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1 Einleitung

Die Retina gehdrt zum zentralen Nervensystem und ermdéglicht mit ihren in
unterschiedlichen Schichten angeordneten Neuronen die Erfassung und
Vorverarbeitung visueller Informationen und deren Ubermittlung an das Gehirn
(Amini et al., 2018). Von allen Geweben im Kérper hat die Retina den h6chsten
metabolischen Bedarf (Wong-Riley, 2010, Country, 2017). Dieser wird durch die
Blutversorgung, bestehend aus retinaler und choroidaler Zirkulation, geférdert und
die Retina so mit den notwendigen Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt (Kur et al.,
2012). Die Beeintrachtigung von vaskular-namodynamischen Faktoren in der Retina
ist relevant bei der Pathogenese von Augenerkrankungen, unter anderem dem
Glaukom (Flammer et al., 2002, Toda and Nakanishi-Toda, 2007, Harris et al., 2013).
Es gibt Hinweise darauf, dass Adrenozeptoren (AR), insbesondere die ai-AR, mit
ihrer vaskularen Expression und Funktion einen Einfluss auf die Regulation der
retinalen Durchblutung haben und daher ein Ziel bei der Behandlung von vaskular-
assoziierten Augenerkrankungen darstellen kénnten (Bohmer et al., 2014, Ruan et
al., 2020).

a1-AR sind eine Gruppe von Rezeptoren, die in verschiedenen Geweben und
Organen des menschlichen Kérpers vorkommen und eine wichtige Rolle bei der
Regulation physiologischer Prozesse spielen (Graham et al., 1996, Garcia-Sainz et
al., 1999, Zhong and Minneman, 1999).

Die Familie der a1-AR setzt sich aus drei verschiedenen Adrenozeptorsubtypen
zusammen: a1a-AR, ai8-AR und aip-AR (Hieble et al., 1995). Diese Rezeptoren
haben eine wichtige Bedeutung fur die Durchblutung von Organen und die
Regulation des Blutdrucks, da ihre Katecholamin-vermittelte Aktivierung zur
Vasokonstriktion flihrt (Hrometz et al., 1999, Guimaraes and Moura, 2001, Piascik
and Perez, 2001, Gericke et al., 2007). Auf diese Weise wird der GefaBwiderstand
beeinflusst, was wiederum Auswirkungen auf die Aufrechterhaltung eines stabilen
arteriellen Blutdrucks sowie die Durchblutung von Organen haben kann, auch in
Bezug auf die Retina (Ruan et al., 2020). In mehreren Studien konnten ai-AR in
retinalen Gefal3en festgellt werden, und der ais-AR scheint in retinalen Arteriolen mit
geschéadigtem Endothel hauptsachlich fir die Vasokonstriktion verantwortlich zu sein
(Forster et al., 1987, Bohmer et al., 2014). Daher kdnnten a1-AR einen

therapeutischen Ansatz darstellen, um die retinale Durchblutung und den
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GefaBtonus zu beeinflussen. Dies wiederum kdnnte Auswirkungen auf die
Versorgung der Retina und somit auf das Uberleben retinaler Ganglienzellen (RGC)
haben.

Neben einem erhdhten Intraokulardruck kdnnen auch vaskular-hamodynamische
Faktoren bei der Entstehung von Augenerkrankungen einen wichtigen Einfluss
haben, denn typischerweise kann es beim Glaukom, das mitunter durch einen
erhéhten Augeninnendruck charakterisiert ist, zum progressiven Verlust von RGC
und einer Sehnervdegeneration kommen, was zur Erblindung fiihren kann (Sommer,
1989, Quigley, 1999). Es wird angenommen, dass eine Reduktion des 10D zu einem
geringeren Risiko fir das Fortschreiten des Glaukoms flihrt (Leske et al., 2003).
Mehrere Studien deuten darauf hin, dass ai-AR an der Regulation des IOD beteiligt
sind. So konnte durch Stimulation der a1-AR einerseits der |OD erhéht werden
(Innemee et al., 1981, Wang et al., 1997, Okada and Gregory, 2001). Andererseits
konnte durch die topische Anwendung eines ai-AR-Antagonisten der |IOD gesenkt
werden (Nishimura et al., 1993, Zhan et al., 1998, Akaishi et al., 2004).
Wabhrscheinlich ist dies zurtickzufihren auf die geanderte Kammerwasserdynamik,
da durch die Relaxation des Ziliarmuskels der uveosklerale Ausfluss gesteigert wird
(Akaishi et al., 2004).

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass die ai-AR an neurodegenerativen Prozessen
im zentralen Nervensystem beteiligt sind (Zuscik et al., 2000). Dies kdnnte aufgrund
der embryonalen Verwandtschaft zwischen Retina und Gehirn auch relevant sein flr
das Uberleben retinaler Nervenzellen, wie den RGC.

Die nachgewiesene Préasenz von adrenergen Rezeptoren im Augengewebe bestatigt
die Empfindlichkeit des Augengewebes gegenlber trophischen neuronalen
Einflissen (Laspas et al., 2015). Dies deutet darauf hin, dass neuronale Faktoren
eine wichtige Rolle bei der Regulation und Aufrechterhaltung der Augenphysiologie
spielen kénnten, insbesondere in Bezug auf die fir die Funktion des Auges wichtige
Retina. Durch das Vorhandensein von ai-AR kénnten adrenerge Signale einen
Einfluss auf okulare Prozesse haben, einschlieBlich potenzieller Auswirkungen auf
retinale Strukturen wie RGC. Um Erkenntnisse Uber die mdglicherweise
unterschiedlichen Wirkungsmechanismen der einzelnen ai1-AR zu gewinnen, ist es
wichtig, den spezifischen Einfluss der ai-AR auf die funktionellen und
morphologischen Eigenschaften der Retina zu untersuchen.
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Das Verstandnis der physiologischen und pathophysiologischen Wirkungen der
einzelnen ai-AR kénnte wiederum der Entwicklung von Medikamenten dienen, die
auf einen Rezeptorsubtypen abzielen und daher méglichst wenig Nebenwirkungen
verursachen. Andernfalls kdnnten nicht-subtypselektive Liganden zu unerwinschten
Nebenwirkungen flhren. Die Erforschung wird jedoch erschwert, weil es bisher keine
hochspezifischen Agonisten und Antagonisten flr alle ai1-AR gibt (Jensen et al.,
2009b, Bohmer et al., 2014, Ruan et al., 2020). Aus diesem Grund haben wir in
unserer Studie Knock-Out (KO)-Mause verwendet, denen jeweils ein a1-
Adrenozeptorsubtyp (ARST) fehilt.

Das Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob die unterschiedlichen ai-ARST
einen Einfluss auf das Uberleben von RGC und auf den IOD von Mausen haben, bei
denen jeweils ein a1-ARST durch genetische Modifizierung fehlt. Zudem zielte diese
Studie darauf ab, die Expression der drei spezifischen a1-ARST in der Retina von
Wildtyp (WT)-Mausen festzustellen.
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2 Literaturdiskussion
2.1 Retinale Ganglienzellen

RGC sind mafgeblich an der Verarbeitung visueller Information beteiligt, da sie die
finale Verbindung zwischen retinaler und héherer cerebraler Signalverarbeitung
herstellen. So empfangen die RGC - in der retinalen Ganglienzellschicht lokalisiert -
die visuelle Information, nachdem durch Photorezeptoren Licht in elektrische Signale
umgewandelt, und Uber Interneurone an die RGC weitergeleitet wurde. Die Axone
der RGC bilden den Sehnerv und ziehen weiter zu den retinorezipienten Arealen des
Gehirns (Masland, 2012). Es lassen sich mehr als 30 verschiedene
Ganglienzelltypen unterscheiden (Roska and Meister, 2014, Sanes and Masland,
2015). Im Gegensatz zur Maus mit einer Gesamtanzahl von mehr als 50.000 RGC,
besitzt der Mensch Uber eine Million. Dass die Ganglienzellen bzw. der Sehnerv von
Wirbeltieren dem zentralen Nervensystem angehdren, liegt in inrer embryonalen
Entwicklung begriundet. Beide entstammen dem embryonalen Diencephalon als
Auswichse (Graw, 2010).

2.2 Verlust retinaler Ganglienzellen

Sobald ein Verlust und/oder eine Dysfunktion von RGC vorliegt, ist die Weiterleitung
visueller Information an das Gehirn beeintrachtigt, was in einem Sehverlust resultiert.
Eine verringerte Anzahl von RGC ist signifikant fiir das Glaukom, da die RGC
mafgeblich durch die Krankheit geschadigt werden. Das Glaukom stellt eine Gruppe
von okularen Erkrankungen dar, bei denen der charakteristische Verlust an RGC zu
Gesichtsfeldverlusten und Degeneration des Sehnervs bis hin zur Blindheit fihren
kann (Schwartz, 2005, Pang and Clark, 2007, Aimasieh et al., 2012). Mit weltweit
mehr als 60 Millionen erkrankten Menschen gilt das Glaukom als eine der haufigsten
Ursachen fur Erblindung, und es wurde angenommen, dass 11.1 Millionen Menschen
im Jahre 2020 eine auf das Glaukom zurlickzufihrende bilaterale Blindheit erlitten
haben (Quigley and Broman, 2006). Die Anzahl weltweit am Glaukom erkrankter
Menschen wird im Jahre 2040 voraussichtlich auf 111.8 Millionen ansteigen (Tham et
al., 2014).
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2.3 Rolle des Intraokulardrucks bei der Glaukomentstehung

Das individuelle Risiko fiir die Entwicklung oder das Fortschreiten eines Glaukoms
wird mit verschiedenen Risikofaktoren wie Alter (Gupta and Chen, 2016), positive
Familienanamnese (Tielsch et al., 1994), dinnere Korneadicke (Medeiros et al.,
2003), Myopie (Marcus et al., 2011) und vaskulare Dysregulation (Flammer et al.,
2013) in Zusammenhang gebracht. Daneben stellt ein erhéhter IOD einen wichtigen
Hauptrisikofaktor dar, wobei die Reduktion des veranderbaren IOD ein Kernbereich
der Glaukomtherapie ist (Le et al., 2003, Schwartz, 2005, Ho and Wong, 2019).
Trotzdem muss das Vorkommen eines Risikofaktors nicht zwangslaufig zur
Glaukomentstehung fuhren. So entwickeln beispielsweise nicht alle Patienten mit
erhéhtem |OD ein Glaukom (Friedman et al., 2004). AuBerdem kann das Glaukom
trotz Reduktion des 10D fortbestehen, auch wenn eine Verlangsamung des
Fortschreitens erzielt wird (Heijl et al., 2002, Schwartz, 2005). Bei Patienten mit
normalem |IOD und dennoch existenten degenerativen Veranderungen kénnen
andere neuroprotektive und vom 10D unabhé&ngige Therapien erforderlich sein
(Adeghate et al., 2019).

2.4 Wirkung des Intraokulardrucks auf neuronales Augengewebe

Eine Erhdhung des 10D flhrt neben einer Papillenexkavation auch zu axonaler
Degeneration des Sehnervs, Defekten in der retinalen Nervenfaserschicht, Verlust
von groBBen RGC und Degeneration des Somas von RGC (Nickells, 1996).

2.5 Wirkung des Intraokulardrucks auf retinale Ganglienzellen

RGC entlassen ihre Axone durch Poren in der Lamina cribrosa, einen perforierten
Abschnitt der Sklera, der eine Schwachstelle darstellt, weil die Lamina durch
erhdhten 10D komprimiert und deformiert werden kann und insofern die Axone der
RGC mechanisch geschadigt und ihr axonaler Transport gestért werden kénnen
(Fechtner and Weinreb, 1994, Burgoyne et al., 2005). So konnte in einer Studie an
Ratten festgestellt werden, dass der retrograde Transport des mit den
Nervenwachstumsfaktoren verwandten Brain-derived-neurotrophic-factor (BDNF) von
den Colliculi superiores als zentrales Zielgebiet der RGC durch einen erhéhten 10D

gehemmt wurde und der Mangel an BDNF zum Verlust von RGC beitragen kann
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(Quigley et al., 2000). Auch weitere Studien an Ratten haben ergeben, dass eine
Beeintrachtigung des retrograden Transports in Axonen von RGC durch Erhéhung
des IOD zu fortschreitender Degeneration der RGC (Salinas-Navarro et al., 2010)
und deren apoptotischen Tod fihrt (Kim et al., 2004). Zudem wird eine durch
erhéhten |OD ausgeléste mitochondriale Dysfunktion mit dem Verlust von RGC in

Zusammenhang gebracht (Ju et al., 2008).

2.6 Physiologie des Intraokulardrucks

Durchschnittlich belduft sich beim Menschen der normale Innendruck gesunder
Augen auf 15,5 £ 2,75 mmHg in der Bevdlkerung, wobei von der Tageszeit abhangige
Schwankungen bis 4 mmHg auftreten kénnen (Grehn, 2019). Der 10D folgt einem
zirkadianen Muster und ist nachts erhéht, was teilweise auf eine liegende
Schlafposition zurtickzufthren ist (Liu et al., 1998, Liu et al., 1999). Ursé&chlich flr
den erhdhten nachtlichen IOD kénnte der Druck in den episkleralen Venen sein, der
im Liegen ansteigt (Friberg et al., 1987).

Der IOD wird vom Mengenverhaltnis zwischen dem im Ziliarkérper neugebildeten
Kammerwasser und dem bei dessen Abfluss wirkenden Widerstand beeinflusst
(Costagliola et al., 2009). Durch die Pupille in die vordere Kammer geleitet,
ermoglichen zwei unterschiedliche Wege den Abfluss des Kammerwassers. Der
konventionelle Weg beschreibt die Passage des gro3en Anteils des
Kammerwassers, der durch das Trabekelwerk in den Schlemmkanal und danach in
episklerale Venen geleitet wird. Hier beeinflussen das Trabekelwerk und der
episklerale Venendruck den IOD. Uber den unkonventionellen uveoskleralen Weg
erreicht der kleinere Anteil des Kammerwassers nach Passieren interstitieller Raume
des Ziliarmuskels den Suprachoroidalraum und Supraziliarraum und wird dann durch
die Sklera geleitet (Bill, 1965, Bill, 1975). Der Anteil des uveoskleralen Abflusses ist
verglichen mit dem trabekularen Abfluss zwar weniger druckabhangig, aber nicht
vollstandig: Studien an Affen haben ergeben, dass lediglich eine geringfligige
Anderung des uveoskleralen Abflussanteils bei normalem bis hohem IOD erfolgt,
andere Studien am Affen ergaben jedoch, dass der uveosklerale Abfluss vermindert
wird, wenn ein verringerter IOD von nur 4 mmHg herrscht (Bill, 1966, Toris and
Pederson, 1985).
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In manchen Studien wird auch ein uveo-vortex-Weg mit dem Abfluss des
Kammerwassers auf unkonventionelle Weise in Zusammenhang gebracht, wobei
Kammerwasser das Auge nach Eintritt in die Choroidea intravaskular durch
Weiterleitung in die Vortexvenen verldsst (Pederson et al., 1977, Sherman et al.,
1978). Ein uveolymphatischer Weg, der offenbar zum Kammerwasserabfluss mittels
lymphatischer Kanale im Ziliarkdrper beitragen soll, ist umstritten, da es fraglich ist,
ob unter physiologischen Bedingungen Lymphgeféa3e im Auge existent sind (Yucel et
al., 2009, Schroedl et al., 2014).

Das Kammerwasser sorgt fir die Entfernung von metabolischen Abfallstoffen, den
Transport von Neurotransmittern, die Stabilisierung der Bulbusform und die
avaskulare Ernéhrung der Linse, der Kornea und des Trabekelwerks (Toris, 2010).
Auch die Kammerwasserproduktion unterliegt tagesrhythmischen Schwankungen.
Die Sekretionsleistung ist nachts beim Schlafen mit durchschnittlich 1,6 pl/min am
geringsten und ca. 45% geringer als wahrend der frihen Morgenstunden, wo sie mit
3.1 pl/min am héchsten ist (Reiss et al., 1984). Mit zunehmendem Alter erfolgt
sowohl beziglich der Neubildung als auch des Abflusses von Kammerwasser eine
Verminderung (Becker, 1958).

Zum gréBten Abflusswiderstand des Kammerwassers tragen mafgeblich
juxtakanalikulare Anteile des Trabekelwerks und im Schlemmkanal dessen innere
Wand bei (Ethier, 2002, Johnson, 2006, Overby et al., 2009). Der Abflusswiderstand
kann durch Kontraktion des Ziliarmuskels reduziert werden, da er durch bandartige
Strukturen mit dem Trabekelwerk verbunden ist und bei der Kontraktion die Struktur
des trabekularen Abflussweges verandert wird (Rohen et al., 1967, Tamm et al.,
2015). Eine wichtige Bedeutung fir die Steuerung des Kammerwasserabflusses wird
auch dem Aktomyosin-System in trabekularen Zellen beigemessen, weil dessen
Kontraktilitdt die Regulation des Abflusswiderstands beeinflussen kann. So kann
durch Anderung der Zellform, -gréBe und Adharenz der betroffenen Zellen die
Richtung oder das Ausmal3 des Abflussweges verandert werden (Tian et al., 2009).
Es wird auch davon ausgegangen, dass die Extrazellularmatrix des Trabekelwerks
wichtig bei der Regulation des Kammerwasserabflusses ist (Acott and Kelley, 2008).
Denn beim Glaukom sind vermehrte Ablagerungen diversen Extrazullularmaterials
vorzufinden, das den Abflusswiderstand erhéht (Litjen-Drecoll et al., 1981, Lutjen-
Drecoll, 1999). Ein erhdhter Abflusswiderstand wird auch mit einer erhéhten Steifheit
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des Zytoskeletts von endothelialen Zellen des Schlemmkanals assoziiert, was bei

Augen mit Glaukomleiden festgestellt werden konnte (Overby et al., 2014).

2.7 Einfluss des adrenergen Nervensystems auf den Intraokulardruck

Die Reduktion des IOD ist ein wichtiger Bestandteil in der Behandlung des
Glaukoms. Dass Adrenozeptoren eine wichtige Funktion bei der Regulation des I0D
haben, zeigte sich bereits friih bei der Anwendung von Epinephrin und
Norepinephrin, mit denen der 10D bei der Behandlung des Glaukoms gesenkt
werden konnte (Becker and Morton, 1966, Pollack and Rossi, 1975). Dabei sollen die
Adrenozeptoren bei der Senkung des 10D beteiligt sein, indem der
Kammerwasserabfluss sowohl Gber den uveoskleralen Weg als auch durch das
Trabekelmaschenwerk verstarkt wird (Townsend and Brubaker, 1980). Dass der
uveosklerale Abfluss durch Epinephrin gesteigert wird, ist jedoch umstritten, da
Epinephrin direkter Agonist von a1, az- und B-Adrenozeptoren ist, und daher ist es
fraglich, auf welchen AR Epinephrin die groBte Wirkung beim Abfluss entfaltet (Wang
et al., 2002b). Die Wirkung des a1-AR auf den IOD wurde in verschiedenen
Tierversuchsstudien untersucht. Dabei zeigte die Stimulation von a1-AR durch den
Agonisten Phenylephrin bei Kaninchen einen Anstieg des 10D (Innemee et al.,
1981). Eine weitere Studie an Hasen bewies, dass die Stimulation von a1-AR durch
Phenylephrin eine Abnahme des Kammerwasserabflusses bewirkt (Chiou, 1983). Die
augeninnendrucksenkende Wirkung des selektiven ai1-AR-Antagonisten Bunazosin
mittels topischer Applikation konnte bei Katzen (Nishimura et al., 1991), Kaninchen
(Sugiyama, 1991, Takagi et al., 1991) und Menschen (Oshika and Araie, 1990,
Oshika et al., 1991, Takagi et al., 1991, Trew et al., 1991, Zhan et al., 1998)
festgestellt werden. Bei Kaninchen erfolgt die Senkung des 10D mittels Bunazosin
durch einen gesteigerten uveoskleralen Kammerwasserabfluss (Zhan et al., 1998).
Neuere Erkenntnisse geben an, dass uber die Aktivierung von a1-AR eine
Vasokonstriktion glatter Muskelzellen verursacht wird, wodurch die Blutversorgung
des glatten Ziliarmuskels eingeschréankt wird. Es wird angenommen, dass dies in
einer Verminderung der Kammerwasserproduktion resultiert und somit zur
intraokularen Druckabnahme flihren kann (Docherty, 2010). Somit stellen ai-AR ein
potenziell wichtiges Ziel in der Reduktion des 10D dar. Das Verwenden von KO-
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Mausen in dieser Studie hat es ermdglicht, den Einfluss der unterschiedlichen a1-AR

auf den 10D zu untersuchen.

2.8 Adrenozeptoren

Mittels AR, die sich nach Struktur, Signaltransduktion und Pharmakologie in die drei
Familien a1, a2 und B unterteilen lassen, werden zentrale und periphere Wirkungen
durch die Botenstoffe Adrenalin und Noradrenalin ausgelést (Bylund et al., 1994). Die
AR-Familien umfassen wiederum jeweils drei Subtypen, sodass im Menschen
insgesamt neun Adrenozeptoren exprimiert werden, die alle den G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren angehéren und aus sieben membrandurchspannenden a-
helikalen Doméanen gebildet sind (Fredriksson et al., 2003, Ahles and Engelhardt,
2014).

2.8.1 ai-Adrenozeptoren

Von den heterogenen ai-AR existieren drei Subtypen, die geklont werden konnten:
der aia-, ais- und der aip-AR (Hieble et al., 1995). Den ai-AR kommt zur Erhaltung
der Homoostase eine Beteiligung an wichtigen physiologischen Funktionen in
verschiedenen Geweben zu: sympathische Neurotransmission, Kontraktion glatter
Muskeln im Urogenitalsystem, Regulation des Elektrolyt- und Wasserstoffwechsels,
Modulation des Lebermetabolismus, im Herzen an Chronotropie und Inotropie und
Modulation des GefaBtonus (Garcia-Sainz et al., 1999). Zudem sind sie, wie in
Studien mit ais-AR” festgestellt werden konnte, im Gehirn an der
Gedéachtniskonsolidierung und am angstmotivierten Erkundungsverhalten beteiligt
(Knauber and Muller, 2000, Tanoue et al., 2002a, Tanoue et al., 2003). Im Auge wird,
ebenfalls an KO-Mausen getestet, vornehmlich durch aia-Adrenozeptoren eine
Kontraktion des Musculus dilatator pupillae bewirkt (Kordasz et al., 2014). Des
Weiteren sind ai-Adrenozeptoren mafgeblich an der Blutdruckregulation beteiligt, da
ihre Aktivierung Uber Katecholamine zu Kontraktionen glatter GefaBmuskulatur fihrt
(Guimaraes and Moura, 2001, Tanoue et al., 2002b).
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2.8.1.1 ai-Adrenozeptorsubtyp-vermittelte Vasokonstriktion

Welcher spezifische Subtyp an der Vermittlung von Kontraktionen glatter
Muskelzellen und auf diese Weise an vasokonstriktiven Effekten beteiligt ist, wird
nicht nur von der Spezies, sondern auch von dem GeféBbett bedingt (Piascik and
Perez, 2001, Hosoda et al., 2005, Marti et al., 2005, Docherty, 2019). So wurde in
Studien mithilfe von genmanipulierten Mausen festgestellt, dass bei
Aortenkontraktion und Kontraktion der Arteria carotis, Arteria iliaca und Arteria
mesenterica die Vermittlung durch den aip-Adrenozeptorsubtyp sehr relevant ist,
aber auch wie in der kleineren Arteria femoralis und den Koronararterien (Chalothorn
et al., 2003, Deighan et al., 2005, Hosoda et al., 2005, Marti et al., 2005, Zacharia et
al., 2005, Methven et al., 2009). Demgegenlber wurde in anderen Studien
herausgefunden, dass bei der Vasokonstriktion von kleinen Mesenterialarterien und
kaudalen Arterien, die durch den ai-AR vermittelt wird, der a1A-ARST eine wichtige
Rolle spielt (Chen et al., 1996, Daly et al., 2002, Hedemann et al., 2004, Marti et al.,
2005, Martinez-Salas et al., 2007). Dartber hinaus wurde die Rolle des ais-ARST bei
der Vermittlung von vasokonstriktiven Effekten zwar in Mesenterial- und kaudalen
Mausarterien nachgewiesen, jedoch als weniger relevant eingestuft (Daly et al.,
2002). Andere Studien mit genmanipulierten Mausen zeigten, dass der ais-ARST
auch bei der ai-agonistischen Vermittlung von Aortenkontraktionen der Maus mitwirkt
und insofern an der Blutdruckregulation beteiligt sein kénnte, auch wenn sich der
basale Blutdruck der verwendeten KO-M&ause nicht geandert hat (Cavalli et al.,
1997). Dagegen kamen andere Studien an KO-Mausen zu dem Ergebnis, dass nur
bei a1a- und a1p-AR” der Blutdruck in Ruhe durch den KO der spezifischen ai-ARST
gesenkt werden konnte, und man dies auf die vasokonstriktiven Effekte der jeweils
ausgeschalteten Subtypen zurlickfihren kann (Rokosh and Simpson, 2002, Tanoue
et al., 2002b).

2.8.1.2 Expression der ai-Adrenozeptorsubtypen

Studien an entnommener humaner retinaler RNA zeigen, dass die mRNA des ais-
und des damals noch als ,aic“- bezeichneten ARST speziell in der menschlichen
Retina existiert (Price et al., 1994). Heute gilt der Subtyp ,aic” als der aia-ARST
(Hieble et al., 1995). Das Vorkommen von a1-ARST wurde an mehreren Spezies
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untersucht: An Schweinen ergaben Radioligand-Bindungsstudien, dass in der Retina
hauptsachlich der Subtyp aia (ca. 70%) und daneben auch der ais-ARST (30%)
vorzufinden sind (Wikberg-Matsson et al., 2000). Andere Radioligand-
Bindungsstudien zeigten an Kaninchenaugen, dass der aia-ARST im Vergleich zu
den anderen ARST in der Retina dominant ist (Suzuki et al., 2002). Zuvor wurde
schon von Wikberg-Matsson et al. in einer Studie an Kaninchen herausgefunden,
dass ca. 70% der a1-AR der Retina vom a1a- und 30% vom a18-ARST sind. Wikberg-
Matsson et al. betonten in ihrer Studie jedoch, dass bei der Retinapraparation auch
retinale GefaBe mit enthommen wurden, auf die ein Teil der identifizierten a1-AR
zurUckzufihren ist (Wikberg-Matsson et al., 2000). An Rindern konnte festgestellt
werden, dass nicht nur neuronale Anteile der Retina, sondern auch retinale
BlutgefaBe ai-adrenerge Bindungsstellen aufweisen (Forster et al., 1987). Dass in
retinalen Arteriolen a1-AR existieren, durch die zudem eine Vermittlung von
vasokonstriktiven Effekten erfolgt, haben verschiedene Studien an Augen von
Kaninchen und Rindern herausgefunden (Ferrari-Dileo et al., 1990, Ichikawa et al.,
2004). Versuche zur Bestimmung der mRNA-Expression an isolierten Arteriolen der
Mausretina zeigten, dass die mRNA aller drei ai-AR in dhnlichem Ausmaf
vorhanden war (Bohmer et al., 2014). Zudem kam dieselbe Studie zu dem Ergebnis,
dass die Vermittlung der Vasokonstriktion in retinalen, endothelgeschadigten
Arteriolen von den genutzten Mausen trotz gleichmaBiger mRNA-Anteile,
vornehmlich durch den Subtyp ais erfolgte und nicht durch den aia- und den aip-
ARST. Allerdings zeigten Versuche an retinalen Rattenarteriolen mit nicht
geschéadigtem Endothel, dass die Aktivierung des aia- und des a1p-ARST durch
Noradrenalin ebenfalls vasokonstriktive Wirkungen erzeugte (Mori et al., 2011). Eine
gleichmaBige Verteilung der Subtypen-mRNA wurde zuvor schon in ophthalmischen
Arterien der Maus festgestellt, auch wenn der a1a-ARST in solchen als
Hauptausldser der adrenergen Vasokonstriktion identifiziert werden konnte (Gericke
et al., 2011). Trotz konkurrierender Studien wurde daraus geschlossen, dass die
Funktion der glatten Muskelzellen in beiden GeféBabschnitten mdglicherweise durch
unterschiedliche a1-ARST beeinflusst wird, obwohl sich die retinalen Arteriolen den
ophthalmischen Arterien der Maus anatomisch direkt anschlieBen und somit
unmittelbar miteinander verbunden sind (Bohmer et al., 2014).

Auf die Diskrepanz zwischen vorhandener Adrenozeptorproteine oder Subtyp-mRNA

und qualitativer Relevanz der unterschiedlichen a1-ARST in Bezug auf die
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Vermittlung einer Vasokonstriktion wurde auch in anderen Studien hingewiesen
(Piascik et al., 1995, Piascik et al., 1997, Hrometz et al., 1999). Doch dass das
Ausmaf der mRNA-Expression der verschiedenen a1-ARST mit deren funktionellem
Anteil an der Vasokonstriktion oder deren Proteinlevel durchaus auch
Ubereinstimmen kann, zeigten wiederum andere Studien (Hosoda et al., 2005, Marti
et al., 2005, Jensen et al., 2009a).

2.8.1.3 Vasoaktive Wirkung von ai-Adrenozeptoren

Neben den bereits erwdhnten vasoaktiven Wirkungen von ai-Adrenozeptoragonisten
konnte zusétzlich in vitro durch den Einsatz von ai-AR-Agonisten an isolierten
retinalen Arterien von Rinderaugen das Auftreten vasokonstriktiver Effekte gezeigt
werden (Hoste et al., 1989, Nielsen and Nyborg, 1989). In einer anderen Studie
wurde an frisch enukleierten Rinderaugen die vasokonstriktive Wirkung des a1-AR-
Agonisten Phenylephrin an retinalen Arterien in situ festgestellt, d.h. ohne eine der
Isolierung retinaler Arterien dienenden Praparation, durch die eine vaskulare
Reaktion auf den Agonisten womaoglich hatte beeinflusst werden kénnen (Ferrari-
Dileo et al., 1990). Auch an Schweinen wurde die Kontraktiliat isolierter retinaler
Arterien — kandliert in einem Mikropefusionssystem - mittels Anwendung von
Adrenalin und Noradrenalin untersucht, wobei im Vergleich zum intraluminalen
Einsatz der extraluminale Einsatz von den ai-AR-Agonisten zu weniger grof3
ausgepragten Kontraktionen gefuhrt hat (Yu et al., 1994). Trotz der Ergebnisse
dieser Studien, die fur die Vermittlung von vasokonstriktiven Effekten durch ai-AR-
Agonisten sprechen, liefern Studien an lebenden Menschen und Tieren kontroverse
Hinweise darauf, ob der Tonus retinaler BlutgefaBe und somit die retinale
Durchblutung durch Katecholamine beeinflusst werden kann: einerseits konnte am
Menschen festgestellt werden, dass die intravendse Infusion von Noradrenalin eine
Reduktion des Durchmessers retinaler Blutgefal3e hervorruft, andererseits zeigte die
Infusion von Noradrenalin in einer anderen Studie lediglich die nicht signifikante
Senkung des retinalen GeféaBdurchmessers um ca. 3% (Dollery et al., 1963,
Jandrasits et al., 2002). Auch die Auswirkung einer intravendsen Infusion von
Phenylephrin auf den retinalen GefaBdurchmesser wurde am Menschen in vivo
untersucht, zeigte jedoch keinen Einfluss auf die retinale Hamodynamik (Polak et al.,

2000). An Katzen konnte durch intravaskular verabreichtes Noradrenalin ebenso
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wenig eine Wirkung auf die retinale Durchblutung beobachtet werden (Alm, 1972).
Allerdings konnten bei Kaninchen in vivo mittels intravitrealer Injektionen von
Phenylephrin Konstriktionen retinaler Arterien hervorgerufen werden, die durch den
topischen Einsatz des selektiven ai1-AR-Antagonisten Bunazosin beseitigt wurden
(Ichikawa et al., 2004). An lebenden Ratten konnte ermittelt werden, dass intravends
eingesetztes Noradrenalin vasokonstriktiv auf retinale Arteriolen durch Vermittlung
der aia- und a1p-ARST wirkt (Mori et al., 2011). Diese widersprichlichen Ergebnisse
bei einem exogenen Einsatz von ai-AR-Agonisten in vivo kdnnen mit der dabei
auftretenden Anderung des systemischen Blutdrucks in Verbindung gebracht
werden, weil die retinale Durchblutung von diesem beeinflusst werden kann, weshalb
es fraglich ist, welche genaue Wirkung die Katecholamine auf die retinale
Durchblutung — unabhangig vom systemischen Blutdruck — haben (Jandrasits et al.,
2002). Zusatzlich kann eine konstante retinale Durchblutung bei angestiegenem
systemischem Blutdruck auf eine in der Retina existierende Autoregulation
zurtickgefiihrt werden, die sich nur schwer von den Wirkungen der verwendeten

Pharmaka abgrenzen lasst (Robinson et al., 1986, Jandrasits et al., 2002).

Bezliglich der Rolle der unterschiedlichen a1-ARST bei der Vermittlung von
vasokonstriktiven Effekten in retinalen GeféaBen deutet die Studienlage auf eine
wichtige Beteiligung der aia- und der aip-ARST hin (s.0.). Bei endothelgeschéadigten
Arteriolen hingegen scheint der a1s-ARST eine retinale Vasokonstriktion zu
vermitteln (Bohmer et al., 2014). Somit Iasst sich erschlieBen, dass ai-AR bzw. deren
Subtypen einen Einfluss auf die retinale Durchblutung haben kénnten, indem sie

durch ihre Vermittlung den Vasotonus retinaler Gefal3e zu modulieren vermdgen.

2.8.2 Einfluss der okularen Durchblutung auf retinale Ganglienzellen

Die Retina besitzt einen hohen Bedarf an Energie und weist, verglichen mit anderen
Geweben des zentralen Nervensystems wie dem Hirn, einen héheren
Energiemetabolismus auf (Anderson and Saltzman, 1964, Cohen, 1965, Ames lii,
1992). Der hohe Energiebedarf in der Retina bedingt, dass sie einen ebenfalls sehr
hohen Verbrauch an Sauerstoff hat, durch dessen Oxidation Energie erzeugt wird
(Anderson, 1968). Die konstante Versorgung mit Sauerstoff ist essentiell fir das
Uberleben von Zellen und fiir deren Funktion, da im Gewebe kein Speicher des
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flichtigen Sauerstoffs existiert, um die Zellen zu versorgen (Vanderkooi et al., 1991).
Dass ein Sauerstoffmangel mit dem Glaukom assoziiert zu sein scheint, konnte in
Studien festgestellt werden, bei denen eine erhéhte Immunfarbung des Hypoxie-
induzierten Faktors 1a im Gewebe von Retina und Sehnervenkopf von am Glaukom
erkrankten Augen im Gegensatz zu gesunden Augen nachweisbar war und so auf
hypoxische Bedingungen hindeutete (Tezel and Wax, 2004). Die Gewebehypoxie
steht im Verdacht, einen Schaden an retinalen Ganglienzellen zu verursachen
(Kitano et al., 1996, Rosenbaum et al., 1997, Li et al., 2018, Klemm et al., 2019). Es
wird zudem angenommen, dass ein hypoxischer Insult die Folge von einer

veranderten Blutversorgung des Sehnervenkopfs sein kénnte (Osborne et al., 2001)

Die Veranderung der okularen Durchblutung wird auch in einem Zusammenhang mit
der Pathogenese des Glaukoms gesehen (Flammer et al., 2002, Grieshaber and
Flammer, 2005). So liefern mehrere Studien Hinweise darauf, dass bei
Glaukompatienten eine Reduzierung des Blutflusses in der Retina bzw. am
Sehnervenkopf vorliegt (Michelson et al., 1996, Nicolela et al., 1996, Chung et al.,
1999, Sugiyama et al., 2000, Wang et al., 2011). Mithilfe von Studien an Affen, bei
denen in vivo eine chronische Ischamie des Sehnervs erzeugt wurde, konnte ohne
einen Anstieg des 10D gezeigt werden, dass neuronale Schaden des Sehnervs,
gemessen an dem signifikanten Verlust der Axone von RGC, auftraten (Cioffi et al.,
2004). Dabei erfolgte die Ischamie durch den verwendeten Vasokonstriktor
Endothelin-1, dessen Einsatz auch bei &hnlichen Studien an Ratten scheinbar durch
eine Beeintrachtigung des okularen Blutflusses zum Verlust von RGC und deren
Axonen gefuhrt hat (Chauhan et al., 2004). Es wird auch angenommen, dass ein
Fortschreiten des Glaukoms mit einer veréanderten Regulation des okularen
Blutflusses verbunden ist (Gherghel et al., 2000). In einer Beobachtungsstudie an
Glaukompatienten konnte festgestellt werden, dass Uber einen Zeitraum von 18
Monaten hinweg eine fortschreitende Degeneration des Sehnervenkopfes erfolgte
und gleichzeitig die Anzahl von nicht durchbluteten Retinaarealen anstieg (Tobe et
al., 2015). Obwohl in derselben Studie die Reduktion des retinalen Blutflusses mit
fortschreitenden glaukomatésen Degenerationen assoziiert wurde, konnte nicht
ermittelt werden, ob die Beeintrachtigung des Blutflusses urséchlich fir die
Pathogenese der Glaukomerkrankung ist oder ob sie nur einen beitragenden Effekt
zur Krankheit hervorruft (Tobe et al., 2015). Dass Veranderungen der okularen

Durchblutung aber flir das Entstehen einer glaukomatésen Erkrankung verantwortlich
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gemacht werden kdénnen, konnte durch eine Studie gezeigt werden, in der an
Patienten Neuerkrankungen am Glaukom nach 10 Jahren erhoben wurden
(Kawasaki et al., 2013). Dabei korrelierte die Verkleinerung retinaler
GefaBdurchmesser mit einem langfristigen Risiko fur typische glaukomatése
Schaden wie Gesichtsfeldverlusten bei erhéhtem Cup-to-disk-Verhaltnis und

Ausdiinnung des Papillenrandes (Kawasaki et al., 2013).

Da ai-AR die retinale Durchblutung beeinflussen kénnen und eine veranderte
retinale Durchblutung zum Glaukom zu flhren scheint, stellt sich die Frage, inwiefern
ai-AR zum Uberleben von RGC beitragen. Bisher wurde nicht untersucht, ob der KO
von ai-AR Auswirkungen auf die Anzahl von RGC hat.

2.8.3 Signalweg bei Vasokonstriktion

a1-AR sind hauptséachlich durch Pertussistoxin insensitive G-Proteine der Familie
Gg11 mit dem Signalweg sekundarer Botenstoffe verbunden, was zur Aktivierung der
Phospholipase C fuhrt (Minneman, 1988, Wu et al., 1992). Diese Aktivierung fihrt bei
allen Subtypen des ai1-AR dazu, dass Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DAG) gebildet werden. IPs bindet an den IP3-Rezeptor, wodurch Calcium aus dem
endoplasmatischen Retikulum freigesetzt wird, wahrend DAG zur Aktivierung der
Proteinkinase C fuhrt (Minneman, 1988, Wu et al., 1992).

Erst nachdem im Zytoplasma die Bindung von Calcium an Calmodulin erfolgt,
katalysiert der Calcium-Calmodulin Komplex die Aktivierung der Myosin-leichte-
ketten-kinase, welche die Myosin-leichte-Kette in die phosphorylierte Form bringt und
daraufhin eine Aktin-Myosin-Interaktion ausgeldst wird, was in der Kontraktion des
glatten GefaBmuskels resultiert (Liu and Khalil, 2018).

Neben der G-Protein vermittelten Signaltransduktion kann, wie Studien an der Ratte
festgestellt haben, die Stimulation von a1-AR Uber die Aktivierung der Rho (Ras-
Homolog)-Kinase zur Kontraktion glatter GefaBmuskulatur der Rattenschwanzarterie
fihren (Mueed et al., 2004). Weiter konnte an Rattenschwanzarterien bewiesen
werden, dass mittels Rho-Kinase-Inhibitoren die durch nervale Stimulation
ausgeldste Kontraktion glatter GefaBmuskulatur gehemmt wird (Yeoh and Brock,
2005). Am Vas deferens der Ratte konnte festgestellt werden, dass durch

23



Noradrenalin ausgeldste tonische Kontraktionen der glatten GefaBmuskulatur

ebenfalls durch Rho-Kinase Inhibitoren verringert werden (Amobi et al., 2006).

Auch andere Mechanismen flhren Uber die Aktivierung von ai-AR zur Auslésung
einer Kontraktion glatter GefaBmuskulatur: der Eintritt von Calcium durch T- oder L-
Typ Calcium-Kanale aufgrund von Depolarisation oder der Eintritt von Calcium als
Folge von direkter Stimulierung der Calcium-Kanéle (Chen and Rembold, 1995). So
zeigte beispielsweise der Einsatz von T-Typ und L-Typ Calcium-Kanalblockern beim
Vas deferens des Menschen das Auftreten reduzierter Kontraktionen, die durch

Noradrenalin ausgelést wurden (Amobi et al., 2010).

Die Aktivitat der ai-AR kann durch B-Arrestin beeinflusst werden, indem es den
Signalweg G-Protein gekoppelter Rezeptoren desensibilisiert, die Endozytose des
Rezeptors bewirkt und den eigenen Signalweg férdert (Cabhill et al., 2017). Dabei
spielt die Phosphorylierung des Adrenozeptors durch G-Protein gekoppelte Kinasen
eine wichtige Rolle, da B-Arrestin den phosphorylierten Rezeptor erkennt und an ihn
bindet (Shenoy and Lefkowitz, 2011, Rajagopal and Shenoy, 2018). Bezogen auf die
Subtypen des a1-AR konnte festgestellt werden, dass der aia-ARST am geringsten
phosphoryliert wird, und dass die Phosphorylierung des aip-ARST in
Rattenfibroblasten durch die von Noradrenalin angebtriebene Aktivierung der
Proteinkinase C und Wechselwirkungen mit anderen Rezeptoren zustande kommt
(Garcia-Sainz et al., 2001). Insofern wird durch die Desensitivierung gewahrleistet,
dass eine UbermaBige Erregung des Rezeptors verhindert wird und bietet dadurch
Schutz vor unkontrolliertem Zellwachstum oder potentiellen Zellschaden (Rajagopal
and Shenoy, 2018).

Neben der Phosphorylierung werden auch Rab-Proteine mit der Regulation von ai-
AR in Verbindung gebracht, da diese Proteine den vesikularen Transport modulieren
und Einfluss auf die Bewegungen der ai-AR bei der Internalisierung und dem
Transport zur Plasmamembran nehmen kénnen (Filipeanu et al., 2006, Castillo-
Badillo et al., 2015, Alfonzo-Mendez et al., 2017).

2.8.4 ai-Adrenozeptoren im zentralen Nervensystem

Obwohl in Studien sowohl die Existenz von ai-AR im ZNS als auch deren dortige

Funktionen bereits untersucht worden sind, liegt ein Mangel an Informationen
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bezlglich der Einflisse von ai-AR auf RGC vor, die auch einen Teil des ZNS
darstellen. ai-AR kommen in vielen Regionen des ZNS vor, und die Verbreitung der
unterschiedlichen Subtypen weist auf deren Funktionen hin. Dabei wurde die
Erforschung der ai-AR insofern erschwert, als es keine subtyp-selektiven Liganden
und nur schwache AntikOrper gibt, deren Verwendung zur Lokalisierung oder
Quantifizierung der a1-ARST-Proteine nicht verlasslich ist (Jensen et al., 2009b).
Dennoch wurde bereits fr0h der Einsatz eines Antikérpers an der Ratte zur
Unterscheidung zwischen dem a1a- und dem ais-AR in verschiedenen Gehirnregionen
verwendet und flhrte zu der Feststellung, dass beide Subtypen im Cortex vorhanden
sind, jedoch im Hippocampus der aia, und der ais im Thalamus vorherrscht (Wilson
and Minneman, 1989). Das Vorhandensein speziell der Expression von aia-ARST-
mMRNA im Rattenhirn wurde mithilfe von in situ Hybridisierung untersucht und lieferte
Hinweise darauf, dass in vielen Teilen des Hirns eine hohe Expression der mRNA vom
a1A-ARST vorhanden ist (Domyancic and Morilak, 1997). Zuséatzlich zur mRNA des
Subtyps aia, wurde auch die mRNA-Expression der Subtypen ais und aip mittels in
situ Hybridisierung in vielen Regionen des ZNS der Ratte erfasst und deutete an, dass
die Subtypen aufgrund der festgestellten weiten bzw. unterschiedlichen Verteilung der
MRNA, unterschiedliche Funktionen im ZNS zu haben scheinen (Day et al., 1997).
Obwohl durch Methoden der in situ Hybridisierung nur die mRNA Expression erfasst
wird, und daher durch Methoden zur Proteinanalyse erganzt werden sollte, liefern
Studien, welche die mMRNA Expression von AR untersuchen, mehr Hinweise auf deren
Verteilung im ZNS (Pupo and Minneman, 2001). In einer Studie zur Quantifizierung
der Expression von a1-ARST-mRNA in verschiedenen Rattengeweben konnte mithilfe
von reverser Transkription und kompetitiver Polymerasekettenreaktion festgestellt
werden, dass in vielen Geweben — nicht aber der GroBhirnrinde — die Expression der
MRNA eines a1-ARST Uberwiegt (Scofield et al., 1995). Somit scheint die Verbreitung
von mRNA der a1-ARST im Gehirn der Ratte, je nach Region, sehr variabel zu sein.

Die Verteilung und Bindungseigenschaften von ai-AR im Hirn wurde zwischen
mehreren kleinen Saugetieren und Primaten verglichen, und die Ergebnisse deuten
an, dass die regionale Verteilung je nach Spezies unterschiedlich ist, jedoch im
Gegensatz dazu die a1-AR in allen Hirngeweben der Sdugetiere und des Menschen
hinsichtlich ihrer pharmakologischen Eigenschaften eine groBe Ahnlichkeit haben
(Palacios et al., 1987). So war bei Primaten die Dichte an ai-AR in Teilen des
Hippocampus, vor allem im Gyrus dentatus, CA3 und CA4 deutlich gréBer, im
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Vergleich zu den Nagetieren (Palacios et al., 1987). Im Hippokampus konnte beim
Menschen eine unterschiedliche Verteilung der ai-AR mittels quantitativer
Autoradiographie festgestellt werden, wobei im Stratum lucidum und Hilus des CA3
eine Konzentration des Subtyps aia zu sein scheint, und im Stratum moleculare des
Gyrus dentatus eine groBere Dichte des Subtyps ais (Zilles et al, 1991). Im
Widerspruch dazu existieren Studien, die keine nachweisbare Expression von mRNA
des a18-ARST im menschlichen Hippocampus festgestellt haben und andeuten, dass
eine Antikérperbindung nur am a1a-ARST stattfindet (Szot et al., 2005). Auch bei der
versuchten Bindung von aip-ARST im Hippocampus mithilfe des Antikorpers 3H-
Prazosin hat sich dessen Verwendung als problematisch erwiesen, denn obwohl
Prazosin bei der verwendeten Konzentration ein nicht-selektiver ai-AR-Antagonist ist,
konnte er keine der Regionen kenntlich machen, in denen mRNA-Expressionen des
a1p-ARST festgestellt wurden (Szot et al., 2005).

Vielversprechender als der Einsatz von wenig-selektiven Antikdrpern und Liganden bei
der Untersuchung der Verteilung und Funktionen von ai-AR sind genmanipulierte
Mause. Papay et al. konnten so am Mausehirn feststellen, wo ai-ARST zellular
lokalisiert sind, indem sie transgene Mause nutzten, deren Uberexprimierte a1s-AR mit
verstarktem fluoreszierendem Protein (enhanced fluorescent protein, EGFP) fusioniert
wurden (Papay et al.,, 2004). Neben dem Uberwiegenden Vorkommen von ais-
Adrenozeptoren in Neuronen vieler Gehirnregionen, kommen sie auch in NG2
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen vor, wie die Ergebnisse zeigten. Auch die zellulére
Lokalisation des a1a-ARST im M&usehirn wurde von Papay et al. mit &hnlichen
Methoden ermittelt und ergab, dass der aia-ARST — wie der Subtyp ais- in Neuronen
und NG2 Oligodendrozyten-Vorlauferzellen vorzufinden ist (Papay et al., 2006).
Zusatzlich zeigte sich, dass der aia-Adrenozeptor noch in GABAergen Inerneuronen
existent ist. In keiner der beiden von Papay et al. durchgeflihrten Studien gab es
Beweise daflir, dass die in peripheren BlutgefaBen typischerweise vorkommenden a1a-
und a18-ARST, auch in zerebralen BlutgeféaBen vorzufinden sind (Papay et al., 2006).

2.8.4.1 Einfluss von ai-Adrenozeptoren auf die zerebrale Neurogenese

Mit der weiten Verbreitung von ai-AR im Gehirn kommen ihnen dort auch Funktionen
zu, deren Erforschung dadurch erschwert wurde, dass keine spezifischen Antikérper
und Liganden zur Verflgung stehen. Dennoch ist es mithilfe von genmanipulierten
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Mausen gelungen, neue Erkenntnisse beim Erforschen neuronaler Funktionen der
a1-AR zu erzielen (Gupta et al., 2009). So konnte festgestellt werden, dass bei
neugeborenen Mausen a1-AR die Differenzierung von Vorldufern einer Neurosphére
zu katecholaminergen Interneuronen und Neuronen regulieren und dies abhangig
von der Entwicklung zu sein scheint, da bei adulten Mausen ein Wechsel hin zur
Regulation der Gliazellendifferenzierung erfolgt (Gupta et al., 2009). Die Studie stellte
heraus, dass bei der Stimulation von ai-AR die neuronale Differenzierung durch den
Phosphoinositid-3-Kinase Signalweg gesteuert wird, der die Apoptose von Neuronen
verhindert. Somit konnte gezeigt werden, dass ai-AR einen Einfluss auf die
Regulation der Apoptose von neonatalen neuronalen Vorlaufern haben. Daneben
konnte in der Studie mittels Echtzeit Polymerasekettenreaktion bewiesen werden,
dass ai1-AR die mRNA von solchen Schlisseltranskriptionsfaktoren regulieren, die

bei der neuronalen Reifung mitwirken. Mithilfe der genmanipulierten Mause konnten
in der subventrikularen Zone Zellen erfasst werden, die speziell a1A-ARST
exprimierten und eine Koexpression von neuronalen Stammzell- oder
Vorgangermarkern aufwiesen. Sowohl in genmanipulierten als auch normalen
Méausen fihrte die Stimulierung von ai1a-AR zu einer erhdéhten Proliferation in
neurogenen Bereichen, gemessen an der zunehmenden Anzahl von Zellen, die
Bromdesoxyuridin als Marker proliferierender Zellen inkorporierten. Die Ergebnisse
deuten daher auf die Expression der aia-AR in neuronalen Stammzellen und
Vorlaufern hin, deren Proliferation der Regulierung durch aia-AR unterliegt (Gupta et
al., 2009). Im Vergleich zum a1a-AR konnte keine Expression des ais-AR in der
subventrikularen Zone adulter Mause gefunden werden, daflir aber im rostralen
migratorischen Strom. AuBerdem scheinen ais-AR bei der Neurogenese in spateren
Stadien der neuronalen Reifung relevant zu sein, da sie fiir diese Stadien typische
proneurale Transkriptionsfaktoren regulierten, wie Ergebnisse der Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion zeigten.

Darliber hinaus lassen Studien indirekt auf eine mdgliche Beeinflussung der
Neurogenese durch ai-AR schlieBen, da deren Aktivierung zum mRNA-Anstieg des
Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) fihrt (Gonzalez-Cabrera et al., 2003),
wobei VEGF wiederum eine Zunahme der Proliferation von neuronalen Vorlauferzellen
stimuliert (Jin et al., 2002, Gupta et al., 2009).

Der Einfluss von ai-AR auf die Neurogenese wurde auch mithilfe des ai-AR
Antagonisten Tamsulosin untersucht (Kim et al., 2017). Tamsulosin wird eigentlich zur
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Behandlung von benigner Prostatahypertrophie eingesetzt, wobei es die Fahigkeit hat,
die Blut-Hirn-Schranke zu tberwinden und an den ai-AR des ZNS zu wirken (Sirvio
and MacDonald, 1999, Hellstrom and Sikka, 2006). Vor diesem Hintergrund wurde in
Studien bei der Untersuchung des zentralen Einflusses von Tamsulosin gezeigt, dass
der ai-AR-Antagonist hemmend auf die neuronale Aktivierung in neuronalen
Entleerungszentren der Ratte wirkt und so die Entleerung férdert (Kim et al., 2012).
Zudem wurden dem ai-AR-Antagonisten gedachtnisverbessernde  Effekte
nachgewiesen (Kim et al., 2015). Die Gedéachtnisschadigung hingegen bei Ratten
durch das Altern weist einen Zusammenhang mit im Hippocampus gesteigerter
Apoptose und verminderter Neurogenese auf (Kim et al., 2010). In der Studie von Kim
et al. konnte an gealterten Ratten gezeigt werden, dass Tamsulosin einen positiven
Einfluss auf die Neurogenese und die Apoptose hat, und somit das altersbedingt
geschadigte Gedachtnis und Lernen der Ratten verbessern kann (Kim et al., 2017).
Dabei fuhrte die Behandlung mit Tamsulosin zu erhéhter Expression von BDNF und
der Tyrosinkinase B (TKB), durch die die Neurogenese im Hippocampus der gealterten
Mause geférdert wurde und die Apoptose abnahm (Kim et al., 2017). Schon in einer
friheren Studie von Kim et al. wurde ein Zusammenhang hergestellt zwischen der
verringerten Neurogenese bei gealterten Mausen und der reduzierten Expression des
BDNF und des TKB in deren Hippocampus (Kim et al., 2010). Der BDNF ist ein Protein
der Neurotrophin-Familie und vermittelt verschiedene neuronale Prozesse, wie das
Uberleben und die Differenzierung von Neuronen und retinalen Ganglienzellen und ist
an der Neurogenese und der synaptischen Plastizitat beteiligt (Ohira and Hayashi,
2009, Allen et al., 2013, Numakawa et al., 2018). Somit kann daraus geschlossen
werden, dass ein ai-Antagonismus, wie er beispielsweise durch Tamsulosin erzeugt
wurde, eine Zunahme der BDNF-Expression bewirkt, und dies positive Effekte auf
RGC haben kénnte. Bereits in vitro flihrte BDNF zum verbesserten Uberleben retinaler
Ganglienzellen der Ratte (Johnson et al., 1986). Zudem zeigten Studien die
Expression des BDNF-Rezeptors Tyrosin-Rezeptor-Kinase B (TrkB) in RGC der Ratte
(Jelsma et al., 1993). In vivo konnte mithilfe von intravitrealen Injektionen von BDNF
das Uberleben axotomisierter RGC geférdert werden (Mey and Thanos, 1993). Die
Blut-Retina-Schranke ist der Blut-Hirn-Schranke im Vergleich &hnlich (Steuer et al.,
2005). Die Barriere schrankt die Abgabe von BDNF an die Retina nach periokularer
und systemischer Applikation ein, erméglicht aber gleichzeitig auch das Umgehen
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einer nicht erwilnschten systemischen Verabreichung, beispielsweise mittels

intravitrealer Injektion (Khalin et al., 2015).

2.8.4.2 Einfluss von ai-Adrenozeptoren auf die Neurodegeneration

Der neuronale Einfluss von ai-AR ist je nach Subtyp unterschiedlich; neben
Forschungsergebnissen, die darauf hindeuten, dass der aia-ARST der Maus, wegen
des Auslésens von Proliferation und Differenzierung von Vorlauferzellen,
neurogenesefdrdernde Eigenschaften besitzt (Gupta et al., 2009), existieren
Untersuchungen, die eine apoptotische Neurodegeneration - vermittelt durch eine
systemische Uberstimulierung von ais-AR — im Gehirn festgestellt haben (Zuscik et
al., 2000). So konnten unter Verwendung transgener Mausmodelle, bei denen eine
Uberexpression entweder von Wildtyp oder konstitutiv aktiven ais-AR in fiir den
Rezeptor typischen Geweben, einschlieBlich des Hirns, erzeugt wurde,
Zusammenhange zwischen neurodegenerativen Prozessen und der ais-AR-
Signalisierung aufgedeckt werden (Zuscik et al., 2000). Zuséatzlich zu der
umfassenden apoptotische Neurodegeneration im Gehirn, die durch die chronische
UbermaBige Aktivierung der ais-AR-Signalisierung herbeigeflhrt wurde, wiesen die
verwendeten transgenen Mause Symptome der Multisystematrophie auf; der ai-AR-
Signalisierung wurde ein mdglicherweise direkter Beitrag in der Entstehung der
Symptome beigemessen, weil diese durch den selektiven ai-AR-Antagonisten
Terazosin teilweise aufgehoben werden konnten (Zuscik et al., 2000). Die zerebrale
Neurodegeneration zeigte sich bei 10 Monate alten Mausen im Cortex und in
anderen Bereichen, wo der a18-ARST in hoher Dichte exprimiert ist, wie dem
Hypothalamus, dem Thalamus und dem Zerebellum, histologisch in Form von
granulovakularen Degenerationen (Zuscik et al., 2000). Diese Degenerationen waren
bei alteren Mausen (18 - 21 Monate) ausgepragter, da sie einschlie3lich des Locus
coeruleus, des ventralen Teguments und der Substantia nigra, im gesamten Hirn
auftraten (Zuscik et al., 2000). Mittels Prifung der Tyrosin-Hydroxylase-
Immunreaktivitat konnte in der Substantia nigra die Auswirkung der Gberméaiigen
Aktivierung der ais-AR-Signalisierung histologisch dargestellt werden und ergab,
dass die transgenen Mause eine Reduktion der Tyrosin-Hydroxylase-
Immunreaktivitat aufwiesen, und bei einer stérkeren VergréBerung ersichtlich,

weniger axonale Fortsatze und Neuronenzellkérper vorhanden waren (Zuscik et al.,
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2000). Da die Tyrosinhydroxylase fiir die Bildung von Dopamin notwendig ist und
dessen Mangel charakteristisch fur Parkinson ist, stimmte der festgestellte Mangel an
Tyrosinhydroxylase mit den parkinsonahnlichen Symptomen der transgenen Mause
Uberein (Haavik and Toska, 1998, Zuscik et al., 2000). Zuscik et al. nehmen an, dass
die initiale apoptotische Degeneration ais-spezifisch sein muss, da sie ansonsten
nicht deren Abhangigkeit von der ai-AR-Signalisierung mittels Terazosin festgestellt
hatten, und die Degeneration erst im Verlauf mit ihrer Ausbreitung einen
nichtspezifischen Charakter erhalt (Zuscik et al., 2000).

Des Weiteren kann aufgrund der verursachten Modulation von Rezeptoren anderer
Neurotransmitter wie Glutamat durch ai-AR, oder GABA und N-Methyl-D-Aspartat
durch Noradrenalin eine indirekte Beteiligung der ai-AR in Betracht gezogen werden
(Beani et al., 1986, lvanov and Aston-Jones, 1995, Kirkwood et al., 1999).

Die molekularen Mechanismen der zentralen Effekte, die durch die Aktivierung von
a18-AR vermittelt werden, wurden mittels Oligonukleotid-Mikroarrays analysiert, um
Genexpressionsprofile zwischen normalen und ais-AR Uberexprimierenden Mausen
in Relation zu setzen (Yun et al., 2003). Dabei konnten anhand der Ergebnisse
Anderungen in der Genexpression bestimmter Gene identifiziert werden, die bei der
Apoptose, der Glutamat- und Calciumregulation, der Neurodegeneration, der
Neurotransmission, dem Transport synaptischer Vesikel und dem Zellwachstum eine
Rolle spielen (Yun et al., 2003). Uberdies konnte eine Rezeptor-Dysregulation
aufgrund der angestiegenen Expression des exzitatorischen N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptors und der verringerten Expression des inhibitorischen GABA-Rezeptors
festgestellt werden; es wird vermutet, dass diese Dysregulation neben der
Genexpression mit Proteinprodukten der Apoptose die Ursache fiir die
Neurodegeneration im Hirn der Mause, die den ais-AR Uberexprimierten, gewesen
zu sein scheint (Yun et al., 2003). In einer anderen Studie wurde bereits gezeigt,
dass der G-Protein gekoppelte Parathormon-Rezeptor eine Apoptose mittels
Gaqg/Phospholipase C verursacht (Turner et al., 2000) und den gleichen Signalweg
des ais-AR darstellt. Auch am Herzen konnten durch Gg-Uberexpression und somit
angestiegener Gg-Signalisierung apoptotische Prozesse festgestellt werden (Adams
et al., 1998). Bezlglich der von den transgenen Mausen erlittenen epileptischen
Anfélle weisen Yun et al. in ihrer Studie auf ein Glutamatungleichgewicht als
Ausldser hin, das bedingt ist von der Kolokalisation des ais-AR-Subtyps mit
glutamatergen Rezeptoren (Yun et al., 2003).
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In einer weiteren Studie, die sich mit der Pathologie der durch Uberexpression des
a18-AR hervorgerufenen Neurodegeneration befasst, deuten die Ergebnisse auf eine
Synucleinopathie als mégliche Ursache fiir die mit der Neurodegeneration
assoziierten parkinsondhnlichen Symptome hin (Papay et al., 2002). So konnte
mittels immunhistochemischer Methoden bei den transgenen Mausen, die eine
Uberexpression des aie-AR aufwiesen, eine angestiegene abnorme Akkumulation
des Proteins a-Synuclein in Einschlusskérpern und in Kolokalisation mit Neuronen
und Oligodendrozyten in unterschiedlichen Hirnregionen festgestellt werden (Papay
et al., 2002). Auch eine Langzeittherapie mit dem ai-AR-Antagonisten Terazosin
wurde an Mausen getestet und ergab, dass die Langzeittherapie vor Verlust von
Neuronen und parkinsondhnlichen Symptomen, sowie Bildung von a-Synuclein-
positiver Einschlusskérper schitzt (Papay et al., 2002).

Bemerkenswerterweise konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dass die
chronische Aktivierung von ais-AR bei Mausen zu einer Reduzierung der
Lebensdauer flhrt und eine gesteigerte Neurodegeneration als Ursache daflr
vermutet wird (Collette et al., 2014). Dagegen lebten solche transgenen Mause

langer, die eine Langzeitstimulation von a1a-AR erfahren haben (Doze et al., 2011).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Tabelle 1: Verwendete Materialien bei den Versuchen

Name

Hersteller

Alexa Fluor™ 568 donkey anti-goat IgG
(H+L)

Life Technologies Corporation, Eugene,
OR, USA

Antibody Goat Brn-3a (C-20): sc-31984

Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA

Bovine Serum Albumin

Sigma-Aldrich®, Steinheim, DE

Deckglaser

Knittel Glasbearbeitung, Braunschweig,
DE

Einmalkanile 25G Microlance™

Becton Dickinson, Irland

Filterpapier Whatman™

GE Healthcare, UK

Formaldehydlésung

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Gefrierschrank, -80°C

Heraeus, Hanau, DE

Gibco® PBS pH 7.4

Invitrogen Limited, Paisley, UK

GraphPad Prism 6

GraphPad Software,San Diego, CA,
USA

Homogenisator FastPrep

MP Biomedicals, Frankreich

Icare® TONOLAB Tonometer

Bon Optic, Libeck, DE

Imaged 1.52q

Rasband, W.S., U. S. National Institutes
of Health, USA

Kohlendioxidflasche

Air Liquide Medical, Dusseldorf, DE

Kuhlschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

Mikroskop Vanox-T

Olympus Optical Co., Hamburg, DE

Nikon Camera Head DS-Fi1

Nikon GmbH, Dusseldorf, DE

Nikon Fluoreszenzmikroskop
Eclipse TS 100

Nikon GmbH, Disseldorf, DE

Nikon Intensilight Epi-fluorescence
llluminator C-HGFI

Nikon GmbH, Dusseldorf, DE

Nikon Mikroskop Camera DS-Fi1

Nikon GmbH, Disseldorf, DE

NIS Elements 4.10

Nikon Laboratory Imaging, Niederlande

Objekttrager Superfrost® Plus

Menzel, Braunschweig, DE
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Papierticher professional

Kimberly-Clark®, Surrey, UK

RNeasy Kit

QIAGEN, Hilden, DE

RT-PCR Kit

Promega, Mannheim, DE

Safe-LockTubes 2.0 mL

Eppendorf Tubes, Hamburg, DE

SYBR Green master mix

QIAGEN, Hilden, DE

Triton X-100

Sigma®, St. Louis, USA

VECTASHIELD® Antifade Mounting
Medium with DAPI

Vector Laboratories, USA

ViiA™ 7 System

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
DE

Zellkulturschale

Becton Dickinson, Irland
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3.2 Tiere

Die Tierversuche wurden vom rheinland-pfélzischen Tierschutzausschuss genehmigt
und alle an den experimentellen Verfahren beteiligten Tiere wurden gemaf den
Institutsrichtlinien far Tierpflege behandelt. Es wurden alle Anstrengungen
unternommen, um die Anzahl der verwendeten Tiere zu verringern und das Leiden
der Tiere zu minimieren.

Die Vervielfaltigung von ai1a-AR”, ais-AR”und aip-AR” wurde bereits zuvor
beschrieben (Cavalli et al., 1997, Rokosh and Simpson, 2002, Tanoue et al., 2002b).
Bei jedem Genotyp fand eine Rickkreuzung fir neun Generationen mit C57BL/6SIc-
Mausen statt und alle Genotypen waren mit dem genetischen Hintergrund
C57BL/6SIc kongen. Fir die Experimente wurden Mause mit einem Alter von einem
bis sechs Monaten verwendet, denen jeweils einer der drei a1-ARST fehlte und
altersangepasste Wildtypmause des genetischen Hintergrunds C57BL/6SIc dienten
als Kontrolle.

Der Genotyp jeder Maus wurde durch PCR isolierter DNA bestimmt, die bei
Schwanzbiopsien gewonnen wurde.

Die Mause wurden unter standardisierten Bedingungen (hell/dunkel-Zyklus 12h,
Temperatur 22 + 2°C, Luftfeuchtigkeit 55 + 10%) gehalten und hatten freien Zugang
zu Leitungswasser und Standard-M&usefutter.

Insgesamt wurden 32 Mause - jeweils 8 pro Gruppe - fir die Farbung verwendet.

3.3 Messung des Intraokulardrucks

Der IOD der untersuchten Mause wurde bei deren Bewusstsein und nicht invasiv
gemessen. Dazu wurde das Icare® TONOLAB Tonometer (Bon Optic, Libeck,
Deutschland) verwendet, das speziell bei der Untersuchung von Nagetieren wie der
Ratte und der Maus ohne Anéasthesie zum Einsatz kommt (Morris et al., 2006). Auf
diese Weise wurde es mdglich, auf eine Anasthesie zu verzichten und deren
hypotensive Wirkung zu vermeiden (Johnson et al., 2008). AuBerdem entsprechen
die per TONOLAB gemessenen IOD-Werte an der Maus den manometrisch
gemessenen Werten adaquat (Pease et al., 2006, Saeki et al., 2008). Die
Messungen des 10D wurden morgens durchgefiihrt, um Stress und Beeinflussung
des 10D durch den zirkadianen Rhythmus zu verhindern. Bei der Messung wurde
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das Tonometer in horizontaler Position an das Auge der Maus herangeftihrt, bis der
Kontakt mit einem zentralen Punkt der Kornea hergestellt wurde. Nachdem sechs
Einzelmessungen pro Auge in dieser Position durchgefihrt wurden, konnte der
Mittelwert der letzten vier Einzelmessungen desselben Auges auf dem Display
abgelesen werden.

3.4 Immunhistochemie
3.4.1 Entnahme der Augen

Alle Mause wurden durch Kohlenstoffdioxid erstickt und es erfolgte eine sofortige
Enukleation. Die Augen wurden nach der Entnahme fur 25 Minuten in jeweils einem
2 ml Eppendorfgefal3 (engl. Eppendorf Tube®) mit 500 ul PFA (Paraformaldehyd) 4%
fixiert und anschlieBend mit PBS (phosphate-buffered saline) gewaschen. Sie
wurden dann in 500 ul PBS belassen, bis die Isolation der Netzhdute maximal zwei
Tage nach Enukleation erfolgte.

3.4.2 lIsolation des Retina-Ganzpraparats

Zu Beginn der Isolation einer Retina in einer mit PBS geflllten Petrischale unter dem
Mikroskop (Vanox-T, Olympus Optical Co, Hamburg, Germany) wurde das Auge am
Nervus opticus mit einer Mikropinzette festgehalten, um danach mit einer spitzen
Einmalkantle durch die Kornea zentral Richtung Pupille zu stechen. Auf diese Weise
wurde ein Zugang fur eine Mikroschere geschaffen, mit der am Limbus entlang
geschnitten, und so die Kornea entfernt werden konnte. Nachdem auch die Iris und
die Linse entfernt wurden, wurden Sklera und Choroidea radial eingeschnitten,
sodass sie anschlieBend von der Retina mit einer Mikropinzette getrennt werden
konnten. Auch das Pigmentepithel und der Glaskérper wurden mittels Mikropinzette
von dem Retina-Ganzpraparat entfernt.
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Abbildung 1: Foto von einem Mausauge in mit PBS geflillter Petrischale.

Das Auge wird mithilfe der Mikropinzette an Bindegewebsresten stabilisiert, sodass
der dorsale Pol mit der Eintrittsstelle des Sehnervs nach oben, und die Kornea nach
unten zeigt.

3.4.3 Flatmounting der Retina

Um die Flatmounts vorzubereiten, erfolgten vier radiale Entlastungsschnitte von den
Randern des Retina-Ganzpraparats aus, sodass vier etwa gleich groBe
zusammenhangende Quadranten entstanden. So konnte die Retina mit nach oben
gerichteter Ganglienzellschicht flach auf einen Objekttrager ausgebreitet und von
diesem in ein 2 ml Eppendorfgefal3 Ubertragen werden. In diesem wurde die Retina
zweimal fir 10 Minuten mit 500 pl PBS gewaschen und danach ein weiteres Mal zur
Fixierung und zusétzlichen Entfernung des Glaskérpers in 500 pl PFA 4% fur 20
Minuten belassen.
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Abbildung 2: Isolierte Retina mit vier radialen, gegentiberliegenden Schnitten

Die Schnitte dienen der Entlastung und sind notwendig, um die Retina flach als
Flatmount auf dem Objekttrager zu platzieren.
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Abbildung 3: Platzierung der Retina als Flatmount auf dem Objekttréager

3.4.4 Immunhistochemische Farbung von retinalen Ganglienzellen

Die Netzhaute wurden in den EppendorfgefaBen erneut zweimal fir 10 Minuten mit
PBS (500 ul) gewaschen und danach in 10% FKS (Fetales Kalberserum) in PBS mit
0,3% Triton-X-100 permeabilisiert, indem sie fliir eine Stunde bei - 80°C gefroren und
darauffolgend eine Stunde bei Raumtemperatur belassen wurden. Durch das
Einfrieren wurde eine effizientere Wirkung des Tensids Triton-X-100 erzielt.
AnschlieBend erfolgte zweimal 10 Minuten langes Spullen mit jeweils neuem PBS
und die Zugabe des primaren Antikérpers Brn3a (C-20):sc-31984 (brain-specific
homeobox/POU domain protein 3A; Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA), durch den
die RGC identifiziert werden (Nadal-Nicolas et al., 2009). Die Netzhaute wurden mit
dem Antikdérper in einer Mischung im Verhaltnis von 1:250 in 10% FKS in PBS Uber
Nacht im Kihischrank bei 4°C inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Netzhaute zweimal 10 Minuten mit PBS (500 pl)
gewaschen und 30 Minuten in 10% FKS in PBS mit 0,3% Triton-X-100 bei
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Raumtemperatur geblockt. Im Anschluss wurde im Dunkeln der sekundare Antikorper
Alexa Fluor™ 568 donky anti-goat IgG (H+L) (Life Technologies Corporation, USA)
im Verhaltnis 1:400 in 10% FKS in PBS hinzugegeben und die Netzh&ute fir zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte zweimal eine 10 Minuten
lange Waschung der Netzh&ute mit neuem PBS, bevor sie in eine Zellkulturschale
mit PBS Ubertragen und mit der Ganglienzellschicht flach nach oben zeigend jeweils
auf einen Objekttrager ausgebreitet wurden (Ullmann et al., 2012). Nun wurde das
PBS auf dem Objekttrager um die Retina mit einem Papiertuch entfernt, um das
Eindeckmedium (VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI, Vector
Laboratories, USA) inklusive Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
zur Anfarbung der Zellkern-DNA auf die Retina zu pipettieren. SchlieBlich wurde der
Objekttrager mit einem Deckglaschen abgedeckt und vor Licht geschitzt.

3.4.5 Quantitative Netzhautanalyse

Als Nachstes wurden die Netzhaute unter einem Fluoreszenzmikroskop (Nikon
Fluoreszenzmikroskop Eclipse TS 100, Nikon GmbH, Dusseldorf, DE) untersucht und
Fotos angefertigt. Dazu wurden pro Retina 16 vordefinierte Bereiche, acht periphere
und acht zentrumsnahe, jeweils mit einer GréBe von 320 um x 430 pym bei einer 20-
fachen Objektiv-VergréBerung und numerischer Apertur von 0,40 abfotografiert. Fir
jeden der vier Quadranten eines Flatmounts wurden erst zwei periphere und dann
zwei zentrumsnahe Bereiche fotografiert, deren Flachen sich nicht Uberschnitten.
Damit ergab sich eine von der Retina fotografierte Flache von insgesamt 2,2 mm?. Es
wurden von einer Kameraposition aus immer zwei Fotos von demselben Bereich mit
jeweils unterschiedlichem Filter aufgenommen. So diente der TRITC-Filter
(Tetramethylrhodamin Isothiocyanat, Exzitation: 545-565 nm, Emission: 580-620 nm)
der Fluoreszensmarkierung der RGC durch den Marker Brn3a (s. Abbildung 4). Der
DAPI-Filter (Exzitation: 385-400 nm, Emission: 450-465 nm) hingegen erfasste alle
mit DAPI markierten Zellen (s. Abbildung 5).

Auf jedem Foto wurden die Zellen manuell mithilfe der Sofware Imaged (NIH,
http://rsb.info.nih.gov/ij/) gezahlt und die Anzahl auf einen Quadratmillimeter
hochgerechnet.
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Abbildung 4: TRITC-Filter Foto von RGC, die mit Brn3a markiert wurden

Abbildung 5: DAPI-Filter Foto von Zellkernen, die mit DAPI markiert wurden
Dargestellt ist derselbe Ausschnitt der Retina wie in Abbildung 4.
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3.5 Quantitative Echtzeit PCR-Analyse

Nachdem die M&use durch Inhalation von Kohlenstoffdioxid (Air Liquide Deutschland
GmbH, Disseldorf, Germany) getdtet wurden, erfolgte die Enukleation der Augen
und Platzierung in kaltes PBS (PBS; pH 7.4; Gibco®; Invitrogen Limited, Paisley,
United Kingdom). Danach wurde die Retina isoliert, in ein 2 ml Eppendorfgefal
Ubertragen und umgehend schockgefroren. AnschlieBend wurden Gewebsproben in
einem Homogenisator prozessiert (FastPrep; MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich).
Nach der Homogenisierung wurde die gesamte RNA der Retina mit einem RNA-
Extraktions-Kit (RNeasy Kit, QIAGEN) gemal dem Protokoll des Herstellers
extrahiert. Dann wurde mithilfe eines RT-PCR Kits (Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion; Promega, Mannheim, Germany) die reverse Transkription
der RNA vorgenommen. Es erfolge daraufhin der Nachweis von in der PCR
hergestellten doppelstrangigen DNA mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green. Die
Durchfihrung der PCR erfolgte mit insgesamt 10 yL and 2x SYBR Green master mix
(QIAGEN). Als Matrize dienten 2 pL komplementarer DNA, was einer RNA von 13 ng
entsprach. Die quantitative PCR-Analyse wurde mit dem ViiA™ 7 System (Life
Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) durchgeftihrt. Um Primer fir die PCR-
Amplifikation zu konstruieren, wurde von publizierten Sequenzen der
Mausadrenozeptoren aia- (NM_013461), ais- (NM_007416) und aip-Adrenozeptor
(NM_013460) und vom Haushaltsgen B-Aktin (NM_007393.3) Gebrauch gemacht.
Die Primersequenz flir den aia-Adrenozeptor war am Nichtmatrizen-Strang 5-GCG
GTG GAC GTC TTA TGC T-3' und am codogenen Strang 5'-TCA CAC CAA TGT
ATC GGT CGA-3'. Fir den ais-AR am Nichtmatrizen-Strang 5-CCT GGT CAT GTA
CTG CCG A-3' und am Matrizenstrang 5'-GAC TCC CGC CTC CAG ATT C-3/,
wahrend am aip-AR Nichtmatrizenstrang 5-AGT TGG TGA CCG TCT GCA AGT-3'
und am Matrizenstrang 5-CGC TGT GGT GGG AAC CGG CAG-3' vorlag. Bezlglich
des B-Aktin-Nichtmatrizenstrangs waren die Sequenzen 5'-CAC CCG CGA GCA
CAG CTT CTT T-3' und am Matrizenstrang 5-AAT ACA GCC CGG GGA GCA TC-3'
vorhanden. Zudem wurde in der PCR auch eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Um
eine Kontamination der isolierten DNA ausschlieBBen zu kénnen, erfolgte eine
Kontrolle ohne Reverse Transkriptase. Auch eine Kontamination der benutzen
Chemikalien konnte, durch den Einsatz einer Kontrolle mit Reverser Transkriptase
und ohne RNA, ausgeschlossen werden. Als Positivkontrolle diente isolierte RNA
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vom Mausehirn. Fur die relative Quantifizierung der mRNA wurde die AACt-Methode
(Livak and Schmittgen, 2001) eingesetzt und so eine Normalisierung der
Expressionsniveaus der mRNA unterschiedlicher a1-ARST erzielt. Dabei dienten $-

Aktin Transkripte als Referenz und es lag eine Parallelitat der Standardkurven vor.

3.6 Statistische Analyse

Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler prasentiert und wurden mithilfe
einer Einweg-Varianzanalyse und eines Tukeytest fir multiple Vergleiche

ausgewertet.

4 Ergebnisse
4.1 Augeninnendruckmessung

Wie zuvor beschrieben, wurden die IOD-Messungen durchgefiihrt. Die Abbildung 6
stellt die dabei erzielten Ergebnisse dar. So betrug der IOD bei der WT-Gruppe 13,62
+ 0,47 mmHg, bei der aia-AR"-Gruppe 13,18 + 0,45 mmHg, bei der a1s-AR"-Gruppe
13,12 + 0,39 mmHg und bei der aip-AR”-Gruppe 13,32 + 0,43 mmHg. Damit zeigt
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den getesteten Genotypen.
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Abbildung 6: Vergleich des Intraokulardrucks zwischen den Gruppen
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4.2 Anzahl der Ganglienzellen in der retinalen Ganglienzellschicht

Es wurden alle Brn3a- und DAPI-positiven Zellen aus den entstandenen Bildern
ausgezahlt. Die folgende Abbildung zeigt vergleichend die Zellanzahl pro mm?2 in der
retinalen Ganglienzellschicht von Retina-Ganzpraparaten. Die Anzahl der DAPI-
positiven Zellen in der retinalen Ganglienzellschicht unterschied sich zwischen den
WT-M&usen und den aia-AR”, ais-AR”und aip-AR7"Mausen nicht signifikant (s.
Abbildung 7). Auch in der Anzahl der Brn3a-positiven Zellen gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Maus-Genotypen (s. Abbildung 8). Allerdings
ist die Anzahl von DAPI- und Brn3a-positiven Zellen unter aig-AR”-M&usen am

hochsten.
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Abbildung 7: Vergleich der Anzahl DAPI-positiver Zellen zwischen den Gruppen.
Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Die
gréBte Anzahl an Zellkernen lag bei ais-AR”~-Mausen vor.

43



&~ 10000
£
£ 9000 1
o 8000 A
©
N 7000
c -
§ 6000
) -
& 5000
S 4000 - —T
= - p— —
» 3000 - — —
o
2 2000 -
©
[+2]
= 1000 =
2
m 0 L] L} L] L ]

Q N\ N \

S
S K K K
QD N K K
(<3 & &

Abbildung 8: Vergleich der Anzahl Brn3a-positiver Zellen zwischen den Gruppen.
Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Die
groBte Anzahl von RGC lag bei a1s-AR”"-M&usen vor.

4.3 Expression von ai-Adrenozeptorsubtyp-mRNA in der Retina

Mittels quantitativer Echtzeit PCR wurde die mRNA-Expression von a1-AR in der
Retina von Wildtypmausen in Relation zu 3-Aktin bestimmt und quantifiziert. Es
konnte mRNA fir alle drei a1-AR (a1a, ais und aip) in der Retina von WT-Mausen
festgestellt werden. Wahrend sich die mRNA-Expression der beiden Subtypen aia
und aip auf ahnlichem Niveau befindet, ist die mMRNA-Expression des ais-AR
signifikant erhéht (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Expression von ai-Adrenozeptorsubtypen-mRNA in der Retina
Die mRNA-Expression des ais-Subtyps ist im Vergleich zur Expression der beiden
Subtypen aia und aip signifikant in der Retina von Wildtypmausen erhéht.

5 Diskussion
5.1 Quantifizierung retinaler Ganglienzellen

Ein Verfahren, das der Identifizierung von RGC anhand der speziell von diesen
exprimierten Proteinen dient, ist die Immunodetektion (Drager and Olsen, 1981,
McKerracher et al., 1989, Canola et al., 2007). RGC exprimieren verschiedene
Proteine wie Thy-1, Bex 1/2 (Brain-expressed X-linked protein), y-Synuclein,
neuronal-spezifisches Nuklearprotein (NeuN) oder Brn3a (Barnstable and Drager,
1984, Quina et al., 2005, Weishaupt et al., 2005, Bernstein et al., 2006, Buckingham
et al., 2008, Soto et al., 2008, Surgucheva et al., 2008, Nadal-Nicolas et al., 2009).
Die Immunoreaktivitat von Bex1/2 ermdglicht die Identifizierung von Zellkérpern und
Axonen der RGC und erweist sich als nltzlich bei der Veranschaulichung von
morphologischen Veranderungen der RGC durch Erkrankungen, wie der anterioren
ischamischen Optikusneuropathie (Bernstein et al., 2006). Allerdings stellt nach
Nadal-Nicolas et al. und Sanchez-Migallon et al. die Expression von Bex 1/2 sowohl
in Somata als auch in Axonen der RGC insofern einen Nachteil dar, als dadurch die
Quantifizierungsprozedur der Zellen erschwert wird (Nadal-Nicolas et al., 2009,
Sanchez-Migallén et al., 2011).
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NeuN hat die Eigenschaft DNA zu binden und besitzt verschieden phosphorylierte
Isoformen, die sowohl im Nucleus als auch im Zytoplasma vorkommen (Mullen et al.,
1992, Lind et al., 2005). Da NeuN ein Phosphoprotein ist, hangt die Bindung des
Antikorpers unter anderem von dem Zustand der Phosphorylierung ab (Lind et al.,
2005). NeuN wurde in mehreren Studien zur Identifizierung von RGC in der
Ganglienzellschicht als Marker verwendet (Canola et al., 2007, Dijk et al., 2007,
Zhong et al., 2007). Bei einer Studie mit Glaukom-Modell wurde das Uberleben
neuronaler Zellen der Retina mittels NeuN Uberprtift, wobei die Verwendung von
NeuN keine Unterscheidung der verlagerten Amakrinzellen in der retinalen
Ganglienzellschicht von den Ganglienzellen erméglichte (Wang et al., 2000). In einer
anderen Studie wurde zur Quantifizierung von NeuN-positiven RGC in der retinalen
Ganglienzellschicht eine Korrektur durchgefihrt, indem durch zusétzliches Anfarben
der NeuN-positiven verlagerten amakrinen Zellen deren Ausschluss von der
Population der NeuN-positiven RGC erzielt wurde (Buckingham et al., 2008).

Thy1 ist ein Antigen, das als Glykoprotein auf der Oberflache verschiedener Zellen
im Nervensystem von Nagetieren vorkommt (Barnstable and Drager, 1984). Es
wurde angenommen, dass seine Expression in der Retina nur auf RGC beschrankt
ist, obwohl nicht feststellbar war, ob mit Thy1 in der retinalen Ganglienzellschicht
verlagerte amakrine Zellen von RGC differenziert werden kdnnen (Barnstable and
Dréager, 1984). Es gibt Hinweise darauf, dass es auch andere Neuronen auBBer RGC
in der Retina gibt, die eine Expression des Thy1 Antigens aufweisen. (Perry et al.,
1984). So wurde Thy1 auBerhalb von RGC in dinner Dichte, vornehmlich
konzentriert in der inneren plexiformen Schicht, gekennzeichnet, was darauf
schlieBen lasst, dass Thy1 auf Membranen von amakrinen oder bipolaren Zellen
vorkommt, die in der inneren plexifomen Schicht mit ihren Membranen aneinander
liegen (Perry et al., 1984). Verlagerte amakrine Zellen haben einen betrachtlichen
Anteil von bis zu 50% aller Zellen in der Ganglienzellschicht der Ratte (Perry, 1981).
In der Ganglienzellschicht der Mauseretina sind ca. 59% aller Neuronen verlagerte
amakrine Zellen (Jeon et al., 1998). Diese kdnnten, bei der Verwendung von Thy1
zur Kennzeichnung von RGC, unbeabsichtigt markiert werden (Barnstable and
Drager, 1984). Darlber hinaus scheint sich Thy1 nicht als geeigneter Marker von
RGC nach deren Verlust zu erweisen, da nach dem Zelltod der Ganglienzellen Thy1
von Mullerzellen exprimiert wird (Dabin and Barnstable, 1995). Es konnte auch
festgestellt werden, dass bei einem Zelltod von RGC, beispielsweise ausgeldst durch

46



Sehnervquetschung, intravitreale Injektionen von N-Methyl-D-Aspartat oder durch
erhéhten |IOD, die Expression von Thy1 abnimmt (Schlamp et al., 2001). Die
Abnahme der Expression fand auch in RGC statt, denen das Bax-Gen fehlte und so
widerstandsfahig in Bezug auf eine Sehnervquetschung sind, was eine
zelltodunabhangige Abnahme der Thy1-Expression andeutet (Li et al., 2000,
Schlamp et al., 2001).

y-Synuclein gehort neben a- und B-Synuclein zur Proteinfamilie der Synucleine, die
bei Wirbeltieren von drei verschiedenen Genen besonders im Nervensystem kodiert
werden (Clayton and George, 1998, George, 2002). Die Expression von y-Synuclein
konnte im Sehnerv und in der Retina festgestellt werden, und dort auch in Zellen der
retinalen Ganglienzellschicht (Surguchov et al., 2001). In einer weiteren Studie
konnte die Expression von y-Synuclein in RGC nachgewiesen werden, indem mittels
Antikérper gegen y-Synuclein das Zytoplasma aller Zellen angefarbt wurde, deren
Zellkerne durch den Ganglienzell-Marker Brn3a gekennzeichnet wurden (Surgucheva
et al., 2008). Allerdings ermdglichte die Verwendung der Antikérper keine
Unterscheidung in der Expression des y-Synuclein in RGC und Axonen (Surgucheva
et al., 2008). y-Synuclein wurde in einem DBA/2J Maus Glaukom-Modell unter
Verwendung von in situ Hybridisierung eingesetzt. Dabei konnte festgestellt werden,
dass y-Synuclein-mRNA spezifisch und reichlich in RGC adulter Mause exprimiert
wird, denn in den 47 £ 3% aller Zellen der retinalen Ganglienzellschicht, die mit dem
retrograden Markierungsstoff Fluorogold als RGC markiert wurden, konnte die
Expression von y-Synuclein nachgewiesen werden. Nur 1.0 + 0.5% der Zellen der
Ganglienzellschicht exprimierten allein y-Synuclein, ohne dabei durch Fluorogold
gekennzeichnet und - aufgrund dieser fehlenden Korrespondenz - als RGC
identifiziert worden zu sein (Soto et al., 2008).

Um die RGC darzustellen und so deren Anzahl bestimmen zu kénnen, wurde die
immunhistologische Farbung mittels Brn3a unter Verwendung von Mauseretinae in
unseren Versuchen eingesetzt. Brn3a gehdrt neben Brn3b und Brn3c zur Familie der
Brn3 Transkriptionsfaktoren, die von RGC exprimiert werden (Xiang et al., 1993,
Xiang et al., 1995). In der Retina von Mausen sind die Brn3-Transkriptionsfaktoren
bei der Differenzierung, bei der Entwicklung und bei dem Uberleben von RGC von
Bedeutung (Xiang et al., 1997, Gan et al., 1999, Wang et al., 2002a, Isenmann et al.,
2003). Weiter konnte an Mausen festgestellt werden, dass speziell solche RGC
Brn3a exprimieren, die Projektionen zum dorsalen Corpus geniculatum laterale und
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zu den kontralateralen Colliculi superiores aufweisen (Quina et al., 2005). Der Anteil
der Zellkerne, die in der retinalen Ganglienzellschicht der Maus eine Immunoreaktion
auf Brn3-Proteine zeigten, belduft sich fir Brn3a-Antikorper allein auf 36%, fur Brn3b-
Antikdrper allein auf 35% und fur Brn3a- und Brn3b-Antikdrper zusammen auf 37%.
Dies deutet darauf hin, dass die meisten Brn3b exprimierenden Zellen auch Brn3a
exprimieren. Finfzehn Prozent aller Zellkerne in der retinalen Ganglienzellschicht
wurden mit Brn3c-Antikdrpern gekennzeichnet, wahrend bei der Kombination von
Brn3c-Antikérpern mit entweder Brn3a- oder Brn3b-Antikdrpern jeweils 36% aller
Zellkerne immunopositiv waren. Da dieser Anteil mit denen der jeweils alleinigen
Markierung mittels Brn3a- und Brn3b-Antikdrpern von jeweils 36% nahezu
Ubereinstimmt, wurde daraus geschlossen, dass eine Untergruppe der Zellen, die flr
Brn3a und Brn3b immunopositiv sind, die Expression von Brn3c aufweist (Xiang et
al., 1995). In mehreren Studien wurde Brn3a genutzt, um von in vitro kultivierten
Netzhauten von Ratten die Ganglienzellen zu erfassen (Johnson and Martin, 2008,
Wax et al., 2008, Joachim et al., 2009). Eine weitere Studie ergab, dass in
verschiedenen Ganglienzellpopulationen der Rattenretina eine unterschiedliche
Expression der Brn3-Marker vorliegt, und Brn3a von allen Brn3-Markern am
haufigsten exprimiert wird, gefolgt von Brn3b und zuletzt Brn3c (Nadal-Nicolas et al.,
2012). In einer anderen Studie, die die Expression von Brn3a in RGC von Ratten
ermittelte, konnte in 92,2% aller zuvor mit Fluorogold identifizierten RGC eine
Expression von Brn3a festgestellt werden (Nadal-Nicolas et al., 2009). Somit wird
Brn3a als effizienter ex vivo Marker eingestuft, der bei der Identifizierung und
Quantifizierung von RGC, auch nach vorheriger Nervschadigung, erhéhtem 10D oder
Degeneration von Fotorezeptoren zuverlassig zum Einsatz kommt (Nadal-Nicolas et
al., 2009, Garcia-Ayuso et al., 2010, Salinas-Navarro et al., 2010). Zudem scheint
Brn3a an der Regulierung der Dendritenstratifizierung von RGC beteiligt zu sein
(Badea et al., 2009). Des Weiteren konnte mittels Immunodetektion von Brn3a der
Effekt einer neuroprotektiven Therapie mit BDNF auf das Uberleben von RGC
nachgewiesen werden (Sanchez-Migallén et al., 2011). Auch der Faktor Brn3b wurde
zur Identifizierung von RGC genutzt und kam daftiir beispielsweise in Modellen mit
optischen Nervschadigungen zum Einsatz (Buckingham et al., 2008, Fernandes et
al., 2012). In unseren Versuchen wurde die Z&ahlbarkeit der RGC insofern ermdglicht,
als durch die Verwendung von Brn3a deren Zellkerne gekennzeichnet werden (Xiang
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et al., 1995). Im Unterschied zu anderen immunhistochemischen Markern wurden

Somata und Axone dabei nicht angefarbt, was die Quantifizierung erleichtert hat.

5.2 Diskussion der Ergebnisse der Brn3a-Farbung

Bisher liegen noch keine veréffentlichten Studien vor, die den Einfluss von a1-AR auf
das Uberleben von RGC untersucht haben.

Es wurde bereits festgestellt, dass AR verschiedene Funktionen in der Netzhaut
vermitteln (Mori et al., 2011, Bohmer et al., 2014). So erfolgt in den Netzhauten von
Kaninchen eine Vasokonstriktion Gber die Vermittlung durch a1-AR (Ichikawa et al.,
2004). Es konnte zudem gezeigt werden, dass das als ai-AR-Agonist wirkende
Phenylephrin im normalen Endothel nur eine vernachlassigbare Vasokonstriktion
vermittelt. Im Gegensatz dazu reagierten die retinalen Arteriolen mit geschadigtem
Endothel mit einer konzentrationsabhangigen Verengung auf Phenylephrin. Prazosin,
ein nicht-selektiver ai1-AR-Antagonist, hob diese Phenylephrin-Reaktionen auf
(Bohmer et al., 2014). Eine andere Studie kam zu unterschiedlichen Ergebnissen,
indem sie darauf hinwies, dass Noradrenalin das intakte Endothel retinaler Arteriolen
bei Ratten kontrahiert, was durch Adrenozeptoren der Subtypen aia und a1p initiiert
wird (Mori et al., 2011).

Bdhmer et al. (2014) schlussfolgerten in ihrer Studie, dass in retinalen Arteriolen mit
geschéadigtem Endothel die Stimulierung des a1s8-ARST zur Vasokonstriktion flhrt,
wahrend keine Vasokonstriktion bei den Subtypen aia oder aip festgestellt wurde
(Bohmer et al., 2014). Dies wird unterstltzt durch frihere Studien, die zeigten, dass
die Entfernung des Endothels die Kontraktilitat durch einen ai1-AR-Agonisten in der
Rattenaorta erhéhte (Carrier and White, 1985).

Unsere Ergebnisse aus der immunhistochemischen Brn3a-Farbung demonstrieren,
dass die Anzahl der RGC durch das Fehlen eines a1-AR nicht reduziert wird. Die
mithilfe der Brn3a-Farbung erhobenen Zelldichten der Mausgruppen, denen jeweils
ein a1-AR fehlen, dhneln sich mit 2948 + 187,1 (a1a-AR”"), 3679 * 329,2 (a1-AR™")
und 3035 + 120,1 (aip-AR”) RGC pro mmz2 sowohl untereinander als auch in Bezug
auf die Kontrollgruppe, die 3041 £ 202,8 RGC pro mm? aufweist.

Da kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den getesteten Gruppen
vorliegt, unterstlitzen die Ergebnisse nicht die Hypothese, dass ein Fehlen von
jeweils einem ai-AR zum Absterben von RGC flihrt.
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Im Vergleich mit anderen Studienergebnissen zu durchschnittlichen Zelldichten von
RGC in der Maus ahneln sich unsere Ergebnisse mit diesen. So kommen unsere
Ergebnisse nah an die von Salinas-Navarro et al. ermittelte Zellanzahl fur
pigmentierte C57BL/6N Mause heran (Salinas-Navarro et al., 2009). Dabei ist zu
bertcksichtigen, dass unterschiedliche Methoden angewandt wurden. Die von
Salinas-Navarro et al. ermittelte Zelldichte wurde erhoben, indem RGC jeweils von
den Colliculi superiores (von 2821 + 281 pro mm?2) und vom Nervus Optikus retrograd
(2949 + 143 pro mm?) markiert wurden und nicht, wie bei uns, mithilfe der
immunhistochemischen Farbung gegen Brn3a. Dass die Zelldichten trotz der
unterschiedlichen Markierungsmethoden nahezu Ubereinstimmen, kénnte dadurch
bedingt sein, dass Brn3a-exprimierende RGC mit ihren Axonen maBgeblich die
Colliculi superiores innervieren (Quina et al., 2005).

In einer anderen Studie an pigmentierten C57BL/6N Mausen wurde eine Dichte von
retinalen Ganglienzellen, die Brn3a exprimieren, von 2522 + 193 pro mm? festgestellt
(Galindo-Romero et al., 2011).

Neben der Markierungsmethode kénnten auch genetische Unterschiede, die
Lokalisation der ausgezahlten Retinaareale bzw. die topographische Verteilung der

RGC fir die abweichenden Zelldichten urséachlich sein.

5.2.1 Topographische Verteilung von RGC

Die topographische Verteilung von Ganglienzellen bzw. deren rdumliche Dichte
innerhalb der gesamten Retina von Maus und Ratte konnte bereits mithilfe von
Karten veranschaulicht werden. Danach liegt keine gleichmaBige Verteilung vor,
sondern die Dichte nimmt zur Peripherie der Retina hin ab, sodass der gré3te Anteil
von RGC zentrumsnah vorkommt. Dies konnte einerseits in Studien mittels
retrograder Markierung, andererseits durch die immunhistochemische
Kenntlichmachung mit Brn3a festgestellt werden (Drager and Olsen, 1981, Nadal-
Nicolas et al., 2009, Salinas-Navarro et al., 2009, Galindo-Romero et al., 2011).
Insofern kénnte die von uns ermittelte leicht erhéhte Dichte daraus resultiert sein,
dass die ausgewerteten Areale scheinbar ndher zum Zentrum der Retina hin
lokalisiert worden sind.

AuBerdem konnte das Alter ein Grund fir die leicht erh6hte Dichte sein. Die Mause

hatten ein Alter von einem bis sechs Monaten. Im frlhen Erwachsenenalter der Maus
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wachst das Auge und es kommen keine neuen Neuronen hinzu und
Altersunterschiede kdnnen trotz einer Vereinheitlichung des Kérpergewichts der
Mause nicht ausgeglichen werden (Jeon et al., 1998, Salinas-Navarro et al., 2009).

5.3 Rolle des Endothels bei der retinalen Durchblutung

Theoretisch ware bei ais-AR” eine reduzierte Anzahl an RGC im Vergleich zu den
anderen Mausen mit Knockout des aia- oder aip-ARST zu erwarten gewesen, da der
ais-Subtyp flr die retinale GefaBregulierung bzw. Vasokonstriktion eine wichtige
Rolle spielt, wie B6hmer et al. (2014) herausgefunden haben. Allerdings muss
berlcksichtigt werden, dass die Vasokonstriktion durch den a1s-Subtyp in
geschéadigtem Endothel vermittelt wurde. Dass es In unserer Studie keinen
signifikanten Unterschied in der Anzahl der RGC unter den einzelnen Adrenozeptor-
Knockout-Mausegruppen gibt, kbnnte somit auf das intakte bzw. nicht geschadigte
Endothel und anderen Regulationsmechanismen der retinalen Durchblutung
zurtckzufahren sein.

Intaktes Endothel verflgt Gber genligend Kompensationsmechanismen und eine
frihere Studie hat gezeigt, dass der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor
neuroprotektiv wirkt und RGC vor dem Zelltod schiitzen kann (Shen et al., 2018).
AuBerdem verhindert das Endothel der Netzhautgeféaf3e, dass hydrophile
Verbindungen des Blutes in die glatten Muskelzellen der Gefal3e vordringen, und
somit stellt das Endothel fur Katecholamine eine mechanische Barriere dar (Ehinger,
1966, Hoste et al., 1990, Delaey and Van De Voorde, 2000).

Das aus Endothelzellen freigesetzte Stickstoffmonoxid (NO) nimmt eine wichtige
Rolle bei der Regulation des okularen Blutflusses ein (Koss, 1998, Haefliger et al.,
2001, Schmetterer and Polak, 2001). NO wird von der NO-Synthase aus L-Arginin
gebildet und wirkt vasodilatativ, indem es die Guanylatzyklase glatter Muskelzellen
stimuliert und so die Bildung von zyklischem Guanosinmonophosphat anregt, was in
der Relaxation der glatten Muskelzelle resultiert (Palmer et al., 1988, Warner et al.,
1994, Denninger and Marletta, 1999).

NO wird von endothelialen NO-Synthasen retinaler Arteriolen der Maus und auch
anderen Spezies produziert (Benedito et al., 1991, Knowles and Moncada, 1994,
Meyer et al., 1999, Gericke et al., 2013).
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Die wichtige Bedeutung von NO fir die retinale Blutflussregulation wurde in
mehreren Studien insofern festgestellt, als mit NO-Synthase-Inhibitoren eine
Reduktion des retinalen Blutflusses verursacht werden konnte (Donati et al., 1995,
Harino et al., 1999).

Es konnte gezeigt werden, dass durch die intravendse Verabreichung von L-Arginin
eine Zunahme des retinalen und choroidalen Blutfluss erfolgt (Garhdéfer et al., 2005)
Zudem konnte durch eine in vivo Studie an Kaninchen gezeigt werden, dass der
Beeintrachtigung der retinalen Durchblutung und der Einschrankung der retinalen
Funktion infolge eines Mangels an endothelialem NO durch die Blockade von ai-AR
entgegengewirkt werden. Es wurde angenommen, dass der ai-AR-Blocker
Bunazosin eine relaxierende Wirkung auf den basalen GefaBtonus hat, wahrend eine
Hemmung der NO-Synthase vorliegt (Goto et al., 2003).

Der Verlust von RGC ist typisch fir das Glaukom, dessen Entstehung mit
endothelialer Dysfunktion in Verbindung gebracht wird (Resch et al., 2009).

Neben NO setzen endotheliale Zellen auch Endothelin 1 frei, das mit seiner
vasokonstriktiven Wirkung an der Kontrolle des okularen Blutflusses beteiligt zu sein
scheint (Schmetterer et al., 1997, Delaey and Van De Voorde, 2000). In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, dass Endothelin 1 Kontraktionen von retinalen
Perizyten auslést und somit einen Einfluss auf die Autoregulation des retinalen
Blutflusses haben kénnte (Chakravarthy et al., 1992, Ramachandran et al., 1993).
Perizyten scheinen von wichtiger Bedeutung fir die retinale Mirkozirkulation zu sein,
da in der Retina das gré3te Verhaltnis von Perizyten zu endothelialen Zellen herrscht
(Shepro and Morel, 1993, Kawamura et al., 2002).

Endotheliale Zellen setzen auch vasoregulatorische Prostaglandine frei, deren
Einfluss auf retinale GefaBe insofern komplex zu sein scheint, als er von ihrer
relativen vasokonstriktorischen oder vasodilatativen Wirkung abhangt (Delaey and
Van De Voorde, 2000, Mori et al., 2007).

5.4 Zusammenhang zwischen ai1-AR und Intraokulardruck

Die Ergebnisse der IOD-Messungen zeigen keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den Knockout-Mausen. Dennoch ist
der IOD von KO-Méausen leicht vermindert. Studien weisen darauf hin, dass ai-AR
einen Einfluss auf den IOD haben, denn durch topische Applikation von ai-AR-
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Agonisten zeigte sich ein Anstieg und durch ai1-AR-Antagonisten eine Verminderung
des 10D oder auch das Unterdriicken der agonistischen Wirkung (Nishimura et al.,
1991, Kiuchi et al., 1992, Nishimura et al., 1993, Wang et al., 1997, Zhan et al.,
1998). Ihr Einfluss auf die Regulation des IOD kommt dadurch zustande, dass ai-AR
an der Dynamik des Kammerwassers beteiligt sind. So konnte durch topische
Applizierung des selektiven ai-AR-Antagonisten Bunazosinhydrochlorid der IOD von
Affen reduziert werden, was auf einen erhdhten uveoskleralen Ausfluss durch
Relaxation des Ziliarmuskels zurickzufihren ist (Akaishi et al., 2004).

Auf diesen Ergebnissen basierend hatten wir erwartet, dass das Knock-Out der
verschiedenen ai-AR Hinweise darauf gibt, welcher Subtyp den gréBten Einfluss auf
den 10D hat. Unseren Ergebnissen zufolge scheint keiner der einzelnen Subtypen
einen herausragenden Einfluss auf den IOD zu haben. Allerdings zeigten die
Messungen bei den Knock-out-Mausen eine geringfliigige Abnahme des |OD.

Neben a1-AR sind weitere andere adrenerge Rezeptoren an der Regulation des
Augeninnendrucks beteiligt. Auch az-, B1- und B2-AR konnten im Ziliarkérper
festgestellt werden (Nathanson, 1980, Mittag and Tormay, 1985, Bausher et al.,
1987, Wax and Molinoff, 1987, Jin et al., 1994). a2-AR und B2-AR sind auch im
Trabekelmaschenwerk vorhanden (Jampel et al., 1987, Stamer et al., 1996). Es
konnte gezeigt werden, dass durch Stimulation des az2-AR eine Reduktion der
Kammerwasserproduktion erfolgt und der uveosklerale Ausfluss zunimmt, was zur
Senkung des IOD flhrt (Toris et al., 1995, Greenfield et al., 1997, Katsimpris et al.,
2003, Reitsamer et al., 2006). AuBerdem hat der Einsatz von (-Blockern gezeigt,
dass durch Antagonismus am (2-AR die Kammerwasserbildung unterdrickt wird und
somit der IOD gesenkt werden kann (Katz et al., 1976, Coakes and Brubaker, 1978,
Gaul et al., 1989, Wayman et al., 1997). Weil die verschiedenen a-und -AR
unterschiedliche Funktionen bei der Kammerwasserdynamik haben, ist der |IOD von
vielen Faktoren abh&ngig. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch die
Elimination von jeweils einem a1-AR zwar der I0OD geringfiigig reduziert wird, jedoch
andere Mechanismen flr die Konstanthaltung des IOD eine Bedeutung haben
mussen. Zudem zeigen die Ergebnisse, dass die Subtypen sich nicht in ihrem
augeninnendrucksenkenden Effekt unterscheiden. Méglicherweise kompensieren die
zwei Subtypen das Fehlen des eliminierten Subtyps bei den entsprechenden Knock-
Out-M&usen.
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In der Glaukomforschung wurde die Gg-Kopplung des aia-AR in Zusammenhang mit
einem erhdhtem 10D durch Untersuchungen am Ziliarkérper in einem Mausmodell
gebracht. So wurde herausgefunden, dass das Glaukom mit dem Zerfall von
funktionellen Komplexen im Zusammenhang steht, die aus Heteromeren von aia-AR
und Melatonin-Rezeptoren mit Gs-Kopplung bestehen. Beim Glaukom liegen nur
noch wenige Komplexe davon vor. Durch den Komplexzerfall erfolgt ein Shift von der
Gs- zur Gg-Kopplung der a1a-AR und durch deren Aktivierung mittels Phenylephrin
wird der |OD negativ Uber einen Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration
beeintrachtigt. Durch die Blockade der a1a-AR mit Prazosin konnte der
augeninnendrucksenkende Effekt von zusatzlich verabreichten Melatonin verstarkt
werden (Hanan Awad et al., 2019).

5.5 Zusammenhang zwischen der Expression von ai-Adrenozeptorsubtypen
in der Retina und der Anzahl retinaler Ganglienzellen

Anscheinend variiert die Expression der ai-AR zwischen verschieden Spezies, denn
unser Ergebnis, dass der ais-AR in der Mausretina vorherrscht, unterscheidet sich zu
Untersuchungen am Kaninchen, die eine Dominanz des aia-AR in der Retina
ergaben (Suzuki et al., 2002). Auch der Stamm, bzw. der Unterstamm der
experimentell verwendeten Versuchsmause kdnnte einen Einfluss auf die Anzahl der
RGC haben. Es wurde herausgefunden, dass phanotypische Unterschiede, abhangig
vom gewahlten C57BL/6 Unterstamm, experimentelle Ergebnisse beeinflussen
kénnten (Bourdi et al., 2011, Mekada and Yoshiki, 2021). Dies kénnte eine mdgliche
Begriindung dafir sein, weshalb in einer anderen Studie - bei Forschung am
Unterstamm C57BL/6J- der aip-AR als am haufigsten vorkommender Subtyp
identifiziert wurde. In derselben Studie wurde festgestellt, dass der ais-AR beim
Menschen am haufigsten in der Retina exprimiert ist (Chen et al., 2013).

Obwohl wir gezeigt haben, dass die mRNA-Expression vom a1s-AR in der Retina
signifikant ernoht ist, war die Anzahl der RGC von ais-AR” im Vergleich zu allen
anderen Gruppen leicht erhéht. Dies widerspricht der Annahme, dass die Elimination
des ais-AR zu einer Abnahme der Anzahl von RGC flihrt. Zuscik et al. haben
festgestellt, dass Uberexpression von ais-AR in neuronalem Gewebe zu
apoptotischer Degeneration zu fuhren scheint (Zuscik et al., 2000). Dies kdnnte
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darauf hindeuten, dass ais-AR in der Retina einen negativen Effekt auf das

Uberleben von RGC haben kdnnten.

5.6 Ausblick

Damit der Zusammenhang zwischen ai-AR und RGC ergriindet wird, sind weitere
Studien notwendig, mithilfe derer das Vorhandensein von ai-AR, besonders ais-AR,
in RGC untersucht wird und mégliche Mechanismen der a1-AR offenbart werden
kdnnten, die das Uberleben von RGC beeinflussen. Dies kénnte mithilfe eines
Tiermodells untersucht werden, in dem eine retinale Degeneration durch Ischamie
hervorgerufen wird.

In Betracht kommen auBerdem Tiermodelle mit retinalen Pathologien, die im
Zusammenhang mit geschadigtem Endothel stehen. Denn es gibt Hinweise darauf,
dass bei geschadigtem Endothel die Konstriktion von retinalen Arteriolen durch den
a18-AR vermittelt wird (Bohmer et al., 2014). Weil in unserer Studie keine
Endothelschaden hervorgerufen wurden, kénnten in vivo-
Kompensationsmechanismen des funktionstichtigen Endothels die Effekte des a1s-
AR auf die RGC kaschiert haben. AuBerdem ware die Entwicklung Subtyp-selektiver
Agonisten und Antagonisten vorteilhaft, weil bei der Verwendung von Knock-Out
Mausen die Elimination eines Rezeptors durch mégliche kompensatorische
Veranderungen wie Hoch- und Runterregulierung einer anderen

Signalwegkomponente ausgeglichen werden kdnnte (Tanoue et al., 2002a).
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6 Zusammenfassung

Die Schadigung von retinalen Ganglienzellen steht im Zusammenhang mit der
Pathologie vieler Augenerkrankungen. Die Familie der ai-Adrenozeptoren setzt sich
aus drei verschiedenen Rezeptorsubtypen zusammen: aia, ais und aip. Diese
Rezeptoren haben eine wichtige Bedeutung flir die Regulation des Blutdrucks und
die Durchblutung von Organen, speziell der Retina. Im Auge sind ai-Adrenozeptoren
von entscheidender Bedeutung fur die Kontraktion der glatten Muskulatur und somit
fir die Regulation des Augeninnendrucks. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf,
dass die ai-Adrenozeptorsubtypen an neurodegenerativen Prozessen im zentralen
Nervensystem beteiligt zu sein scheinen, was aufgrund der embryonalen
Verwandtschaft zwischen Retina und Gehirn auch relevant fiir das Uberleben
retinaler Ganglienzellen sein kénnte.

In dieser Studie haben wir die Rolle der ai-Adrenozeptorsubtypen - aia, ais und aip -
in der Retina im Mausmodell umfassend untersucht. Unser Ziel war es
herauszufinden, ob die unterschiedlichen Rezeptorsubtypen einen Einfluss auf die
Anzahl retinaler Ganglienzellen und den Augeninnendruck haben. Zudem sollte die
Expression der Subtypen in der Retina der Maus quantifiziert werden.

Das Ausschalten von aia, ais und aip wurde durch die Verwendung von genetisch
modifizierten Knock-Out-Mausen erzielt, denen jeweils ein Rezeptorsubtyp fehlte
(a1a-AR”-, a18-AR”- und a1p-AR”-M&use). Die Experimente wurden an den drei
unterschiedlichen Knock-Out-Mausgruppen und einer Wildtypmausgruppe
durchgefihrt, um die Gruppen miteinander zu vergleichen. Retinale Ganglienzellen
wurden mithilfe von immunhistochemischen Farbungen identifiziert und deren Anzahl
erhoben. Zudem wurde der Augeninnendruck nichtinvasiv mit einem Tonometer
gemessen. Zur Quantifizierung der mMRNA-Expression der Subtypen in der Retina
von Wildtypm&ausen wurde Echtzeit quantitative reverse Transkription PCR
durchgeflhrt.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Elimination der einzelnen Subtypen
keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der retinalen Ganglienzellen hat. Die a1s-
AR7-Gruppe hat nur eine geringfligig hohere Anzahl retinaler Ganglienzellen. Dies
kénnte darauf hindeuten, dass das Fehlen des ais-Adrenozeptors mdglicherweise
einen bedingt neuroprotektiven Effekt auf die retinalen Ganglienzellen haben kénnte.
Die Ganglienzellanzahl der aia-AR”-Gruppe ist geringfligig reduziert, was einen
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bedingt negativen Effekt auf das Uberleben der retinalen Ganglienzellen bedeuten
kdénnte. Trotzdem zeigen die Ergebnisse, dass die spezifischen Subtypen nicht
maBgeblich fiir das Uberleben der retinalen Ganglienzellen in vivo verantwortlich
sind.

Die Resultate der Augeninnendruckmessungen zeigen zwar einen geringen
Unterschied zwischen den verschiedenen Subtypgruppen und der Kontrollgruppe,
was darauf hinweist, dass das Fehlen eines spezifischen ai-Adrenozeptorsubtypen
einen geringen Augeninnendruck senkenden Effekt haben kénnte, dieser aber nicht
signifikant ist. Dies kénnte wichtig sein bei der Beurteilung von Nebenwirkungen bei
Behandlungen, die auf einen spezifischen Subtyp abzielen.

Unsere PCR-Analyse ergab, dass der ais-Adrenozeptorsubtyp am haufigsten in der
Retina exprimiert wird, was seine dominante Prasenz in diesem Gewebe beschreibt.
Aber obwohl der ais-Subtyp in der Retina am haufigsten vorkommt, hat er nicht zu
einer signifikant unterschiedlichen Anzahl retinaler Ganglienzellen geflhrt, weder im
Vergleich mit anderen Knock-Out-Gruppen noch mit der Wildtypgruppe.

Insgesamt tragen die Ergebnisse dieser Studie dazu bei, unser Verstandnis von der
Funktion der ai-Adrenozeptorsubtypen in der Retina zu vertiefen. Unsere
Erkenntnisse kdnnten als Ansatz fir zukUnftige Forschung im Bereich der
Augenheilkunde und der Entwicklung therapeutischer Strategien dienen. Zudem
verdeutlicht die Studie die Vielschichtigkeit der Mechanismen, welche die

Augenphysiologie regulieren.
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