickelte
Praparation und Kultivierung der adulten Schweineretina stellt ein gutes Modell zu
Untersuchung von ophthalmologischen Fragestellungen dar. Es ermoglicht im
Vergleich zu einer gesunden Retina die erfolgreiche Praparation der Retina ohne
morphologische Veranderungen hervorzurufen. Des Weiteren war es moglich die
Retina Uber mehrere Tage in Kultur zu halten. Da die Degenerationsprozesse am 2.
Tag noch sehr gering waren wurden fur die folgenden Versuche Retinaexplantate des
2. Kultivierungstages verwendet (Manuskript in Vorbereitung).

5.3.1 Effekt von Ak auf retinale Organkultur des Schweines

Ziel dieses Versuches war es die vorherigen Ergebnisse des protektiven Effektes von
Ak auf RGC5 mittels eines retinalen Organmodelles zu validieren. Des Weiteren
sollten diese Versuche ein besseres Verstandnis tUber die Rolle der nattrlichen
Umgebung von RGZ, im Zusammenhang mit dem protektiven Effekt von Ak, liefern.
Die Untersuchung des Effektes von Ak auf retinale Explantate bestétigten teilweise die
Ergebnisse, die in RGC5 beobachtet wurden. Die immunhistologische Untersuchung
der mit Ak inkubierten Retinaexplantate zeigte einen signifikanten protektiven Effekt
von y-synuclein und GFAP Ak im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Dies
zeigte sich in einer erhdhten RGZ Anzahl im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. Dagegen zeigten, die mit 14-3-3 Ak behandelten Retinaexplantate
keinen Effekt. Dies kdnnte auf die verschiedenen Stressstimuli zuriickzufhren sein.
Wahrend die RGC5 mit bestimmten Stressfaktoren, wie Glutamat, Staurosporin und
H202 behandelt wurden, stellt in der Organkultur die Durchtrennung des Sehnerves
den Stressfaktor dar. Vorherige Studien, die den protektiven Effekt von Ak auf RGC5
untersuchten, zeigten ebenfalls, dass nicht jeder der verwendeten Ak gegen dieselben
Stressfaktoren protektiv wirkte. Dies kénnte zum Teil zurtickzufihren sein auf die
unterschiedliche Aktivierung von Signalwegen durch den Stressfaktor. 14-3-3 Ak

zeigten einen protektiven Effekt auf RGC5 in den Konzentrationen zwischen 0.05
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pg/ml und 10 pg/ml. Mdglicherweise war die gewéhlte Konzentration von 0.05 pg/ml,
mit welcher die retinalen Explantaten inkubiert wurden, zu gering gewéahlt um einen
protektiven Effekt auszuldsen. Die Untersuchung der apoptotischen Zellen zeigte
leider keinen signifikanten Unterschied in der mit Ak behandelten Gruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Dies konnte auf den geringen Zeitrahmen des apoptotischen
Prozesses zuriickzufihren sein. Abhangig vom Zelltyp und dem apoptotischen Insult
dauert dieser Prozess zwischen 6 und 24 h [203]. Die Endphase der Apoptose, die
gekennzeichnet ist durch morphologische Veranderungen, wie der DNA
Fragmentierung, findet in weniger als 2 h statt [204]. Durch dieses geringe Zeitfenster
sind nur eine geringe Anzahl von apoptotischen Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt
sichtbar [205]. Madglicherweise fihrt dies dazu, dass geringe Unterschiede in der

Apoptoserate nicht identifiziert werden kénnen (Manuskript in Vorbereitung).

5.3.2 Einfluss von Ak auf Mullerzellen

Zusatzlich wurden massenspektrometrische Analysen durchgefihrt, um erste
Hinweise auf den Einfluss von Ak in dem interagierenden Netzwerk von retinalen
Zellen zu erhalten. In allen Retinaexplantaten, die mit dem Ak behandelt wurden
konnte eine signifikant gesteigerte Expression des Proteins Glutamin-Synthetase
festgestellt werden. Dieses Protein wird in der Retina ausschlie3lich in Millerzellen
exprimiert und dient als spezifischer Marker zur Identifizierung [206]. Dieses Enzym
katalysiert die Umsetzung des neuronalen Transmitters Glutamat in Glutamin, welches
anschlieBend den Nervenzellen wiederum zur Synthese von Neurotransmittern zur
Verfigung steht [207]. Millerzellen, die Gliazellen der Retina, durchziehen die
gesamte Retina und treten in Kontakt mit allen retinalen Zellen, einschlief3lich den
RGZ. Sie spielen eine wichtige Rolle in dem Recycling von Neurotransmittern, in der
Homdoostase des extrazellularen Milieus, der Aufrechterhaltung der Blut-Retina
Schranke, der Entfernung von metabolischen Endprodukten, sowie in der
Bereitstellung von neurotrophen und antioxidativen Faktoren [208]. Letztere
Funktionen sind maRgeblich am Uberleben von RGZ beteiligt. Studien zeigten die
Beteiligung von erhthten Glutamatkonzentrationen an dem Absterben von RGZ in

POAG Patienten sowie in einem experimentellen Glaukom Affen-Modell [11]. In
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physiologischen Konzentrationen dient Glutamat als Neurotransmitter von RGZ. Bei
erhohten Konzentrationen fuhrt dieses jedoch zum Zelltod von RGZ [209, 210].
Mehrere Studien zeigten den protektiven Effekt von Millerzellen gegen toxische
Effekte von erhéhten Glutamatkonzentrationen. Dabei spielten verschiedene Faktoren
eine Rolle. Zum einen zeigte die erhéhte Expression von Glutamin-Synthetase in
Retinae von Huhnern einen neuroprotektiven Effekt gegenuber Glutamat Toxizitat
[211]. Zum anderen scheint der Glutamat-Transporter GLAST eine bedeutende Rolle
bei dem protektiven Effekt von Mullerzellen zu spielen [212]. Die erhéhte Expression
von Glutamin-Synthetase in Ak behandelten Retinaexplantaten kénnte an der
erhohten Anzahl von RGZ/mm beteiligt sein. Die hier erhaltenen Ergebnisse geben
erste Hinweise auf die Beteiligung von Mullerzellen bei dem protektiven Effekt von Ak
auf RGZ. Leider liefern die Ergebnisse keine detaillierten Informationen Uber die
Interaktion zwischen RGZ und Millerzellen im Zusammenhang mit dem protektiven
Effekt der Ak. Auch lasst sich keine Aussage darUber treffen, ob der Ak direkt in
Interaktion mit Mullerzellen tritt oder die veranderte Proteinexpression in Mullerzellen
wiederum durch die Bindung der Ak an RGZ verursacht wird. Studien in gemischten
neuronalen/Gliazellkulturen zeigten den erforderlichen Zellkontakt fir die erhéhte
Expression von Glutamin-Synthetase [213, 214], weshalb ein indirekter Einfluss der
Ak vorstellbar ware (Manuskript in Vorbereitung).

5.3.3 Verminderte Stressantwort in Ak behandelten Retinaexplantaten

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein Organell das in allen eukaryotischen
Zellen zu finden ist. Seine Hauptaufgabe besteht in der Protein-Synthese, -Transport
und -Modifikation, Phospholipidsynthese und der Kalzium Homdostase [215-217].
Daneben z&hlt aber auch die korrekte Faltung und Modifikation von Proteinen zu
seinen Aufgaben. Kommt es zu einer Akkumulation von fehlgefalteten oder nicht
gefalteten Proteinen aufgrund von verschiedenen Stimuli wird die sogenannte
Lunfolded protein response“ (UPR) ausgelost. Eine zentrale Rolle bei der Einleitung
der UPR spielen die transmembranen Proteinkinasen Inositol requiring enzym 1
(IRE1), Protein kinase RNA-like endoplasmic reticuluum kinase (PERK) sowie

activating transcription factor 6 (ATF6). Bei physiologischen Bedingungen liegen diese
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Proteine durch das Protein Immunoglobin binding protein (BiP) inaktiviert vor. Bei
erhohtem Stress diffundiert dieses von den Stresssensoren ab und aktiviert diese
dadurch. Ziel der UPR ist es durch eine Inhibition der Translation, einer gesteigerten
Expression von Chaperonen, sowie die Degradierung von fehlgefalteten Proteinen
dem ER-Stress entgegen zu wirken [218]. Gelingt dies nicht fuhrt sie letztendlich zur
Apoptose der Zelle. Somit werden durch die UPR anti- aber auch pro-apoptotische
Signalwege aktiviert [219]. IRE1 aktiviert Gene fur die Degradierung [220], sowie fur
die korrekte Faltung von Proteinen [221], interagiert aber auch mit Proteinen des
mitochondrialen Apopotose Signalweges. So sind Bcl-2 Proteine nicht nur an der
Regulierung der mitochondrialen Apoptose beteiligt sondern treten auch in Interaktion
mit ER-Stress Proteinen. Bei langer anhaltendem Stress werden nachfolgende
Signalmolekile des IRE1 Weges wie Jnk und Chop aktiviert, die zur Einleitung der
mitochondrialen Apopotose fuhren. Jnk wird durch den IRE1 Signalweg aktiviert und
durch die nachfolgende Phosphorylierung von Bcl-2 Proteinen sind diese nicht mehr
fahig das pro-apoptotische BH3-only Protein zu inhibieren [222]. Eine direkte
Interaktion von BAX und Bak mit IRE1 wurde ebenfalls nachgewiesen [223]. Die
Regulation von Bcl-2 Proteinen der mitochondrialen Apoptose durch den IRE1
Signalweg oder die direkte Interaktion liefert erste Hinweise auf die Verknupfung des
ER-Stresses mit Signalwegen der mitochondrialen Apoptose, welche bei lang

anhaltendem Stress letztendlich zur Ausfiihrung der Apoptose fuhrt.

Die massenspektrometrische Analyse zeigte eine verminderte Stress-Antwort in den
mit GFAP und y-synuclein Ak behandelten Retinaexplantaten, welche verantwortlich
sein konnten fur die erhéhte Anzahl an RGZ. Die Signalweg Analyse mittels IPA zeigte
eine signifikant veranderte Expression von Proteinen, die dem ER-Stress Signalweg
angehoéren und auf einen verminderten ER-Stress hinwiesen. Wahrend dem ER-
Stress besteht eine erhéhte Expression der Chaperone Calreticulin, Calnexin, Grp94
und Bip [224-226]. Diese waren in GFAP Ak behandelten Retinaexplantaten
herunterreguliert, was auf eine verminderte ER-Stress Antwort hindeutet. Reticulin-1
gehort zu der Reticulon Familie, bei der es sich um transmembrane Proteine handelt
die hauptsachlich mit dem ER assoziiert sind. Neben der Beteiligung am
Vesikeltransport vom ER zum Golgi-Apparat, der Membran Morphogenese sowie an
apoptotischen Prozessen konnte eine erhdhte Expression in ER-Stress induzierten

HelLa Zellen nachgewiesen werden [227, 228]. Die Proteine der HSP Familie sind
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ubiquitdr exprimiert und agieren als Chaperone bei der Unterstitzung der
Proteinfaltung und verhindern die Protein Aggregation. Bei normalen physiologischen
Bedingungen werden sie nur geringfligig exprimiert. In Stresssituation kommt es zur
Einleitung der Hsp-Antwort und somit zu einer erhéhten Expression von Hsp [229,
230]. Die Herunterregulierung der Stress induzierten Chaperone Hsp 70 KDa 2 und
Hsp 60KDa 1 in GFAP Ak behandelten Retinaexplantaten deutet auf eine verminderte
Stress-Antwort der Zelle hin. Dies kdonnte die erhbhte RGZ-Anzahl in den GFAP Ak
behandelten Retinaexplantaten erklaren. In y-synuclein Ak behandelten
Retinaexplantaten konnte ebenfalls ein Mitglied der Reticulin Familie identifiziert
werden, welches herunterreguliert vorliegt. Des Weiteren gibt es Hinweise auf die
Beteiligung von CDC24 in der Modulation von p53, welches wiederum an der
Transkription von ER-Stress Proteinen beteiligt ist [231]. Auch in 14-3-3 Ak
behandelten Retinaexplantaten konnte die Herunterregulierung von Reticulon 4 sowie
3 Stress induzierten Hsp Proteinen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte
auch die erhéhte Expression von HSP 10kDa 1 beobachtet werden, welche durch
Stress oder pathologische Ereignisse erhoht vorliegt [232]. Dies spiegelt sich auch in
der Anzahl der RGZ in 14-3-3 Ak behandelten Retinaexplantate wieder, da kein Effekt
im Vergleich zu unbehandelten Retinaexplantaten beobachtet werden konnte. In vielen
neurodegenerativen Erkrankungen, wie Parkinsons und Alzheimer, scheint ER-Stress
eine bedeutende Rolle zu spielen [233]. Neben pro-apoptotischen Faktoren, wie
oxidativer Stress oder mitochondriale Dysfunktionen, zeigen neueste Studien in
Zellkulturversuchen sowie in einem Glaukom Ratten Modell die Beteiligung von ER-
Stress am Absterben der RGZ [234-236]. Die Beteiligung von HSP als
Abwehrmechanismus in Stresssituation wurde ebenfalls bei glaukomatésen
Erkrankungen nachgewiesen. In vielen Tiermodellen aber auch in humanen Glaukom
-Spenderaugen konnte die erhdhte Expression von HSP festgestellt werden [237-239].
In diesem Versuchsansatz wurde zur massenspektrometrischen Analyse die ganze
Retina verwendet, weshalb die Ergebnisse keine Aussage uber den Effekt auf einzelne
Zellarten geben konnen. Sie liefern lediglich erste Hinweise auf die Beteiligung
bestimmter Signalwege und Zelltypen bei dem protektiven Effekt von Ak. Des Weiteren
ist es durch den kompensativen Effekt von ubiquitdr exprimierten Proteinen
verschiedener Zelltypen nicht mdglich signifikante Veranderungen in bestimmtem

Zellarten zu identifizieren. Moglicherweise ist die Retina insgesamt einem
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verminderten ER-Stress ausgesetzt. Weitere Untersuchungen sind nétig, die es
ermoglichen einzelne Zelltypen in der Retina zu untersuchen und dessen Beteiligung
an dem protektiven Effekt von Ak zu analysieren.

Zusétzlich zu dem Effekt von Ak auf Millerzellen sowie auf einen verminderten Stress
in der Retina konnte in den mit GFAP Ak behandelten Retinaexplantaten im Vergleich
zur der unbehandelten Gruppe eine signifikante Herunterregulierung des Proteins
GFAP identifiziert werden. GFAP gehort zu den Typ Il Intermediarfilamenten und ist
eine Hauptkomponente in Astrozyten [240]. Nach einer akuten Verletzung des Gehirns
aber auch nach progressiver ZNS Degeneration, kommt es zu einer Aktivierung von
Gliazellen, welche als reaktive Gliose beschrieben wird. Dies wird begleitet von einer
erhohten GFAP Expression, welche in vielen neurodegenerativen Erkrankungen, wie
Morbus Alzheimer [86, 87] und Parkinsons [88], detektiert wurde. Des Weiteren
konnten reaktive Astrozyten mit einem erhéhten GFAP Level in einem Glaukom-
Tiermodell [89], sowie in humanen glaukomatésen Spenderaugen identifiziert werden
[90]. Moglicherweise weisen eine geringere GFAP Expression in GFAP Ak
behandelten Retinaexplantate auf eine verminderte reaktive Gliose hin. Zusétzlich
wurden 6 Isoformen des 14-3-3 Proteins identifiziert, welche alle signifikant
herunterreguliert waren. 14-3-3 Proteine sind kleine, saure, zytosolische Proteine die
an vielen zellularen Prozessen beteiligt sind, wie z. B. an der Zellproliferation und an
der Apoptose [76]. Zusétzlich konnte die Beteiligung von 14-3-3 an regulatorischen
Signalwegen des Zelltodes in glaukomatoser Neurodegeneration nachgewiesen

werden [81] (Manuskript in Vorbereitung).

5.3.4 Rolle von mitochondrialer Dysfunktion in ER-Stress induzierter Apoptose

Die Ergebnisse der verénderten Signalwege identifiziert in Ak inkubierten RGC5
konnen aufgrund des verschiedenen Probenmaterials nur schlecht miteinander
verglichen werden, da es sich bei der Organkultur um ein komplexes Gewebe und
nicht um eine einzelne Zellart handelt. Jedoch konnten Studien die Verkntpfung von
ER-Stress mit mitochondrialen apoptotischen Signalwegen zeigen. Dabei spielt
hauptsachlich die Bcl-2 Protein Familie, die an der mitochondrialen Membran

assoziiert und an der Koordination der mitochondrialen Apoptose beteiligt ist, eine
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Rolle [241]. Studien zeigten die Aktivierung von pro- sowie anti-apoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2 Proteinfamilie durch ER-Stress [242, 243]. Proteine dieser Bcl-2
Familie konnten in Ak behandelten RGC5 identifiziert werden, welche anti-apoptotisch
reguliert waren. Mdoglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen der
verminderten Stress-Antwort in der Retina mit der Regulation von anti-apoptotischen

Proteinen des mitochondrialen Apoptose Signalweges in Ak behandelten RGCS5.

5.4 Hypothese der Funktion von verminderten Autoantikdrpereaktionen in
Glaukompatienten

In klinischen Studien, in denen das Serum sowie das Kammerwasser von
Glaukompatienten untersucht wurde, wurde neben erhéhten, ebenfalls erniedrigte
Autoantikorperreaktionen, wie z. B. gegen y-synuclein, GFAP und 14-3-3, detektiert
[46]. In klassischen Autoimmunerkrankungen zeigten erhdhte Antikdrperreaktionen
autoaggressives Potenzial. Dies ist in Myasthenia gravis zu beobachten in dem
Autoantikorper gegen Acetylcholin  Rezeptoren detektiert wurden, die zu
Muskelschwache fuhren [49, 50]. Die Frage bleibt bestehen welche Rolle die
herunterregulierten Ak spielen. Studien konnten das Auftreten von Autoantikérpern in
gesunden Menschen, sowie dessen protektives Potenzial zeigen [244]. Im Serum von
Alzheimerpatienten konnten herunterregulierte Ak gegen AP detektiert werden, die in
einem Tiermodell einen protektiven Effekt zeigten, indem sie die Oligomerisierung von
AB Peptiden inhibierten [61, 245]. In einer familiaren Form von Parkinsonpatienten
konnten ebenfalls Autoantikbrper gegen a-synuclein detektiert werden, die

maoglicherweise eine Rolle bei protektiven Mechanismen spielen [246].

Moglicherweise spiegeln die herunterregulierten Autoantikorper in Glaukompatienten
einen Verlust der protektiven Autoimmunitat wider. Das Ungleichgewicht von
natirlichen Autoantikérpern kdnnte dessen regulatorische Funktionen verandern und
somit z. B. die Empfindlichkeit von RGZ gegenuber Stressfaktoren erhéhen. In der
Zukunft ware eine personalisierte Ak-Therapie vorstellbar, die den progressiven

Verlust von RGZ verlangsamt oder verhindert [64].
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6. Zusammenfassung

Glaukom bezeichnet eine heterogene Gruppe von neurodegenerativen
Augenerkrankungen, die mit einem langsamen, progredienten Verlust der RGZ und
deren Axone einhergehen. Die Pathogenese des Glaukoms ist weitgehend unbekannt.
In den letzten Jahren wird die Beteiligung einer autoimmunen Komponente an der
Pathogenese des Glaukoms vermutet. Neben komplex veranderten
Autoantikdrpermustern in Glaukompatienten konnten sowohl veranderte hoch- wie
auch herunterregulierte Autoantikérper detektiert werden. Des Weiteren konnte der
Effekt von Serum und insbesondere in dem Serum befindlichen Ak auf die
Proteinexpression von neuroretinalen Zellen nachgewiesen werden. Die Rolle von
herunterregulierten Ak ist weitgehend unbekannt, weshalb der Effekt auf neuroretinale
Zellen untersucht wurde. Die Inkubation von neuroretinalen Zellen mit
herunterregulierten Ak gegen 14-3-3, y-synuclein und GFAP zeigten einen protektiven
Effekt gegenluber Stressfaktoren, der sich in einer erhdhten Viabilitat sowie in einer
erniedrigten ROS-Produktion verdeutlichte. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der
Untersuchung der Mechanismen, die sich hinter dem protektiven Effekt von
herunterregulierten Ak verbergen. Fur die Untersuchung von verénderten
Signalwegen wurden massenspektrometrische Methoden sowie ein Ak-Microarray
verwendet. Dabei konnte in y-synuclein und 14-3-3 Ak behandelten RGC5 anti-
apoptotisch veranderte Proteine des mitochondrialen sowie extrinsischen Apoptose
Signalweges identifiziert werden. Angehorige Proteine dieses Signalweges sind anti-
apoptotisch reguliert und kdnnten somit beteiligt sein an dem protektiven Effekt von Ak
behandelten RGC5 gegenuber Stressfaktoren. Des Weiteren wurden signifikant
veranderte Proteine des Aktin Zytoskelettweges in GFAP Ak inkubierten RGC5
identifiziert. Das Aktin Zytoskelett besteht aus einem dynamischen Auf- und Abbau von
Filamenten, welche eine wichtige Rolle bei biologischen Prozessen wie z. Bsp.
mechanische Zellstabilitat, Zellbewegung, Endozytose und Apoptose, spielt. Die
Verknupfung des Aktin Zytoskelettes mit mitochondrialen apoptotischen Prozessen
kénnte ebenfalls Hinweise auf eine verminderte Apoptoserate darstellen, wodurch der
protektive Effekt von GFAP Ak erklart werden kdnnte. Diese Ergebnisse konnten
teilweise mittels eines Microarrays validiert werden. Der genaue Mechanismus, der der

veranderten Proteinexpression zugrunde liegt, ist unbekannt, weshalb zuséatzlich
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immunbhistologische Farbungen durchgefihrt wurden. Diese zeigten die Expression
von y-synuclein, 14-3-3 sowie GFAP in permeabilisierten RGC5. Des Weiteren konnte
die y-synuclein und 14-3-3 Ak Internalisierung in Vesikel in lebenden RGC5
beobachtet werden. Da keine Aufnahme oder Bindung von GFAP Ak in lebenden
RGC5 detektiert werden konnte, wurden mittels Westernblot und
massenspektrometrischen Analysen mogliche Bindungspartner identifiziert. Es konnte
gezeigt werden, dass GFAP Ak nicht exklusiv mit seinem Antigen interagiert, sondern
ebenfalls mit ERP57. Dies konnte durch immunhistologische Farbungen validiert
werden, welche die Bindung von GFAP Ak an ERP57 an der Zellmembran von RGC5
zeigte. Der protektive Effekt von Ak kdnnte zum einen durch die Bindung an ihr Antigen
erklart werden, wodurch dessen Funktion verandert und somit nachfolgende
Signalwege verandert werden oder im Fall von GFAP Ak durch die Bindung an ERP57
vermittelt werden. Zur Validierung des protektiven Effektes von herunterregulierten Ak
auf RGC5 und zur Untersuchung des Effektes von Ak in dem interagierenden Netzwerk
von retinalen Zellen wurde eine retinale Organkultur des adulten Schweines etabliert.
Dieses Modell soll ein besseres Verstandnis tber die Rolle der natirlichen Umgebung
von RGZ, im Zusammenhang mit dem protektiven Effekt von Ak, liefern. Der protektive
Effekt von y-synuclein Ak sowie von GFAP Ak konnte mittels retinaler Organkultur
validiert werden. Massenspektrometrische Untersuchungen deuten auf die Beteiligung
von retinalen Miillerzellen hin, welche mafRgeblich am Uberleben von RGZ beteiligt
sein konnten. Des Weiteren konnte in den Ak behandelten Retinaexplantaten ein
verminderter ER-Stress detektiert werden, der fir den protektiven Effekt der Ak auf

RGZ verantwortlich sein konnte.

95



7. Fazit und Ausblick

Die erhaltenen Ergebnisse dieser Dissertation weisen deutlich auf die Beteiligung einer
autoimmunen Komponente in der Pathogenese des Glaukoms hin. Insbesondere die
Herunterregulierung von bestimmten Ak deutet auf einen Verlust der protektiven
Autoimmunitat hin. An dem protektiven Effekt scheinen vor allem anti-apoptotisch
regulierte Proteine des mitochondrialen Apopotose Signalweges sowie eine
verminderte Stress-Antwort der Zelle zu sein. Die Ergebnisse der retinalen Organkultur
liefern erstmals Hinweise auf die Beteiligung verschiedener retinaler Zellarten auf den
protektiven Effekt von Ak auf RGZ. Dabei scheinen Mullerzellen eine bedeutende Rolle
einzunehmen. Jedoch bleibt ungeklart, ob die Ak einen direkten oder indirekten
Einfluss auf Mdullerzellen ausuben. Um diese Frage zu klaren waren
immunbhistologische Farbungen interessant die Aufschluss tUber die Ak Aufnahme oder
Bindung an Mdllerzellen geben. Des Weiteren gabe eine Kokultur Hinweise auf die
Interaktion von RGZ und Miillerzellen in Bezug auf den protektiven Effekt von Ak. Erste
Hinweise uber die Beteiligung von Miillerzellen in der Pathogenese des Glaukoms
deuten auf eine verminderte Expression von Glutamattransportern hin, welche
verantwortlich sein konnten fir erhdhte extrazellulare Glutamatkonzentrationen.
Vermutlich wird diese verminderte Expression gesteuert durch neurotrophe Faktoren
wie GDNF [247]. Interessant ware die Untersuchung der Expression von
Glutamattransportern sowie von neurotrophen Faktoren sekretiert von Millerzellen
nach Ak Exposition. Die massenspektrometrischen Analysen der Ak behandelten
Retinaexplantate konnten keinen Aufschluss auf veréanderte Signalwege in
bestimmten Zellarten liefern und durch den kompensatorischen Effekt von ubiquitér
exprimierten Proteinen konnten veranderte Signalwege in bestimmten Zellarten nicht
aufgezeigt werden. Deshalb ware es interessant den Effekt von Ak auf bestimmte
Zelltypen wie z. B. RGZ zu untersuchen. Verschiedene Zellschichten kbénnten mit Hilfe
eines Laser Capture Microdissection Mikroskopes ausgeschnitten und anschliel3end
massenspektrometrisch untersucht werden. Die Notwendigkeit der Untersuchung des
Effektes von Ak auf RGZ auf Proteinebene ist umso dringlicher, da sich die Herkunft
sowie die Identifizierung der RGC5 im Laufe der Dissertation als fragwirdig
herausgestellt haben.
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