AUS DER KLINIK FUR AUGENHEILKUNDE
DER UNIVERSITAT ZU LUBECK

DIREKTOR: PROF. DR. MED. GRISANTI

Elektrophysiologische, histopathologische und
immunhistochemische Untersuchungen

der Effekte von LY-364947

am Modell der isolierten und umstromten bovinen Netzhaut

INAUGURAL - DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitdt zu Liibeck

- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von

Kristin Hosel

aus Schwerin

Libeck 2017



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. M. Liike

2. Berichterstatter/Berichterstatterin: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Samer Hakim
Tag der miindlichen Priifung: 8.11.2018

Zum Druck genehmigt. Liibeck, den 8.11.2018

-Promotionskommission der Sektion Medizin-



,,Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift,

allein die Dosis machts, daf3 ein Ding kein Gift sei. “- Paracelsus (Zeno).



v

Inhaltsverzeichnis
AbKUrzungsverzeiCchmis ................coooiiiiiiiiiiiice e Vil
AbDbildungsverzeiChmis................cccooiiiiiiiiiiiiie e VI
TabellenverzeiChmis ..ot IX
1 Einleitung und Fragestellung...............cooooiiiiiiiiiiiii e 1
1.1 Aufbau und Funktion der Retina............cccccoeeiiiiiieniiiiieieccee e 1
1.1.1 Aufbau der Retina.......ccceoouiiiiiiiiiiee e 1
1.1.2 Photorezeptorzellen und Phototransduktion.............cccceeveeveriiniincniennenne. 2
1.2 Die proliferative Vitreoretinopathi€..........cccueeeeuveeeiiieeiiieeiieecieeeiee et 3
1.3 Pathophysiologie der PVR .........coooiiiiiiiiiieeee e 5
1.4 Therapieansdtze der PVR ........ccoiiiiiiii e 7
1.5 LY-364947 zur Abwendung der PVR .......cccoooiiiiiiiiiiieee 8
1.5.1 In VIVO EXPEIIMENTE ....ooeeiiiieiiieciiieeiieeciee ettt e 8
1.5.2 In Vitro EXPerimente........cccueeiuieiiieiiieeieeiieeie ettt ettt eiee e seve e 9
1.5.3 Zusammen asSUuNg .........ccccuieeriieeiiieeiieeecieeeieeeeieeeeaeeeereeeeaeeesaeeesnseeenes 10
1.6 Das Elektroretinogramm (ERG) ........cccooiiiiiiiiiiiiieiieciieeeeee e 10
1.6.1 Geschichte, Grundlage und Auswertung der Potentialschwankungen...... 11
1.6.2 Die b-Welle als Messparameter der Netzhautfunktion.............cccceeeene. 12
1.7 Die Rolle der Caspasen im Prozess der ApOptoSe .......c.eeeevveeeveeenveeenveeenveeennee. 13
1.8 Cleaved Caspase 3 als geeigneter Indikator fiir Apoptose.........cceevvvevveerieennnnnne 14
1.9 FragestellUng........cccueieiiiiiieceece ettt et e e e eeaa e e 15
2 Material und Methodik ... 16
2.1 Das Modell der isolierten und umstrémten bovinen Netzhaut ........................... 16
2.1.1 PerfusionSIOSUNG.........covuiiiiiiriieeiieie ettt ettt 16
2.1.2 Praparation........ccccueeecuieeeiiieeeiieeeeieeesieeesieeesaeeessaeeeaaeeeraeessseeessseesnseesnnes 17
2.1.3 Aufbau der Perfusionskammer ............cccocceeeiiieniiiiiieniieieie e, 18
2.1.4 REIZQUELLE ..ottt et e e e e seae e enaeeenes 18

2.2 Histopathologie und Indirekte Immunhistochemie.........c..cccccoverieniiicninennen. 19



Inhaltsverzeichnis A%

2.3 DUrchflRIUng ...cc..ooimiiiie et 20
2.3.1 VersuchSanordnung ...........c.ceceeeiierieeiieenie ettt 20
2.3.2 Versuchsprotokoll zur Wirkung von LY-364947 auf die b-Welle............ 23
2.3.3 Auswertung der ERGs und Darstellung der Versuchsergebnisse ............. 23
2.3.4 Auswertung der histopathologischen und immunhistochemischen
UNErSUCHUNZEN .....ovviiiieeiieeiie ettt et bee e eane s 24
2.3.4.1 Auswertung der histopathologischen Untersuchung..................... 24
2.3.4.2 Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung ............... 25
3 EIZEDIUSSE ...t e e et e e e e e e e naaeeeennnee 27
3.1 Untersuchung der Wirkung von 20 uM LY-364947 auf die b-Welle ................ 27
3.2 Untersuchung der Wirkung von 50 uM LY-364947 auf die b-Welle ................ 27
3.3 Untersuchung der Wirkung von 100 uM LY-364947 auf die b-Welle .............. 28
3.4 Untersuchung der Wirkung der Perfusionslosung ohne Wirkstoffexposition
AUE 1€ D-WELlC ..o 29
3.5 Ergebnisse der histopathologischen Auswertung ............cccceeevveevcieencieecnveeeneen. 30
3.6 Ergebnisse der immunhistologischen Auswertung.............cccceevveeviienieenieennnnne. 30
4 DIESKUSSION ..ottt ettt s 34
4.1 Zur Methodik der elektrophysiologischen Untersuchung am ERG Modell ....... 34
4.2 Zur Methodik der histopathologischen und immunhistochemischen
UNEEISUCHUNG ...ttt sttt ettt et e e bee s enes 36
4.3 Zum Wirkstoff LY-364947 und seiner Wirkungsweise .........ccccveeevcvveeecveeennnennns 38
4.4 Interpretation der Versuchsergebnisse zur Wirkung von LY-364947 ................ 39
5 ZusammenfasSUNQ...........coooiiiiiiiiiiiiieeiiiee et e eeteee e et ee e e et ee e st e e e aaeeeennaeas 42
QuellenvVerzeiChmis ..............ooouiiiiiiiiiii e 43
ANNAIG ...ttt e et e e et e e e et a e e e e nbbaeeeenntaeeeeanee 49
Anhang 1: Protokolle fiir die Herstellung der Losungen und Proben....................... 49
Protokoll fiir die Herstellung von 4 Liter Perfusionslosung ................... 49
Protokoll fiir die Herstellung von 500 ml Fixierl6sung nach Margo....... 49
Protokoll fiir die Einbettung in Paraffin.............cccccoovviiiiiiiininiee. 50

Protokoll fiir die Entparaffinierung...........ccoceveeveriinienenienieienieen 50



Inhaltsverzeichnis VI

Anhang 2:
Anhang 3:

Danksagung

Lebenslauf...

Protokoll fiir die HE-FArbung ...........ccccovviiieiiiiiieeeeceee e 50
Protokoll fiir die Vorbehandlung mit dem Natriumcitratpuffer-.............. 51
Protokoll fiir die phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) .......cccceeuveenneee. 51
Protokoll fiir 200 ml iFISH Blocking Buffer............ccccccoovieniiieninnnenne. 51
Protokoll fiir die Eindeckung mit MOWiOl .........ccccevviiieniiiiiiecieeeee, 52
Auflistung der verwendeten Materialien und Software ...........c.cccc.eee. 53
Box-and-Whisker-Plots..........cooiiiiiiiiee 57
................................................................................................................... 59
................................................................................................................... 61



Abkiirzungsverzeichnis

ATP...viiiiiee Adenosintriphosphat
CAD....ccoeevee. Caspase-activated DNase
CCaspase 3........... Cleaved Caspase 3
cGMP......ccceenn. cyclisches Guanosinmonophosphat
CNG..oovveeree, cyclic nucleotide-gated
coSMAD.............. common SMAD
DAPI.....ccoevene. 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DFF4sS.................. DNA fragmentation factor 45
DMSO......cccceueue. Dimethylsulfoxid

EMT ....ccoveiinn. Epitheliale Mesenchymale Transformation
ERG ...ccocvvviien. Elektroretinogramm

GDP ....cccoevve. Guanosindiphosphat
GTP..ooiiiien Guanosintriphosphat

HTF ..o Human Tenon's Fibroblasts

IC50 i Mittlere Inhibitorische Konzentration
ICAD.....ccocuvee Inhibitor of CAD

LAP ..o latency-associated peptide

| ) I O large latent TGF-3 complex
LTBP......ccvennee. latent TGF-B-binding-proteine

| D) LY-364947

PBS ..o Phosphatgepufferte Salzlosung
PDE.....cccovirennn. Phosphodiesterase

PVR ..o Proliferative Vitreoretinopathie
ROS....covie. reactive oxygen species

RPE ..o Retinales Pigmentepithel
RSMAD............... receptor regulated SMAD

RT oo Raumtemperatur

N D I Standardabweichung
TGF-B.cceiiiiienne. Transforming growth factor- f3
TRD ..ccovveeieee. Traktive Retinale Ablosung

a-SMA .....ccocveee. Alpha Smooth Muscle Actin

VII



VIII

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:

Abbildung 15:
Abbildung 16:

Abbildung 17:

Schichten und Zellen der Retina..........coceevievieniniiniiniiiiniecieees 2
Fundusfoto einer PVR induzierten Netzhautablosung..............ccceeuneen. 4
TGF-B in seiner Bedeutung fiir die PVR .........ccocooviiiiiiiiniiiie, 6
Das ERG einer Katze nach einem Lichtreiz iiber 2 Sekunden. ............ 11
RAGNAT GIanit.......cooouieiiieeiieiie ettt 11
D-WELLE. ... 13
Funktionsweise der Caspasen. .........ccceeeveerieeniienieeniienieeieeseeeieenieens 14

Versuchsaufbau der ERG-Ableitung einer isolierten und umstromten
VertebratennetZhaut. ...........cccoevviieriiiiiierieeiiee e 22

HE-Farbung eines Netzhautschnittes nach Exposition von 20 uM
LY m304947 ..o e 25

Auswirkungen von 20 uM LY-364947 auf die b-Wellenamplitude. ... 27
Auswirkungen von 50 uM LY-364947 auf die b-Wellenamplitude .... 28
Auswirkungen von 100 uM LY-364947 auf die b-Wellenamplitude. . 29

b-Wellenamplituden ohne Wirkstoffexposition.............cccceevveeirennnnnns 29
Beispielhafte Aufnahmen von Netzhduten aus jeder

Konzentrationsgruppe mit dem Fluoreszenzmikroskop. .........cc..c........ 31
Expression der CCaspase 3 in a.u. in drei Schichten der Retina. ......... 32

Box-and-Whisker-Plots zur graphischen Darstellung der
Messergebnisse aus der histopathologischen Analyse............c.ccuvee..... 57

Box-and-Whisker-Plots zur graphischen Darstellung der
Messergebnisse aus der immunhistochemischen Analyse.................... 57



IX

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Zusammengefasste Ergebnisse der statistischen Auswertung der
histologischen Untersuchung..............ccoeeviieeiiieeiiiecieeeee e 30

Ergebnisse nach Analyse der Expression der CCaspase 3 in der
AuBeren KOrnerzellsChicht. .............coooevevevevcieeeeeeeceeeeeeeeee e 32

Ergebnisse nach Analyse der Expression der CCaspase 3 in der Inneren
KornerzellsChiCht. ......c..ooouiiiiiiiiiiiccee e 32

Ergebnisse nach Analyse der Expression der CCaspase 3 in den
Zellkernen der Ganglienzellschicht. ..........c.ccocciieiiiiiiiiiniiee e 33



1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Aufbau und Funktion der Retina

1.1.1 Aufbau der Retina

Die Retina (Netzhaut) ist ca. 200 um dick und kleidet den Augenhintergrund aller
Wirbeltiere aus. Sie ist von grundlegender Bedeutung fiir das Aufnehmen und

Verarbeiten von Lichtreizen.

Die Retina enthilt die ersten drei Neurone der Sehbahn, welche nicht nur vertikal
miteinander verbunden sind, sondern auch lateral iiber Interneurone (Horizontalzellen,
amakrine Zellen). Auflerdem kommen drei Arten von Gliazellen vor: die

retinaspezifischen Miiller-Zellen, Astrozyten und Mikroglia.

Mikroskopisch lassen sich die Schichten der Retina klar abgrenzen (Abbildung 1). Auf
der lichtabgewandten Seite (auf der Choroidea) befindet sich das Stratum Pigmentosum,
das Pigmentepithel, mit zahlreichen Melanosomen. Es ist unter anderem am
Stoffaustausch mit den Photorezeptorzellen und an der Regeneration des Retinals
beteiligt. Daran angrenzend liegen die AuBlensegmente der Photorezeptorzellen, also der
Stabchen und Zapfen. Sie stellen das erste Neuron der Sehbahn dar. Das Stratum
Nucleare Externum (duBlere Kornerschicht) wird von den Perikaryen der
Photorezeptorzellen gebildet. In der ndchsten Schicht, dem Stratum Plexiforme
Externum, liegen die Synapsen zwischen dem ersten und zweiten Neuron
(Bipolarzellen) und die Synapsen mit den Horizontalzellen. Daran schlieB3t sich das
Stratum Nucleare Internum an. Es enthédlt die Perikaryen der Bipolarzellen,
Horizontalzellen, amakrine Zellen und der Miiller-Zellen. Das Stratum Plexiforme
Internum besteht aus den Synapsen zwischen dem zweiten und dritten Neuron und den
Synapsen mit den Amakrinzellen. Daran gliedert sich die Ganglienzellschicht, welche
die Perikaryen des dritten Neurons, also der Ganglienzellen, und der Miiller-Zellen
umfasst. Thr folgt die Nervenfaserschicht aus den Axonen der Ganglienzellen. Diese
Axone bilden den Nervus Opticus (II. Hirnnerv) und leiten Aktionspotentiale auf die
weitere Sehbahn. Die lichtzugewandte Seite der Retina besteht aus den Endfiilchen der
nach innen gerichteten Miiller-Zellfortsétze und der Basallamina (Behrends et al., 2012;

Liillmann-Rauch and Paulsen, 2012).
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Abbildung 1: Schichten und Zellen der Retina (Lee Shirley Ding et al., 2017)

1.1.2 Photorezeptorzellen und Phototransduktion

Anhand der Duplizititstheorie des Sehens kann man zwei Typen von Photorezeptoren
bestimmen. Es gibt ca. sechs Mio. Zapfen, die fiir das photopische Sehen (Tagessehen)
und das Farbsehen zusténdig sind. Von den Zapfen unterscheidet man die ca. 120 Mio.
Stibchen, die fiir das skotopische Sehen (Dammerungssehen und Nachtsehen)
gebraucht werden. Die Photorezeptoren enthalten in ihren Aufensegmenten

Sehpigmente, die ihre chemischen Konfigurationen durch Lichteinfall verandern.

In der Scheibchenmembran der Stibchen (sogenannte Disks) ist Rhodopsin eingelagert.
Es ist aus dem Membranprotein Opsin und dem Aldehyd 11-cis-Retinal aufgebaut.
Trifft ein Photon auf ein Rhodopsinmolekiil, wird dieses aktiviert, in dem das 11-cis-
Retinal in das all-trans-Retinal umgelagert wird. Uber mehrere Zwischenstufen entsteht
so das Metarhodopsin II, welches iiber den Austausch von GDP gegen GTP den Zerfall
des Transducin in eine o~ und eine B-y-Untereinheit bewirkt. Die a-Untereinheit bindet
daraufhin an die cGMP-Phosphodiesterase (PDE) welche cGMP zu 5°GMP umwandelt.
Im Dunkeln ist das cGMP an Kationen-Kanile gebunden ist, welche den Na*- und Ca*'-
Einstrom aufrechterhalten. Somit hat die Zelle, beruhend auf diesen konstanten
,Dunkelstrom®, ein Ruhepotential von etwa -40 mV. Folglich bewirkt eine

Konzentrationsminderung von cGMP eine Hyperpolarisation an der Zellmembran auf
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ca. -70 mV. Dieses negative Photorezeptorpotential ist eine Besonderheit, da die

meisten erregbaren Zellen mit einer Depolarisation auf einen addquaten Reiz reagieren.

Auf die Hyperpolarisation reagiert die Zelle mit der Freisetzungshemmung des
Transmitters Glutamat. Die erniedrigte Glutamatkonzentration bewirkt eine

Potentialanderung im nachgeschalteten zweiten Neuron.

Zur Beendigung der Lichtreaktion gibt es mehrere Mechanismen: Zum einen wird
Rhodopsin phosphoryliert. Damit steigt dessen Affinitdt fiir Arrestin, welches die
Bindung von Transducin an Rhodopsin (MR II) unterbindet. Zum anderen wird das all-
trans-Retinal ins Pigmentepithel transportiert und dort zu 11-cis-Retinal regeneriert, da

es sonst nicht mehr aktiviert werden kann.

Desweiteren bewirkt die durch den Lichtreiz gesunkene Ca’’-Konzentration eine
Aktivierung der Guanylatzyklase, also eine Synthese von cGMP. Dadurch wird die
Offenwahrscheinlichkeit der cGMP-gesteuerten CNG-Kandle erhoht und der
Dunkelstrom wird wieder hergestellt (Behrends et al., 2012; Silbernagl, 2012).

1.2 Die proliferative Vitreoretinopathie

Die proliferative Vitreoretinopathie (PVR) ist eine Komplikation, bei der es durch
gesteigerte Heilungsprozesse zur Ausbildung epi- und subretinaler Stringe und
Membranen kommt. Dies fiihrt schlieBlich zu Kontraktionen, Lochbildung und
Netzhautablosung. Die PVR kann idiopathisch vorkommen, aber auch im
Zusammenhang mit Risikoerkrankungen, wie Diabetes mellitus (diabetische PVR),
Traumen, Netzhautrisse/-locher, Amotio retinae, Retinopathia praematurorum,

Venenverschliisse, etc. stehen (Burk and Burk, 2014; Grehn, 2011).

Sie tritt in 5 bis 10 % als Komplikation der primdren operativen Therapie
rhegmatogener Netzhautablosungen auf und ist damit der hdufigste Grund fiir den

Misserfolg der Therapie (Asaria and Charteris, 2006).
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Abbildung 2: Fundusfoto einer PVR induzierten Netzhautablosung (Gamulescu et al., 2009).

Metaplasierte RPE-Zellen formen epiretinale Membranen mit traktiver Netzhautablosung (Gamulescu et
al., 2009).

Die PVR kann sich an verschiedenen Lokalisationen des hinteren Augenabschnittes
befinden und unterschiedlich ausgeprégt sein. Der Prozess wird dabei in Grad A bis C
eingeteilt, wobei Grad A Pigmentkonglomerate in der Glaskdrpermatrix oder auf der
inferioren Netzhautoberfliche beschreibt. Grad A ist das erste Anzeichen einer
intraokuldren Proliferation. In Grad B =zeigen sich Féltelungen der inneren
Netzhautoberflache, Netzhautrisse mit eingedellten Réndern, Tortuositas der retinalen
GefiBe und verminderte Glaskorpermobilitit. Grad C beschreibt die deutliche
Manifestation einer fortgeschrittenen PVR mit rigiden Netzhautfalten, kondensiertem

Glaskorper und Strangbildung.

Die Proliferationen kénnen sich zwischen Netzhaut und Glaskorperbasis, also vor dem
Aquator (anteriore PVR), oder hinter dem Aquator befinden (posteriore PVR). Die

anteriore PVR tritt eher selten isoliert ohne posteriore PVR auf.

Ein Ubergang von Grad A in Grad B und schlieBlich Grad C ist ohne Therapie hiufig,
aber nicht zwingend. Im Endstadium der Erkrankung kann es zum Verlust des

Sehvermdgens, Rubeosis iridis und Neovaskularisationsglaukom, persistierende

Hypotonie und Phthisis bulbi kommen (Burk and Burk, 2014).
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1.3 Pathophysiologie der PVR

Urséchlich fiir die Ausbildung einer PVR ist ein Defekt der Netzhaut, durch welchen
Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) in den Glaskdrperraum verschleppt werden.
Dadurch werden Miiller-Gliazellen aktiviert, welche proliferieren, Metalloproteasen
freisetzen und in den Glaskorperraum wandern. Der durch den Netzhautdefekt
implizierte Schaden der Blut-Retina-Schranke fiihrt zur Freisetzung von
Wachstumsfaktoren, Blutbestandteilen und Zytokinen in den Glaskorper (Tamiya et al.,
2010).

Darauthin wandern wiederum RPE-, Glia- und Entziindungszellen ein. Hier erfolgt die
sogenannte epitheliale mesenchymale Transformation (EMT). Das heif3t, dass RPE- und
Miiller-Zellen sich in myofibroblastendhnliche Zellen umformen, welche proliferieren,
wandern und in Wechselwirkung mit der extrazelluliren Matrix Membrane bilden
konnen (Burk and Burk, 2014). Vielfach wurde die Parallelen zwischen der PVR und
den allgemeinen Wundheilungsprozessen unterstrichen. Die PVR entwickelt sich in
einer Abfolge von drei Phasen: Inflammation, zellulldre Proliferation und Umwandlung

der Extrazellularmatrix.

Die RPE- und Miiller-Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung der PVR.
Die pathogenetischen Kaskade der RPE-Zellen im Rahmen der PVR-Reaktion besteht
aus der epithelialen mesenchymalen Transformation zu einem Fibrozyten-dhnlichen
Phanotyp, der Proliferation und der gerichteten Migration der transformierten RPE-
Zellen. Der Prozess der EMT wird durch verschiedene Zytokine, modifizierte
Wachstumsfaktoren, den Verlust der normalen Matrixadhésivitdt und einem veridnderten
Zell-Zell-Adhédsionsverhalten gesteuert. Die wichtigsten regulativ wirksamen Faktoren
wihrend der EMT sind neben verschiedenen Blutkomponenten wie Thrombin,
Fibronektin, Plasmin, die durch den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke Zutritt
in den Glaskorper erlangen, verschiedene Wachstumsfaktoren wie Transforming
Growth Faktor-B (TGF-B), Platelet Derived Growth Faktor (PDGF), Monozyten
Chemotactic Protein-1 (MCP-1), Basic Fibroblast Faktor (bFGF), Hepatocyte Growth
Faktor (HGF), Connective Tissue Growth Faktor (CTGF), Epidermal Growth Faktor
(EGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und verschiedene Zytokine wie II-
6, [I-1beta, TNF-alpha und Interferon Gamma (INF-gamma).

Einer der wichtigsten Faktoren im Prozess der Ausbildung einer PVR ist der

Transforming Growth Faktor-f (TGF-B). TGF-B spielt bei Gewebskontraktionen im
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Rahmen verschiedener fibroser Erkrankungen, inklusive der proliferativen
Augenerkrankungen wie der proliferativen diabetischen Retinopathie und der PVR eine
entscheidende Rolle (Spranger et al.,, 1999). Es wurde festgestellt, dass in den
Glaskorpern der Augen von Patienten mit proliferativer diabetischer Retinopathie oder
mit PVR vermehrt TGF- Rezeptoren exprimiert sind (Kita et al., 2008). Man kann
davon ausgehen, dass TGF-B Rezeptoren bei der Bildung subretinaler Stringe und
Membranen eine wesentliche Bedeutung einnehmen (Winkler and Hoerauf, 2011).
Dabei sind die Miiller-Zellen und die RPE-Zellen Quelle des TGF-Bs in der humanen
Retina (Jerdan et al., 1989).

TGF-p liegt intrazelluldr gebunden an das TGF-B3 Propetid (latency associated peptide,
(LAP)) und an ein TGF-B-binding proteine (LTBP1-4) vor. Sie bilden den groflen
latenten TGF-B-Komplex (large latent TGF-B complex (LLC)) (Rifkin, 2005). Die
Sekretion aus der Zelle erfolgt als LLC. Extrazelluldr bildet LLC eine kovalente
Bindung an die extrazellulire Matrix (Annes, 2003). Bestimmte Proteasen, Integrine,
pH-Werte oder Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) konnen unter
anderem zu einer Aktivierung des LLC flihren (Barcellos-Hoff and Dix, 1996; Lyons,
1988; Munger et al., 1997; Wipff and Hinz, 2008). Im Rahmen der Aktivierung 16st sich
TGF-B von seinem Propeptid (LAP) und kann an den TGF-B-II Rezeptor binden
(Rifkin, 2005). Der aktivierte TGF-B-1I Rezeptor phosphoryliert und aktiviert den TGF-
B-1 Rezeptor, welcher wiederum receptor-regulated-SMADs (R-SMADs) phosphoryliert
(Wrana et al., 1992). Phosphorylierte R-SMADs konnen im Komplex mit coSMADs
(common-SMADs) in den Zellkern aufgenommen werden. Sie wirken als
Transkripitionsfaktoren und verstirken Zell-Proliferation, Chemotaxis und Aktivierung
von Immunzellen im Rahmen der EMT (Abbildung 3) (Massagué, 1998; Miyazono et
al., 2000).

Mit TGF-B behandelte RPE-Zellen differenzieren sich entlang des myofibroblastiren
Signalweges (Cleary et al., 1989). Zudem scheint der Transfer eines 16slichen TGF-B-11
Rezeptors, der TGF-f bindet, die Progression der experimentellen PVR zu unterdriicken
(Oshima et al., 2002). Diese klinischen und experimentellen Studien weisen darauf hin,
dass die Inhibition der TGF-f Signalkaskade ein Ansatzpunkt bei der Priavention der

Progression der PVR darstellen konnte.
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Abbildung 3: TGF-f in seiner Bedeutung fiir die PVR.

1 Die Miiller-Zelle als Quelle des humanen TGF-B in der humanen Retina. TGF-B liegt zundchst im
latenten Komplex gebunden an LTBP und LAP vor. Bestimmte Reize (Proteasen, Integrine, pH, ROS)
16sen eine Aktivierung des Komplexes aus. TGF- 16st sich aus dem Komplex.

2 TGF-P bindet an den TGF- Rezeptor einer RPE-Zelle. Wirkort des TGF-f3 Rezeptor-Blockers, LY-
364947.

3 Der aktivierte Rezeptor mobilisiert einen receptor regulated-SMAD (R-SMAD), welcher wiederum im
Komplex mit einem common-SMAD (coSMAD) in den Zellkern aufgenommen werden kann.

4 Einschaltung von Zell-Proliferation, Chemotaxis und Aktivierung von Immunzellen im Rahmen der
EMT.

1.4 Therapieansiatze der PVR

Ohne Therapie sind eine Progression der PVR und ein Ubergang in eine Grad C PVR-
Reaktion kaum aufzuhalten. Bei der momentanen Therapie der Wahl handelt es sich um
einen vitreoretinalen Eingriff, ist aber nicht selten wenig erfolgreich (Burk and Burk,

2014).

Bei fortgeschrittenem PVR-Stadium sollte eine Vitrektomie erfolgen (Iandiev et al.,

2010). Bei absehbarer PVR-Reaktion wird auch in fritheren Stadien zur Vitrektomie
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geraten. Meist erfolgt die Vitrektomie in Kombination mit zum Beispiel Retinotomie,
Retinektomie, Endodrainage, Diathermie, Endolaser-Behandlung, Lensektomie,
intraoperativem Einsatz von schweren Fliissigkeiten und intraokularer Tamponade mit

Silikonol.

Das Behandlungsziel stellt die Entfernung der aktivierten Zellen und Membranen und
die komplette Ausrdumung des Glaskorpers dar. Wihrend der Operation wird auf die
Aufhebung der periretinalen Traktion, die Wiederanlage der Netzhaut unter
Aufrechterhaltung  bestmdglicher  Netzhaut- und  Ziliarkorperfunktion — bei
geringstmdglicher iatrogener Komplikation gezielt (Burk and Burk!, 2014).

In bis zu 55 % der Fille kommt es nach Erstoperation zu Reproliferationen, sodass
Folgeoperationen notig sind (Williams et al., 1996). Damit handelt es sich bei der PVR
um eine in vielen Féllen operativ nur schwer kontrollierbare Erkrankung, weswegen
neuere Studien auf eine Kombination mit verschiedenen anti-proliferativen Substanzen

zielen.

In klinischen Studien wurden bereits einige Wirkstoffe mit einer Vitrektomie
kombiniert. Jedoch hat man bisher keine zufrieden stellenden Erfolge verzeichnen
konnen. Nach wie vor wiirde eine medikamentdse Therapie zur Prophylaxe einer PVR-
Reaktion einen bedeutenden Schritt in der Behandlung der komplizierten

Netzhautablosung darstellen (Nassar et al., 2014).

1.5 LY-364947 zur Abwendung der PVR

LY-364947 (LY) ist ein selektiver Blocker des TGF-B-I Rezeptors, welcher zentrale
biologische Zellprozesse steuert. Dazu zdhlen beispielsweise Differenzierung,
Apoptose, Migration, immunologische Vorgédnge und die Bildung extrazelluldrer Matrix

(Massague, 1998).

Im Rahmen der Studie von Nassar et al. konnte mithilfe von in vivo und in vitro
Experimenten erstmals der antiproliferative Effekt von LY-364947 auf RPE-Zellen
aufgezeigt werden (Nassar et al., 2014).

1.5.1 In vivo Experimente

In einer in vivo Studie wurde in 30 Hasenaugen eine traumatische PVR-Reaktion

ausgelost. Die Augen bekamen verschiedenen Konzentrationen von LY-364947
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intravitreal verabreicht, zum Teil mit zusitzlicher Vitrektomie. Es zeigte sich in der
Kontrollgruppe (traumatische PVR-Reaktion ohne LY und ohne Vitrektomie) in 80 %
eine ausgepriagte PVR mit traktiver retinaler Ablosung (TRD). Auch die isolierte
Behandlung durch Vitrektomie bzw. durch die Trigersubstanz hatte keine positiven
Auswirkungen. Die besten Resultate wurden mit der Behandlung von LY-364947
erzielt, wobei sowohl die PVR-Rate, als auch die Fibrosierung an sich signifikant
reduziert werden konnte (p<0,05). Auch in Kombination mit einer Vitrektomie zeigte
sich die Behandlung mit LY-364947 deutlich wirksam. TRD konnte in 93,3 % (14 von

15) unterbunden werden, wenn LY-364947 angewandt wurde.

Auch die histopathologische Untersuchung der Kontrollgruppe wies deutliche
Proliferationsreaktionen im Sinne einer PVR mit traktiver Netzhautablosung auf.
Dagegen konnte in allen LY-364947 Behandlungsgruppen eine signifikante PVR-
Abwendung gezeigt werden. Es konnten mikroskopisch keine toxischen Auswirkungen

der Substanz nachgewiesen werden (Nassar et al., 2014).

1.5.2 In vitro Experimente

Fiir die in vitro Experimente wurden menschliche Fibroblasten aus der Tenonkapsel

(Human Tenon's Fibroblasts, HTF) isoliert und angeziichtet.

In 96 Mikrotiterplatten wurden HTF zu 5x10° Zellen/well (n=6) angesetzt. Nach einer
Wachstumszeit von 36 Stunden wurden die Zellen mit 0, 5, 20, 50 oder 100 uM LY-
364947 fir 30 Minuten inkubiert. Ein  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) Test wurde durchgefiihrt und die mittlere
inhibitorische Konzentration IC50 bestimmt. Die IC50 betrdagt 20 uM fiir LY-364947.

Desweiteren wurde ein 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) Test durchgefiihrt und die
Ergebnisse unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Es gab eine signifikante
Reduktion an BrdU-positiven Zellen in mit LY-364947 inkubierten Kulturen. Eine

lineare Tendenz war auszumachen.

Auch von nicht polarisierten Pigmentepithelzellen von isolierten Rinderaugen wurden
Zellkulturen in einer Konzentration von 1x10* Zellen/well angelegt. Die Kulturen

wurden mit 0, 1, 5, 20 oder 50 uM LY-364947 inkubiert (Nassar et al., 2014).

Nach vier Wochen konnten die Kulturen fiir die immunzytochemische Analyse am
Fluoreszenzmikroskop mit B-Catenin- oder mit alpha smooth muscle actin (a-SMA)-

Antikorpern behandelt und angefarbt werden (Tura et al., 2007).
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Es waren eine signifikante Reduktion an a-SMA exprimierenden Zellen und eine
merkliche Zunahme von B-Catenin Exprimierung an den Zell-zu-Zell Kontakten
nachweisbar. LY-364947 inhibierte signifikant die RPE-Transdifferenzierung zu
Myofibroblasten (Nassar et al., 2014).

1.5.3 Zusammenfassung

In den in vitro Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass LY-364947 die
Zellproliferation von Fibroblasten und die Transdifferenzierung der RPE- und Miiller-
Zellen verhindert. Diese Ergebnisse stimmen mit der in vivo Studie liberein, welche
zeigte, dass die Injektion von LY-364947 die Entstehung einer PVR und einer traktiven

retinalen Ablosung verhindern kann.

Die Studie zeigt, dass LY-364947 als TGF-B Rezeptor-Blocker zukiinftig in der
Pravention der PVR zum Einsatz kommen konnte. Sollten toxische Nebenwirkungen
ausbleiben, stellt LY-364947 ein vielversprechendes Konzept in der Behandlung
fibrosierender Pathologien dar (Nassar et al., 2014).

1.6 Das Elektroretinogramm (ERG)

Das Elektroretinogramm (ERG) wird heute vielmals als diagnostisches Hilfsmittel zur
Erkennung von Netzhautdegenerationserkrankungen oder -dystrophien eingesetzt. Eine
klassische Indikation zur Elektroretinographie stellt der Verdacht auf eine hereditére
degenerative Netzhauterkrankung, wie die Retinopathia pigmentosa dar, bei der schon
frithzeitig skotopische und photopische Potentiale untergehen (Burk and Burk, 2014).
Zusitzlich konnen auch die medikamentdsen Nebenwirkungen der Netzhaut oder des
Sehnervens kontrolliert und friih erkannt werden, wie beispielsweise bei einer
Behandlung mit Chloroquin(-derivaten) oder Ethambutol (Behbehani et al., 2005;
Karkanova et al., 2010).

AuBerhalb des klinischen Einsatzes erhélt das ERG auch in der Forschung Verwendung.
Als Messinstrument der Netzhautfunktion eignet es sich vor allem fiir Untersuchungen
degenerativer Prozesse, zur Analyse visueller Signalverarbeitung und zum Follow-up

bei therapeutischen Eingriffen (Tanimoto et al., 2013).
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Elektroretinographische Untersuchungen am Modell der isolierten, umstromten bovinen
Retina kommen insbesondere zur Untersuchung der potentiellen retinalen Toxizitét von

Substanzen zum Einsatz (Liike et al., 2005).

1.6.1 Geschichte, Grundlage und Auswertung der Potentialschwankungen

Das erste Elektroretinogramm wurde 1865 von Holmgren abgeleitet. Er fand heraus,
dass durch Lichtreizungen am enukleierten Froschauge Anderungen des

Bestandpotentials auftraten (Holmgren, 1879).

Die Basis flir wissenschaftliche Untersuchungen am ERG legte Ragnar Granit
(Abbildung 5). Er fand tiber Studien an Frosch- und Katzennetzhiuten heraus, dass sich
durch Suppression mit Ather oder durch Sauerstoffmangel drei verschiedene
Potentialschwankungen ausmachen lassen (Granit, 1933). Er benannte sie nach ihrem

zeitlichen Auftreten PI, PII und PIII (Abbildung 4).

Fiir seine Studien am ERG gewann Granit 1967 den Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin.

VOLTAGE (mV)

2

Light
0 i 2
TIME (s}
Abbildung 4: Das ERG einer Katze nach einem Lichtreiz Abbildung 5: Ragnar Granit
iiber 2 Sekunden (Granit, 1933). (Granit, 1967).

PI, PII und PII sind Potentialschwankungen, welche
abhingig von der Tiefe der Anisthesie isoliert werden
konnten.

Heute kann man bei einem Elektroretinogramm drei Wellenkomponente unterscheiden:

die a-, b- und c-Welle.

Trifft ein Lichtreiz auf die Netzhaut, hyperpolarisieren die Photorezeptoren. Diese

Summenpotentialschwankung ist als erster negativer Ausschlag im ERG zu
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verzeichnen. Sie wird a-Welle genannt (Jamison et al., 2001; Kang Derwent and

Linsenmeier, 2001).

Die b-Welle wird durch die hoheren neuronalen Verschaltungen der inneren retinalen
Schichten ausgelost (Hood and Birch, 1992). Daran haben laut giangiger Theorie sowohl
die Miiller- als auch die Bipolarzellen ihren Anteil (Xu and Karwoski, 1994).

Auf die b-Welle folgt mit zeitlicher Verzogerung eine erneute positive
Potentialschwankung. Das Zustandekommen dieser c-Welle wird noch kontrovers
diskutiert. Einer Theorie zufolge liegt der Ursprung der c-Welle in retinalen
Stoffwechselprozessen (Sickel, 1966), wobei auch das retinale Pigmentepithel an sich
ihren Teil an der Generierung der c-Welle beitrdgt (Steinberg et al., 1983).

1.6.2 Die b-Welle als Messparameter der Netzhautfunktion

Die b-Welle hat ihren Ursprung in der Potentialantwort des hdheren neuronalen
Netzwerkes der inneren Netzhautschichten (Hood and Birch, 1992). Vor allem die
Miillerzellen und die On-Bipolarzellen haben einen groBen Anteil an der Generierung

der b-Welle (Tanimoto et al., 2015; Tian and Slaughter, 1995; Xu and Karwoski, 1994).

Sie tritt als positive Potentialschwankung mit leichter Latenz nach der a-Welle auf und
wird vom ersten lokalen Minimum (a-Welle) bis zum ersten lokalen Maximum
gemessen (Abbildung 6). Die b-Welle demaskiert sich im ERG am besten unter
skotopischen Bedingungen und durch einen eher schwachen Lichtreiz. Unter dieser
Voraussetzung werden nur wenige Photorezeptoren bei Lichtreiz aktiviert und es folgt
eine umso intensivere Aktivierung des hoheren neuronalen Netzwerkes. Somit ist die
GroBe der b-Wellenamplitude unter diesen optimalen Bedingungen am hochsten

(Januschowski et al., 2014).
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Abbildung 6: b-Welle (Januschowski et al., 2014).

Der Pfeil kennzeichnet den Lichtreiz. Das Diagramm stellt die Summenantwort der Netzhautneurone im
zeitlichen Verlauf dar. Das erste lokale Minimum entspricht der a-Welle, das lokale Maximum entspricht
der b-Welle. Die skotopische Bedingungen sorgen fiir die Dominanz der b-Welle (Januschowski et al.,
2014).

Die b-Welle im ERG eignet sich in Bezug auf das Beurteilen der zelluliren oder
funktionellen Eigenschaft der Netzhautschichten als aufschlussreicher und sensibler
Indikator. Da sowohl eine Liasion der Photorezeptorzellen, als auch eine Schiadigung des
hoheren neuronalen Netzwerkes Auswirkungen auf die b-Welle haben, ist sie als
Funktionsparameter bei Wirkstoffexposition geeignet. Den genauen Wirkort der

Substrate kann man mit einer separaten Analyse der a-Welle ermitteln (Januschowski,

2010) .

1.7 Die Rolle der Caspasen im Prozess der Apoptose

Caspasen sind Cysteinproteasen, welche eine wichtige Rolle im Prozess des
programmierten Zelltodes, der Apoptose, spielen. Sie besitzen einen reaktiven
Cysteinrest, mit welchem spezifische Peptidbindungen von Aspartat gespalten werden
konnen (cysteinyl-aspartate specific protease) (Luttmann et al., 2008). Von den bisher
identifizierten 14 menschlichen Caspasen unterscheidet man zwischen Initiatorcaspasen
und Effektorcaspasen. Initiatorcaspasen haben eine lange Prodomine und werden durch
pra-apoptotische  Stimuli aktiviert. Sie spalten die kiirzere Prodomine der
Effektorcaspasen und rufen somit die Aktivierung zur Proteolyse verschiedener

Zielproteine hervor (Kumar, 2007). Beispielsweise bauen sie das Kernprotein Lamin B
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ab, welches eine wichtige Stiitzfunktion der Kernhiille besitzt (Murphy et al., 2008). Die
Effektorcaspasen schneiden auBlerdem das Protein ICAD/DFF45 (inhibitor of caspase
activated DNase oder DNA fragmentation factor 45). Dieses Protein hemmt CAD, eine
Caspase-activated DNase. Eine Spaltung von ICAD durch Effektorcaspasen schaltet
diese Inhibition aus, wodurch die Zell-DNA fragmentiert wird (Abbildung 7) (Danial
and Korsmeyer, 2004).

Apoptotic stimuli

CAD/ICAD

CAD/ICAD w
Caspase activation r ‘ : )
\ s Inactive ICA

- o ICAD protein \ v

n
Lo

Active CAD

CAD mRNA ——

Ribosome

DNA fragmentation

Nucleus

Abbildung 7: Funktionsweise der Caspasen (Enari et al., 1998).

Eine Caspase-aktivierte-Desoxyribonuclease (CAD) bindet direkt nach seiner Synthese an seinen
Inhibitor, ICAD. Durch préa-apoptotische Stimuli (Apoptotic stimuli) werden Caspasen stimuliert, welche
ICAD spalten (Inactive ICAD). Die somit aktivierte CAD (Active CAD) kann nun das Zytoplasma
verlassen. In seiner aktivierten Form fungiert es als DNase und zerspaltet die Kern-DNA (DNA
fragmentation) (Enari et al., 1998).

1.8 Cleaved Caspase 3 als geeigneter Indikator fiir Apoptose

Die Caspase 3 gehort zur Gruppe der Effektorcaspasen. Sie wird hauptsédchlich durch
die Initiatorcaspase 8 aktiviert. Unterliegt die Zelle prd-apoptotischen Stimuli, welche
durch verschiedene zelluldre Proteine, sogenannten death receptors (Fas-Rezeptoren,
TRAIL-Rezeptoren, TNF-Rezeptoren), vermittelt werden, kommt es zu einer
Aktivierung der Caspase 8 (Murphy et al., 2008). Uber eine Spaltung der Pridomiine
aktiviert sie die Caspase 3. Diese ist teilweise oder gidnzlich flir die proteolytische
Spaltung vieler Zielproteine verantwortlich, wie beispielsweise die Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP). PARP ist ein DNA-Reparaturenzym. Seine Spaltung durch
Caspase 3 bewirkt, dass Briiche in einzelstringiger DNA nicht ohne homologe
Rekombination behoben werden konnen (Tewari et al., 1995). Diese Kaskade ist ein

wichtiger Schritt im Prozess des programmierten Zelltodes (Nicholson et al., 1995).
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Der Active Caspase 3 Rabbit Monoclonal Antibody bindet nur an die aktive Form der
Caspase 3. Aufgrund einer hohen Kreuzreaktivitit mit den Caspasen 3 der meisten
Saugetiere ist der AntikOrper auch fiir bovines Gewebe gut einsetzbar. Der Nachweis
von Caspase 3 iiber spezifische Antikorper, wie Anti-Cleaved Caspase 3 ist eine
spezifische und sensitive Methode. Sie eignet sich vor allem fiir Gewebe in der

Standardeinbettung mit Paraffin (Gown and Willingham, 2002).

1.9 Fragestellung

Eine vorausgegangene Studie konnte zeigen, dass mit dem TGF- Rezeptor-I-Blocker
LY-364947 ein effektiver Wirkstoff in der Prophylaxe der Entstehung der proliferativen
Vitreoretinopathie (PVR) gefunden wurde (Nassar et al., 2014). Der Einsatz von LY-
364947 ist als intraoperative Injektion im Rahmen einer Vitrektomie denkbar um einer
PVR-Reaktion vorzubeugen. Voraussetzung fiir die intraokulare Applikation ist ein
Ausbleiben von toxischen Schiden auf die Netzhaut. Das Ziel der vorliegenden
Untersuchungen war es, Toxizitdit von LY-364947 in einer therapeutischen
Konzentration auszuschlieBen. Der Hintergrund der Arbeit ist die klinisch relevante
Frage, ob und ab welcher Konzentration LY-364947 toxische Effekte auf die Netzhaut
induziert. Die a priori formulierte Nullhypothese (Ho) lautet ,,Es gibt in allen hier
verwendeten Analysen keinen Unterschied zwischen den Retinas der Kontrollgruppe zu

den mit verschiedenen Konzentrationen von LY-364947 umspiilten Retinas.*
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2 Material und Methodik

Die Versuche fanden im Labor der Augenklinik der Universitidt zu Liibeck unter der

Leitung von Prof. Dr. med. Matthias Liike statt.

Detaillierte Beschreibungen der Protokolle fiir die Anfertigung der Losungen und
Praparate sowie die vollstindige Auflistung der verwendeten Materialien mit den

jeweiligen Herstellerangaben befinden sich im Anhang unter 7.1.1 bis 7.2.

Die statistische Auswertung erfolgte nach eingehender Beratung mit Herrn M. Sc.
Markus Oliver Scheinhardt aus dem Institut fiir medizinische Biometrie und Statistik

der Universitit zu Libeck.

2.1 Das Modell der isolierten und umstromten bovinen Netzhaut

Als Grundlage fiir die Versuche an dem Modell der umstromten und isolierten
Rindernetzhaut dienten die Arbeiten von Sickel und Liike (Liike et al., 2005; Sickel,
1961, 1966).

2.1.1 Perfusionslosung

Zur Lagerung und Umspiilung der bovinen Netzhdute wurde eine Perfusionslosung
hergestellt, welche 120 mM NaCl, 2 mM KCl, 0,1 mM MgCls, 0,15 mM CaCly, 1,5 mM
NaH;POs, 13,5 mM Na,HPO4 und 5 mM Glucose enthielt. Das detaillierte Protokoll fiir
die Anfertigung der Perfusionslosung befindet sich im Anhang unter 7.1.1. Die
einzelnen Konzentrationen beruhen auf den empirisch ermittelten Konzentrationen nach
Sickel und Liike und gewihrleisten eine moglichst lange Messbarkeit der retinalen

Antworten im ERG (Liike et al., 2005).

Der pH-Wert der Perfusionslosung war mit 7,8 etwas alkalischer als der Blut-pH-Wert.
Auch die Ca*"-Konzentration war niedriger als die Plasma-Ca**-Konzentration. Um die
sauren Metabolite, die durch den Stoffumsatz der Nervenzellen anfallen, abzupuffern,
enthielt die Perfusionslosung ein Phosphatpuffersystem. Auch sollte eine konstante

Umstrémung der Netzhaut fiir eine schnelle Elimination der sauren Metabolite sorgen.

Fiir eine konstante Messbarkeit war es zudem erforderlich den Sauerstoffpartialdruck in
der Perfusionslosung gegeniiber der Raumluftsittigung zu erhohen und konstant zu

halten. Deshalb wurde die Perfusionslosung im Erlenmeyerkolben wihrend des
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gesamten Versuchs mit 100%igem Sauerstoff begast. Auch zur Lagerung der Netzhéute
wurde die Losung vorher 20 Minuten mit Sauerstoff gesittigt. Um eine bessere
Verteilung des Sauerstoffes innerhalb der Losung zu gewihrleisten, war am Ende des

Schlauches ein Aquarienstein befestigt.

2.1.2 Priparation

Die Rinderaugen wurden freundlicherweise vom néchstgelegenen Schlachthof zur
Verfiigung gestellt. Die Rinder wurden per Bolzenschuss betdubt und durch einen
Aderschnitt gestochen (getotet). Danach erfolgten unverziiglich die Enukleation und die
Aufbewahrung der Augen in sauerstoffgesittigter Néhrlosung in einem

lichtundurchléssigen Gefal.

Die Priparation konnte ca. 20-30 Minuten spiter im neurophysiologischen Labor der

Augenklinik der Universitdt zu Liibeck erfolgen.

Das Labor war mit einer Rotlichtlampe ausgestattet, sodass die Prdparation in
abgedunkelten Verhiltnissen und unter Rotlicht stattfinden konnte. Diese Bedingungen
sind notwendig, da nur bei geringer Lichtintensitdt und bei eher langwelligem Licht das

Sehpigment (Rhodopsin) nicht vollstindig zerfallt.

Zuerst wurde das periorbitale Fettgewebe vom Augapfel abpréipariert. Dann wurde das
Auge mit einem #quatorialen Schnitt ca. 5-10 mm vom limboskleralen Ubergang
eroffnet. Der vordere Augenabschnitt, die Linse und der Glaskorper konnten nun
vorsichtig mit Pinzetten entfernt werden. Dabei war durch eine behutsame, rotierende
Bewegung mit der Pinzette darauf zu achten, dass bei der Entnahme des Glaskorpers die
Netzhaut unbeschédigt blieb. Der verbliebene hintere Augenabschnitt konnte in vier
Quadranten geteilt werden. Mit einer Trepanationsstanze konnte aus jedem Quadranten
eine kreisformige Sklera-Choroidea-Retina-Stanze von 7 mm Durchmesser gewonnen
werden. Am besten eigneten sich die Abschnitte, die noch keine Nervenfaserddeme
aufwiesen. Die Stanzen wurden in eine Laborschale mit oxidierter Perfusionslosung
gelegt. Dort konnte durch behutsames Hin- und Herbewegen mithilfe einer Pinzette die

Retina vom Pigmentepithel geldst werden.

Da jeweils zwei Rinderaugen vorbereitet wurden, lagen am Ende der Praparation meist
4-8 Retinastanzen vor. Diese konnten in einem abgedichteten, lichtundurchldssigen
Gefdl mit sauerstoffgesittigter Perfusionslosung bei 4-8 °C fiir ca. 24 Stunden

aufbewahrt werden.
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Zur Versuchsdurchfiihrung wurde eine einzelne Stanze in die Perfusionskammer
gespannt. Dazu iiberfiihrte man eine Retinastanze auf ein Trégernetz. Dieses Trigernetz
wurde von einem Kunststofftriger eingeschlossen, welchen man in eine

Perfusionskammer legte und an das Perfusionssystem anschloss.

2.1.3 Aufbau der Perfusionskammer

Der Kunststofftriger wurde in eine Perfusionskammer eingelegt. Diese Kammer
bestand aus einer Deck- und einer Bodenplatte, in welche diinne Plexiglasscheiben
eingelegt wurden. Um den Kunststofftrager abzudichten, befand sich in der Mitte beider
Platten jeweils ein dichter Gummiring. Durch Zuschrauben konnte die

Perfusionskammer somit luftdicht verschlossen werden.

Der Kunststofftrager wurde iiber einen Zufluss und einen Abfluss an das
Perfusionssystem angeschlossen. Der Durchfluss durch die Perfusionskammer erfolgte
iiber einen Uberlauf, wobei vor dem Einsetzen in den Faradayschen Kifig darauf

geachtet werden musste, dass sich keine Luftblasen im System befanden.

Der iiber die Lampe gesetzte Lichtreiz konnte die Plexiglasscheiben ungehindert
passieren und die Photorezeptorzellen stimulieren. In den Kunststofftriger waren
Silberdrahtelektroden eingelassen, welche die Reizantwort als Potentialschwankungen
wahrnehmen konnten. Die Ableitungen wurden verstérkt und iiber einen USB-Wandler
digitalisiert, sowie nachfolgend mit der Software DASYLab Professional Version

10.0.0 dargestellt.

2.1.4 Reizquelle

Um eine adidquate Reizantwort zu erhalten wurde eine Glithlampe eingesetzt. Diese
stimulierte die Netzhaut mit einem einzelnen Lichtreiz. Uber entsprechende Filter
konnte die Reizintensitdt auf 6,3 mix festgelegt werden. Die Reizintensitdt wurde zu
Beginn des Versuches empirisch bestimmt und sollte moglichst grofle und

langanhaltende Potentialableitung generieren.

Die Lampe war an einen Zeitschalter gekoppelt, sodass genau einmal pro fiinf Minuten

ein Reiz gesetzt wurde.

Dies ermoglichte gut messbare und gleichférmige Ableitungen, die durch eine fehlende

Adaption langfristig konstant blieben.
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2.2 Histopathologie und Indirekte Immunhistochemie

Detaillierte Beschreibungen der Protokolle fiir die Anfertigung der histopathologischen
und immunochemischen Priparate und die jeweiligen Herstellerangaben befinden sich

im Anhang unter 7.1.1 bis 7.2.

Unmittelbar im Anschluss an die Auswaschphase wurden die Stanzen aus der
Perfusionskammer geldst. Die Préparate wurden in einer Losung nach Margo (1 %

Formaldehyd/1,25 % Gluteraldehyd) fixiert.

Dann wurden die Gewebestanzen in aufsteigenden Iso-Propylalkohol-Losungen

entwassert und im Anschluss in Paraffin eingebettet.

Fir die histopathologische Untersuchung wurden 4 upm Schnitte mit dem
Senkrechtmikrotom angefertigt. Die Schnitte wurden mit Xylol und einer absteigenden
Reihe Ethanollosungen entparaffiniert. Danach erfolgte die 7-10miniitige Einfarbung
mit Hidmatoxylin nach Meyer. Nach einer Spiilung mit destilliertem Wasser wurden die
Schnitte fiir 30-60 Sekunden in Eosin gefirbt. Nach erneuter Wésserung und
Behandlung mit Ethanol und Xylol konnten die Schnitte mit Entellan eingedeckt

werden.

Die Préaparate wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Dabei wurde pro
Priparat an zwei unterschiedlichen Stellen die Gesamtdicke der Retina ohne Schicht der
Stdbchen und Zapfen und die Breite von Ganglienzellschicht mit der Inneren
Plexiformen Schicht ausgemessen. Beide Strecken wurden jeweils ins Verhéltnis
gesetzt (Ganglienzellschicht und Innere Plexiforme Schicht zur Gesamtdicke der
Retina). Die Werte wurden mithilfe von Microsoft Office Excel 2013 statistisch
ausgewertet, wobei eine signifikante Verschmilerung der Ganglienzellschicht und
Inneren Plexiformen Schicht als Zeichen fiir einen toxischen Gewebeschaden

interpretiert werden miisste (Kim et al., 2013).

Fir das immunhistochemische Verfahren wurden 6 pm Schnitte unter dem
Senkrechtmikrotom angefertigt. Es folgte die Entwésserung der Schnitte mit Xylol und
einer absteigenden Reihe an Ethanollésungen. Danach wurden die Schnitte mit einem
Natriumcitratpuffer aufbereitet, wobei eine 30miniitige Hitzebehandlung in 10 mM

Natriumcitrat, pH 6, erfolgte. Dies diente der Epitop-Demaskierung.

Es folgte die Waschung mit Aqua tridest. fiir 5 Minuten und mit einer 10fach
verdiinnten phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) (137 mM Natriumchlorid, 2,7 mM
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Kaliumchlorid und 12 mM HPO4> und H2PO*) fiir 3x10 Minuten. Um eine
unspezifische Antikorperbindung zu verhindern, wurden die Gewebeschnitte mit einem
iFISH Blocking Buffer inkubiert, welcher 3 % bovines Serumalbumin (6 g) enthielt.
Nach dem Losen erfolgte die sterile Filtrierung mit einem 0,22 pm Syringe Filter. Die
Schnitte konnten nun mit dem Erstantikdrper, Anti Rabbit Caspase, fiir 12-24 Stunden
bei 4-8° C inkubiert werden. Das Verdiinnungsverhéltnis von Antikérper zu iFISH
Buffer entsprach hierbei 1:100. Nach erneuter Waschung mit PBS erfolgte eine
Inkubation mit dem konjugierten Zweitantikorper, Anti Rabbit IgG Cy 3. Das
Verdiinnungsverhiltnis entsprach hier 1:200. Danach wurden die Priparate mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-Phenylindol gefdrbt. Diese Gegenfarbung diente
als Kontrast des Hintergrundgewebes und eignete sich besonders gut um die
konjugierten Strukturen hervorzuheben. Nach einer erneuten Waschung konnten die
Priparate mit Mowiol eingedeckt werden. Die Schnitte wurden unter lichtgeschiitzten

Bedingungen und bei 4-8 °C aufbewahrt.

Um die Vergleichbarkeit zu wahren und eine Auswertung zu ermdéglichen wurden die je
sechs Proben pro LY-Konzentration alle parallel und in einem Durchgang angefertigt.
Zu den 24 Schnitten wurde gleichzeitig noch eine Negativkontrolle zu der LY-

Konzentration von 100 uM hergestellt.

Die Betrachtung und Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop fand innerhalb einer
Woche nach der immunhistochemischen Farbung statt. Unter Zuhilfenahme der
Software Leica Application Suite LAS Software wurden die histologischen Proben
untersucht. Digitale Fotografien wurden mit einer DFC 290 kompatiblen Kamera

aufgenommen.

2.3 Durchfithrung

2.3.1 Versuchsanordnung

Alle Versuche wurden unter exakt den gleichen und konstanten Voraussetzungen
durchgefiihrt. Dazu mussten die Umgebungsbedingungen der Netzhdute, wie
Sauerstoffpartialdruck, Temperatur und osmotischer Druck, stets konstant gehalten

werden.

Der Kunststofftrager wurde mit der Netzhautstanze in die Perfusionskammer

eingeschlossen und an das Perfusionssystem angeschlossen. Die Kammer und das
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gesamte System wurden luftblasenfrei mit der Perfusionslosung gespiilt. Die Kammer
wurde dann in einen von optischen und thermischen Reizen isolierten Messkasten
eingesetzt. Der Abflussschlauch wurde zu Versuchsbeginn in eine Rollerpumpe
gespannt. So konnte eine konstante Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min des
Perfusionssystems gewdhrleistet werden. Diese Perfusionsgeschwindigkeit war ndtig,
um saure Metabolite abzuschwemmen, welche wihrend des Stoffumsatzes entstanden.
Eine Erhohung der Perfusionsgeschwindigkeit wére nicht angebracht gewesen, da dies
mechanischen Stress fiir die Netzhaut bedeutet hétte. Die Perfusionslosung wurde nach
dem Verlassen des Messkastens schlieflich in ein Auffanggefd3 gefiihrt und konnte

dann verworfen werden.

Durch Wiarmeplatten, die in der Riickwand des Faradayschen Kéfigs eingelassen waren,
wurde die in dem Schlauchsystem befindliche Perfusionslosung auf 30 °C erwdrmt.
Diese Temperatureinstellung hat sich als optimal fiir einen konstanten und hohen
Sauerstoffpartialdruck erwiesen und war geeignet um kontinuierliche ERG-Ableitungen

zu erzeugen (Liike et al., 2005).

Eine Zeituhr sorgte dafiir, dass sich der Temperaturregler automatisch 4 Sekunden vor
einem Lichtreiz ausschaltete um eine elektrische Storung der Ableitung durch das

Heizen der Wéarmeplatten zu vermeiden.

Im absolut lichtundurchlidssigen Kasten befand sich eine Glithlampe, die an ein
Regulationssystem angebunden war. So konnten die Netzhdute alle 5 Minuten mit

einem Lichtreiz von 6,3 mlx und 500 ms Dauer gereizt werden.

Die elektrischen Reizantworten wurden mithilfe des Grass CP 511 Verstéarker (100-Hz
high-pass filter, 50-Hz notch filter, 100.000xamplification) in einem Frequenzbereich
von 0,1 Hz und 300 Hz gefiltert und dann 50.000fach verstirkt. Danach wurden die
Potentiale mit einem A/D Wandler prozessiert und konvertiert. Die Daten wurden auf
einen Computer {ibertragen. Uber die Software DASYLab Professional Version 10.0.0
konnten die gemessenen Werte aufgezeichnet, sichtbar gemacht und gespeichert

werden. Die Abbildung 8 stellt die Versuchsanordnung schematisch dar.
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A E = Electrode-holder
y H = Heater
L =Lamp

N = Grey filter
02 = Clark oxygen electrode
PA = Pre-amplifier

4 R =Reservoir of nutrient solution
S = Shutter
T = Thermometer for temperature
Timer
55cm

Power supply

37 cm

61 cm

Inner holder]

Rubber-
gasket

A = Amplifier
IC = Inner chamber (retina-holder, electrodes) Glas
[.— Lamp

N = Grey-filters for various intensities
Osc = Oscilloscope

R — Reservoir

S = Shutter

V — Valve

Abbildung 8: Versuchsaufbau der ERG-Ableitung einer isolierten und umstromten Vertebratennetzhaut
(Liike et al., 2005).

Die vereinfachte Abbildung bezieht sich auf eine analoge Ableitungstechnik.

A schematische Darstellung des Versuchskastens bestehend aus dem Sammelbehélter fiir die
Perfusionslosung (R) und der Heizvorrichtung (H) mit einer Temperaturregulierung (T). Die
Elektrodenhalter (E) sind mit dem Verstérker und dem Oszilloskop verbunden, wie in B dargestellt. Der
Kasten ist ein Faradayscher Kifig und elektrisch und optisch isoliert. Die Vorderwand ldsst sich nach
vorne aufklappen und Offnen. Die Lichtreize werden iiber eine Glithlampe (L) gegeben. Die
Lichtintensitat wird tiber Filter (N) bestimmt. Eine Blende (S) ist an den Zeitschalter angeschlossen und
kontrolliert den Lichteinfall.

B Reiz- und Aufnahmeeinheit, bestehend aus dem Verstirker (PA), einer Software, welche das
Oszilloskop (Oscill) substituiert, der Zeitschaltuhr und dem Thermostat. Desweiteren sorgt ein
Netzanschluss (Power supply) fiir eine konstante Lichtintensitit der Lampe wihrend der gesamten
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Versuche.

C Perfusionssystem mit ERG-Ableitung und ERG-Aufnahme.

D Aufbau der Perfusionskammer. Die kiivettenartig aufgebaute Perfusionskammer ist {iber Gummi-Ringe
(Rubber gasket) und Glasplittchen (Glas) abgedichtet. Im Inneren befindet sich der Kunststofftriger
(Inner holder) mit einem feinen zentralen Gitter, auf welchem sich die Netzhautstanze befindet. Im
Kunststofftrager befinden sich noch ein Zu- und ein Ablauf, sowie die Silberelektroden (Liike et al.,
2005).

Es wurde die Annahme vorausgesetzt, dass nach ca. einer Stunde unter Perfusion im
Messkasten konstante ERGs abgeleitet werden konnten und, dass die Reizantworten der
Netzhdute fiir mindestens zehn Stunden ohne wesentlichen Amplitudenverlust

abgeleitet werden konnten (Liike et al., 2005).

2.3.2 Versuchsprotokoll zur Wirkung von L.Y-364947 auf die b-Welle

Die priparierte Netzhautstanze wurde in die Perfusionskammer gelegt und an das

Perfusionssystem angeschlossen. Dann wurde die Kammer in den Messkasten gespannt.

Bei konstanter Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min und bestindiger Temperatur von ca.
30 °C wurde alle 5 Minuten ein Lichtreiz von 6,3 mlx fiir 500 ms auf die Netzhaut

appliziert.

Die Messung wurde erst begonnen, nachdem iiber mindestens 30 Minuten konstante b-

Wellenamplituden aufgezeichnet wurden.

30 Minuten nach Beginn der Messung wurde die Netzhaut mit der jeweiligen LY-
364947 Konzentration umspiilt. Nach einer Expositionsspanne von 45 Minuten wurde

die Netzhaut iiber 75 Minuten mit Perfusionslosung ausgewaschen.
Direkt im Anschluss an die Versuche wurde die Netzhaut fixiert und geférbt.

Es wurden fiir jede LY-364947 Konzentration (0 uM (Kontrolle), 20 uM, 50 uM,
100 uM) Versuche an 6 bovinen Netzhduten durchgefiihrt.

2.3.3 Auswertung der ERGs und Darstellung der Versuchsergebnisse

Die gemessenen Potentiale wurden zur Visualisierung auf die Einheit 1 mV verstdrkt.
Die Messung erfolgte vom tiefsten Punkt des ersten lokalen Minimums bis zum
hochsten Punkt des ersten lokalen Maximums. Der erste Tiefpunkt entspricht der a-
Welle, also der Reizantwort der Photorezeptorzellen. Das darauf folgende lokale
Maximum stellt den hochsten Wert der b-Welle dar, also die Potentialinderung im

Bereich des hoheren neuronalen Netzwerkes der Netzhaut.



2 Material und Methodik 24

Die einzelnen Messwerte der jeweiligen Konzentrationen wurden gemittelt und
gleichermalflen in einem Koordinatensystem gegen die Zeit (t in Minuten) festgehalten.
Diese Mittelwertskurven erlaubten Riickschliisse auf die Dosis-Wirkungs-Beziehung

von LY-364947.

Zur Auswertung der Versuchsergebnisse wihrend der Exposition wurden aus den
Mittelwertskurven das lokale Minimum (Emm) und das lokale Maximum (Emax)
bestimmt. Die prozentuale Minderung der Amplitudenhéhe unter Exposition wurde mit

der Formel (1-Emmn/Emax)*100 errechnet.

Dariiber hinaus wurde noch die prozentuale Minderung der Amplitudenhohe der b-
Welle am Ende der Auswaschphase bestimmt. Sie konnte mit der Formel (1-
A75/No)*100 errechnet werden. Ny ist der letzte Messwert, der direkt vor Exposition
aufgenommen wurde. Er stellt den Amplitudenwert dar, der als feststehende Grof3e
unter Normalbedingungen zu betrachten ist. A7s ist der Messwert, der am Ende der

Auswaschphase, das hei3t 75 Minuten nach Exposition, festgestellt wurde.

Sowohl die Grafiken, als auch die Mittelwerte der Messwerte, die Signifikanzen und die
Standardabweichungen konnten unter Zuhilfenahme der Datenverarbeitungssoftware

Origin 6.0 berechnet werden.

Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der gepaarte t-Test angewandt. Als

Signifikanzniveau wurde o< 0,05 definiert.

2.3.4 Auswertung der histopathologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen

2.3.4.1 Auswertung der histopathologischen Untersuchung

Die gefarbten Netzhdute konnten nativ unter dem Fluoreszensmikroskop Leica DMI
6000 B betrachtet werden. Dabei wurden die exponierten Netzhdute auf eine
Verschmélerung der Ganglienzellschicht und der Inneren Plexiformen Schicht
untersucht. Die Strecke von Membrana Limitans Interna bis zur Inneren
Kornerzellschicht wurde ausgemessen und ins Verhidltnis zur Gesamtdicke (ohne
Schicht der Stdbchen und Zapfen, also bis zur Membrana Limitans Externa) gesetzt.
Das Verhiltnis dieser Strecken wird im Folgenden mit ,,Q“ abgekiirzt. Ein

beispielhaftes Bild eines Priparates findet sich unter Abbildung 9.
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Es wurden bei jedem Prédparat an zwei unterschiedlichen Stellen der Netzhaut die
Verhiltnisse (Q) ausgemessen, sodass bei einer Versuchszahl von n=6 pro LY-

Konzentration insgesamt 12 Werte pro LY-Konzentration vorlagen.

Die ausgemessenen Verhéltnisse wurden mithilfe von Microsoft Office Excel 2013
statistisch ausgewertet. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der zweiseitige
ungepaarte t-Test angewandt, wobei sich die Vergleichswerte der ersten Matrix auf die
Kontrollgruppe bezogen. Die Normalverteilung der Daten wurde mithilfe Blockspots
iiberpriift (Abbildung 16), sodass davon ausgegangen werden kann, dass der t-Test
geeignet ist. Das Signifikanzniveau wurde geméf dem globalen Signifikanzniveau bei

a< 0,05 festgelegt.

Abbildung 9: HE-Farbung eines Netzhautschnittes nach Exposition von 20 uM LY.

Ausgemessen wurden die Strecken Ganglienzellschicht und Innere Plexiforme Schicht (40,9 pm) und
Gesamtdicke ohne Stibchen und Zapfen (90,5 um).

2.3.4.2 Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung

Die Betrachtung und Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop Leica DMI 6000 B
mit einer Fluoreszenzkamera Leica DFC 350 FX erfolgte in einem abgedunkelten
Raum. Die Mikroskopie und Auswertung konnten innerhalb einer Woche nach der IHC-
Férbung erfolgen. Unter Zuhilfenahme der Leica Application Suit LAS Software
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wurden die Proben analysiert und die Daten auf einen dafiir eingerichteten Computer

ibertragen.

Pro Probe wurde ein Foto aufgenommen, in welchem alle Netzhautschichten iiber eine
moglichst groBe Strecke gut erkennbar waren. Beispielhafte Aufnahmen der Netzhédute
mit dem Fluoreszenzmikroskop werden in Abbildung 14 gezeigt. Uber die Software
konnten die Filter festgelegt werden, welche die optimale Bildqualitdt und moglichst
geringes Bildrauschen darstellten. Uber die Filter A4 und Y3 wurde die Expression der
Cleaved Caspase 3 in der AuBeren K&rnerzellschicht, Inneren Kérnerzellschicht und in
den Ganglienzellkernen der Ganglienzellschicht gemessen. Dafiir wurde die AuBere und
Innere Kdornerzellschicht jeweils iiber eine moglichst groBe Flache markiert und die
jeweilige durchschnittliche Farbintensitit in Graustufen pro um? aufgenommen. Fiir die
Intensititsmessung der Ganglienzellkerne wurden pro Probe fiinf einzelne Zellkerne
markiert und lokal die durchschnittliche Farbintensitidt aufgenommen. Die Werte der

fiinf Zellkerne der Ganglienzellen wurden fiir jedes Praparat gemittelt.

Es konnte fiir jeden Versuch aus dem ERG-Experiment ein Schnitt eingefarbt und
untersucht werden, sodass pro LY-Konzentration (0 uM (Kontrolle), 20 uM, 50 uM,
100 uM) sechs verwertbare Netzhautproben zur Verfiigung standen (n=6).

Die Werte mit der beliebigen Einheit arbitrary unit (a.u.) wurden in eine Exceltabelle
iibertragen und statistisch ausgewertet. Die Einheit arbitrary unit (a.u.) wurde als
Standardeinheit festgelegt und gilt fiir das oben genannte Fluoreszenzmikroskop mit der
Software Leica Application Suit LAS. Sie entspricht im Versuch der durchschnittlichen

Farbintensitit (Graustufen) pro um? Fliche.

Zur Bestimmung der Signifikanz wurde der zweiseitige ungepaarte t-Test angewandt.
Die Normalverteilung der Daten wurde mithilfe Blockspots iiberpriift (Abbildung 17),
sodass davon ausgegangen werden kann, dass der t-Test geeignet ist. Das lokale
Signifikanzniveau wurde nach der Bonferroni-Methode adjustiert (0=0,05/3) und bei

a< 0,0167 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Wirkung von 20 pM LY-364947 auf die b-Welle

Sechs bovinen Netzhduten wurden wéhrend der Expositionszeit einer Perfusionslosung
mit 20 uM LY-364947 ausgesetzt (n=6). Das entspricht einer Konzentration von 20
pg/ml. Wiahrend der gesamten Versuchszeit war keine signifikante Reduktion der b-
Wellenamplitude feststellbar. Der Wert am Ende der Auswaschzeit war im Vergleich
zum Ausgangswert nicht signifikant erniedrigt (p=0,345). Das lokale Minimum fand
sich nach 120 Minuten und war ebenfalls nicht bedeutend unterschiedlich zum lokalen

Maximum (p=0,547).

Amplitude [pV]
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Abbildung 10: Auswirkungen von 20 uM LY-364947 auf die b-Wellenamplitude.

Der Graph beschreibt die Mittelwerte der Versuchsreihen (n=6). Die horizontale Markierung zeigt den
Expositionszeitraum an. Eine einseitige Standardabweichung ist eingezeichnet.

3.2 Untersuchung der Wirkung von 50 uM LY-364947 auf die b-Welle

Die Abbildung 11 stellt die Mittelwertskurve aus den Versuchen unter Exposition von
50 uM LY-364947 dar (n=6). Das lokale Minimum der Mittelwerte der b-Welle fand
sich nach 105 Minuten und war im Vergleich zum lokalen Maximum signifikant
reduziert (36,77 %, p=0,007). Am Ende der Auswaschzeit war die b-Welle jedoch nicht
mehr bedeutend unterschiedlich zu den Ausgangswerten (5,7 %, p=0,880).
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Abbildung 11: Auswirkungen von 50 uM LY-364947 auf die b-Wellenamplitude.

Der Graph beschreibt die Mittelwerte der Versuchsreihen (n=6). Die horizontale Markierung zeigt den
Expositionszeitraum an. Eine einseitige Standardabweichung ist eingezeichnet.

3.3 Untersuchung der Wirkung von 100 pM LY-364947 auf die b-
Welle

Bei der Testung der Wirkung von 100 uM LY-364947 auf die Netzhdute wurde eine
signifikante Reduktion der b-Welle festgestellt (n=6). Das lokale Minimum der
Mittelwerte befand sich bei 110 Minuten. Die b-Wellen waren hier signifikant
erniedrigt im Vergleich zum lokalen Maximum (62,3 %, p=0,002). Jedoch konnte nach
der Auswaschzeit das Anfangsniveau wieder erreicht werden, sodass sich die b-Wellen
nach der Auswaschphase nicht mehr bedeutend von den Ausgangswerten unterschieden.

(p=0,613). Die Abbildung 12 zeigt die Versuchsergebnisse fiir 100 pM LY-364947.
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Abbildung 12: Auswirkungen von 100 uM LY-364947 auf die b-Wellenamplitude.

Der Graph beschreibt die Mittelwerte der Versuchsreihen (n=6). Die horizontale Markierung zeigt den
Expositionszeitraum an. Eine einseitige Standardabweichung ist eingezeichnet.

3.4 Untersuchung der Wirkung der Perfusionslosung ohne
Wirkstoffexposition auf die b-Welle

Zur Beurteilung der Perfusionslosung wurden an sechs Netzhduten iiber 150 Minuten
ERGs ohne Wirkstoffexposition abgeleitet (n=6). Es wurden wihrend der gesamten Zeit

keine signifikanten Auswirkungen auf die b-Welle festgestellt.
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Abbildung 13: b-Wellenamplituden ohne Wirkstoffexposition.

Der Graph beschreibt die Mittelwerte der Versuchsreihen (n=6). Die horizontale Markierung wiirde den
Expositionszeitraum anzeigen. Eine einseitige Standardabweichung ist eingezeichnet.
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3.5 Ergebnisse der histopathologischen Auswertung

Die Verhiltnisse von Ganglienzellschicht und Innerer Plexiformen Schicht zur
Gesamtdicke der Retina (Q) wurden in den einzelnen Konzentrationsgruppen von LY-
364947 mit den Verhdltnissen der Kontrollgruppen verglichen. In den
Konzentrationsgruppen 20 uM, 50 puM und Kontrollgruppe wurden jeweils sechs
Netzhautpriparate untersucht (n=6). Da ein Netzhautpriparat aus der Gruppe der 100
uM Konzentration bei der Fiarbung beschddigt wurde, lagen fiir diese Gruppe nur fiinf

Préparate, also 10 Messwerte vor (n=5).

Es konnte im Rahmen der histopathologischen Auswertung keine signifikanten
Minderungen der Ganglienzellschicht und Inneren Plexiformen Schicht festgestellt
werden. Die einzelnen Mittelwerte des Verhéltnisses Q, die Standardabweichungen
(SD), die p-Werte aus dem zweiseitigen ungepaarten t-Test, sowie die 95 %

Konfidenzintervalle konnen fiir jede Konzentrationsgruppe der Tabelle 1 entnommen

werden.
Kontrollgruppe 20 pM LY- 50 yM LY- 100 pM LY-
(SD)| 364947 (SD)| 364947 (SD) 364947 (SD)
n=6 n=6 n=6 n=5
Mittelwerte Q 0,521 (0,04) 0,510 (0,05) 0,507 (0,05) 0,542 (0,10)
p-Wert 0,791 0,674 0,444
95 % Konfidenzintervall 0,498; 0,54 0,481; 0,539 0,482; 0,533 0,477; 0,607

Tabelle 1: Zusammengefasste Ergebnisse der statistischen Auswertung der histologischen
Untersuchung.

Frage nach der Signifikanz der Minderung von Ganglienzellschicht und Inneren Plexiformen Schicht
nach Applikation verschiedener Konzentrationen von LY-364947. Signifikanzniveau von o< 0,05.

3.6 Ergebnisse der immunhistologischen Auswertung

Im Rahmen der immunhistologischen Untersuchung wurde die Expression der Cleaved
Caspase 3 (CCaspase3) in der AuBeren Kornerzellschicht, Inneren Kornerzellschicht
und in fiinf Zellkernen der Ganglienzellen in der Ganglienzellschicht gemessen. Es
konnte fiir jeden Versuch aus der ERG Studie ein Schnitt eingefarbt und untersucht
werden, sodass pro LY-Konzentration (0 uM (Kontrolle), 20 uM, 50 uM, 100 uM)

sechs verwertbare Netzhautproben zur Verfiigung standen (n=6).
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Kontrollgruppe 20 uM LY-364947
ohne LY-364947

50 uM LY-364947

Abbildung 14: Beispiclhafte Aufnahmen von Netzhduten aus jeder Konzentrationsgruppe mit dem
Fluoreszenzmikroskop.

Der konjugierte Zweitantikdrper stellt sich hier in blau dar. Gegenfarbung mit DAPI in griin.

Die Netzhdute, welche mit 20 uM LY-364947 behandelt waren, zeigten in keiner der
drei Schichten eine signifikant verstiarkte Expression der CCaspase 3. Bei Netzhduten,
welche einer Applikation von 50 uM LY-364947 ausgesetzt waren, konnte eine
signifikant erhohte Expression der CCaspase 3 in der Inneren Kornerzellschicht und in
den Ganglienzellkernen der Ganglienzellschicht gemessen werden. Die Netzhéute,
welche einer Exposition von 100 uM LY-364947 ausgesetzt waren, hatten signifikant
erhohte Messwerte in allen drei betrachteten Netzhautschichten. Das Diagramm
(Abbildung 15) stellt die Ergebnisse grafisch dar. Die Zunahme der CCaspase 3 mit
steigender Konzentration des applizierten LY-364947 ist in allen Netzhautschichten

auszumachen.
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Expression der CCaspase-3
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Abbildung 15: Expression der CCaspase 3 (a.u.) in drei Schichten der Retina.

Die Messwerte nehmen mit steigender LY-Konzentration in allen drei Schichten zu (n=6 je
Konzentrationsgruppe). Die Indikatorlinien zeigen die jeweilige Standardabweichung an.

In den Tabellen 2 bis 4 sind die jeweiligen Mittelwerte der sechs Praparate (n=6), die
Standardabweichung (SD), die p-Werte aus dem t-Test und die 95 %

Konfidenzintervalle fiir alle Konzentrationsgruppen zusammengefasst.

Kontrollgruppe 20 pM LY- 50 pM LY- 100 pM LY-
(SD)| 364947 (SD)| 364947 (SD) 364947 (SD)

AuBere 1,84 (a.u.) 2,20 (a.u.) 2,33 (a.u.) 2,68 (a.u.)
Kornerzellschicht (0,45) (0,32) (0,24) (0,33)
p-Wert 0,1717 0,0568 0,0071

95 % Konfidenzintervall 1,478; 2,196 1,944; 2,452 2,134; 2,529 2,412;2.915

Tabelle 2: Ergebnisse nach Analyse der Expression der CCaspase 3 in der AuBeren Kérnerzellschicht.

Die Signifikanz wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test
bestimmt. Signifikanzniveau von a< 0,0167.

Kontrollgruppe 20 nM LY- 50 pM LY- 100 pM LY-
(SD)| 364947 (SD)| 364947 (SD) 364947 (SD)

. . 1,20 (a.u.) 1,56 (a.u.) 1,81 (a.u.) 1,82 (a.u.)
Innere Kornerzellschicht (0.30) (0.42) (0.32) (0.16)
p-Wert 0,1567 0,0114 0,0024

95 % Konfidenzintervall 0,962; 1,444 1,222; 1,888 1,555; 2,062 1,690; 1,944

Tabelle 3: Ergebnisse nach Analyse der Expression der CCaspase 3 in der Inneren Kdrnerzellschicht.

Die Signifikanz wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test
bestimmt. Signifikanzniveau von o< 0,0167.
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Kontrollgruppe 20 pM LY- 50 pM LY- 100 pM LY-

(SD) 364947 (SD) 364947 (SD) 364947 (SD)

Zellkerne der 1,17 (a.u.) 1,31 (a.u.) 1,75 (a.u.) 1,92 (a.u.)
Ganglienzellschicht (0,33) (0,15) (0,17) (0,12)
p-Wert 0,3885 0,0052 0,0006
95 % Konfidenzintervall 0,907; 1,428 1,193; 1,429 1,615; 1,892 1,834; 2,020

Tabelle 4: Ergebnisse nach Analyse der Expression der CCaspase 3 in den Zellkernen der
Ganglienzellschicht.

Die Signifikanz wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test
bestimmt. Signifikanzniveau von a< 0,0167.




34

4 Diskussion

Der Wirkstoff LY-364947 ist als TGF-B-I Rezeptor-Blocker in der Lage Proliferation
und Transdifferenzierung der RPE- und Miiller-Zellen zu unterbinden. Damit konnte
LY-364947 eine grofle Rolle in der Vorbeugung und Behandlung der proliferativen

Vitreoretinopathie spielen.

Die Studie wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, mogliche toxische Nebenwirkungen bei
der Applikation von LY-364947 auszuschlieBen. Nur wenn sich der Wirkstoff als
unbedenklich erweist, kann er fiir einen Einsatz in der klinischen Praxis in Erwdgung

gezogen werden.

4.1 Zur Methodik der elektrophysiologischen Untersuchung am ERG
Modell

Das Modell der isolierten und umstromten Netzhaut ist ein standardisiertes und
erprobtes Verfahren fiir Toxizitdtsbestimmungen von Wirkstoffen (Liike et al., 2005).
Hintergrund der Studie war der geplante Einsatz von LY-364947 als intraoperative
Eingabe im Rahmen einer Vitrektomie zur Vorbeugung einer PVR-Reaktion. Da bei
einer intraoperativen Medikamenteneinbringung der Wirkstoff direkt auf die Retina
gegeben wird, eignet sich das Modell der isolierten und umstromten Netzhaut in diesem
Fall besonders gut. Denn hier ist die Gefahr der Toxizitit in der neurosensorische
Netzhaut besonders gegeben und kann durch genaue Funktionsanalysen der isolierten
Netzhaut ausgeschlossen werden. AuBere Einfliisse werden durch das Modell der

isolierten und umstrémten Netzhaut minimiert (Sickel, 1966).

Die b-Welle ist der sensitivste Parameter im ERG und eignet sich zum Beurteilen der
zelluldren und funktionellen Eigenschaften der Netzhaut sehr gut. Da sowohl eine
Schadigung der Photorezeptorzellen als auch eine Schiadigung des hoheren neuronalen
Netzwerkes der Netzhaut Auswirkungen auf die Auspriagung der b-Welle haben, ist sie
als Funktionsparameter bei Wirkstoffexposition geeignet. Fiir eine genauere Aussage
iiber den Ort einer moglichen Schadigung gibt es die Mdglichkeit Folgeuntersuchungen
durchzufiihren, wie beispielsweise ERG-Ableitungen unter Zugabe von Aspartat zur

gezielten Analyse der a-Welle (Januschowski et al., 2014).
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Das Modell der isolierten und umstromten Netzhaut erlaubt nur eine eingeschriankte
Beurteilbarkeit der Langzeit-Toxizitét, da nur die unmittelbaren
Funktionseinschrankungen der Netzhaut aufgezeichnet wurden. Mogliche
Funktionseinschrankungen, welche erst 120 Minuten nach Applikation auftreten,
werden von dem Modell nicht erfasst. Auch eventuelle Defekte des Pigmentepithels
konnten mit den Versuchen nicht erkannt werden. Um Langzeitschidden vollstindig

auszuschlieen bedarf es weiterer Untersuchungen.

Alle Versuche wurden unter exakt den gleichen Voraussetzungen durchgefiihrt.
Umgebungsbedingungen der Netzhédute, wie Sauerstoffpartialdruck, Temperatur und
osmotischer Druck, wurden stets konstant gehalten, sodass Verdnderungen im ERG auf

das zu testende LY-364947 zuriick zu fuhren waren.

Fiir die Tatsache, dass Verdnderungen im ERG auf die Exposition mit LY-364947
zuriick zu fithren waren, spricht auch, dass die Absenkung der b-Welle zeitlich auf die
Zugabe des Wirkstoffes folgt. Die Annahme wird durch die Tatsache untermauert, dass

nach der Auswaschphase ein Riickgang auf Ausgangsniveau zu verzeichnen war.

Auch kann man davon ausgehen, dass es zu keiner Medikamenteninteraktion mit der
Perfusionslosung kam. Die Inhaltsstoffe der Perfusionslosung wurden empirisch durch
Sickel und Liike zusammengestellt und entsprachen der Zusammensetzung, in welcher
iiber den ldngsten Zeitraum konstante ERG-Ableitungen an bovinen Netzhduten zu
verzeichnen waren (Liike et al., 2005). Die Zugabe von LY-364947 erfolgte stets in so
geringen  Konzentrationen, dass keine signifikanten = Verdnderungen  der
Ionenverhéltnisse in der Perfusionslosung hervorgerufen wurden. LY-364947 war in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost. DMSO ist ein organisches Losungsmittel, welches in
Konzentrationen von <10 % als vollkommen unbedenklich einzuschitzen ist (Da
Violante et al., 2002). Auch wurde DMSO als Tréagersubstanz am Modell der isolierten
und umstromten Retina bereits auf Toxizitdt untersucht, wobei keine ERG-

Verianderungen festzustellen waren (Siapich et al., 2015).

Durch die anatomische und physiologische Ahnlichkeit der Netzhiute von Wirbeltieren
kann von einer hohen Ubereinstimmung bei medikamenten-induzierten ERG-
Verdnderungen ausgegangen werden. Das Versuchsmodell wurde zwar an
Froschnetzhduten entworfen, wurde jedoch auch fiir hohere Vertebratennetzhiute

etabliert (Hanitzsch and Dettmar, 1964; Haschke and Sickel, 1962). Aullerdem ist das
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Modell im hohen Malle standardisiert und im Vergleich mit in vivo Versuchen an

Tieren deutlich freier von duleren Einfliissen (Richter et al., 2009).

Das ERG ist ein geeignetes Instrument um die Netzhautfunktion zu evaluieren. Dabei
dhneln sich die ERGs (Ganzfeld-ERG, Flicker-ERG, Pattern-ERG, Multifokales ERG)
der Wirbeltiere beziiglich der Beurteilbarkeit der Netzhautfunktion. Somit ist eine
Vergleichbarkeit der physiologischen und pathologischen Einfliisse auf die Wirbeltier-
Netzhaut gewihrleistet (Frishman and Wang, 2011).

Auch wenn sich ein Wirkstoff im Modell der isolierten und umstromten Netzhaut als
toxisch unbedenklich erweist, sollte stets auch die Applikationsart betrachtet werden.
Komplikationen, welche durch die intraoperativen Eingabe entstehen, wurden in dieser
elektrophysiologischen und immunhistochemischen Toxizitdtsanalyse nicht erfasst.
Intraoperative Injektionen haben jedoch den Vorteil, dass die therapeutischen
Konzentrationen leicht und direkt lokal im Auge erreicht werden konnen. Systemische
Nebenwirkungen konnen so in weiten Teilen vermieden werden. Die Prézision und die
Reproduzierbarkeit des eingebrachten Volumens hidngen von der Groflie der

Injektionsnadel und der Erfahrung des Arztes ab (Meyer et al., 2015).

Eine individuelle Risiko-Nutzen-Abwidgung vor jeder Vitrektomie mit und ohne

intraoperativen Medikamenteneinbringung darf nicht ausbleiben.

4.2 Zur Methodik der histopathologischen und
immunhistochemischen Untersuchung

Die Funktion der Ganglienzellschicht wird durch das ERG-Modell nicht erfasst. Die
Ganglienzellschicht ist die erste Schicht, welche bei einer intravitrealen Injektion mit
dem Wirkstoff in Kontakt kommt, und sollte bei einer Toxizitdtsanalyse nicht
ausgelassen werden. Durch unsere histopathologischen und immunhistochemischen
Untersuchungen konnten wir die Funktionalitit und Vitalitit der Ganglienzellschicht

nach Wirkstoffexposition iiberpriifen.

Die histopathologische Untersuchung in Ubersichtsfirbung erlaubte erste Riickschliisse
auf toxische Auswirkungen von LY-364947. Dazu wurden die Strecken von
Ganglienzellschicht und Innere Plexiforme Schicht ausgemessen und ins Verhéltnis zur
Gesamtdicke der Retina gesetzt. Eine Verschmélerung der Ganglienzellschicht und
Inneren Plexiformen Schicht wire als Anzeichen fiir einen toxischen Gewebeschaden

zu bewerten gewesen (Kim et al.,, 2013). Leider erlaubte es die Schnittfithrung der
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Priparate nicht, immer an der exakt gleichen Stelle die Strecken auszumessen. Da die
Netzhaut je nach Lokalisation am Augenhintergrund unterschiedlich stark ist, ist ein
direkter Vergleich der Dicken von Ganglienzellschicht und Innerer Plexiformer Schicht
so nicht moglich. Aus diesem Grund wurden die ausgemessenen Strecken ins Verhéltnis
zur Gesamtdicke gestellt. Zugleich wurden bei jedem Priparat an zwei verschiedenen
Stellen die Verhéltnisse ausgemessen um eine groflere Stichprobe zu erhalten. Bei der
Ausmessung der Gesamtdicke der Retina wurde die Schicht der Stdbchen und Zapfen
ausgelassen, da sich diese Schicht als sehr fragil erwiesen hat und bei der Fixierung oft
Lasionen erlitt. Unter diesen angepassten Rahmenbedingungen ist der Vergleich der
Schichten realisierbar und auswertbar. Die Priifung auf Verschmilerung von

Ganglienzellschicht und Innerer Plexiformen Schicht ist somit durchaus zulédssig.

Ziel der immunhistochemischen Untersuchung war es Toxizitdt in Form von Apoptose
in den Netzhautschichten nachzuweisen bzw. auszuschlieBen. Die CCaspase 3 ist ein
spezifischer und sensitiver Indikator fiir Apoptose in Zellen. Andere Methoden
Apoptose in Zellen nachzuweisen wurden diskutiert und als nachrangig eingestuft. So
ist beispielsweise der Nachweis von fragmentierten DNA Strangen mittels TUNEL-
Technik (terminal-Desoxyribosyl-Transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling)
unspezifisch, da sie auch in nekrotischen Zellen vorkommen (Negoescu et al., 1996).
Viele andere Techniken zum Nachweis von Apoptose haben sich als ungeeignet fiir in

Paraffin eingebettete Gewebe erwiesen (Barrett et al., 2001).

Die Caspase 3 spielt als Effektorprotease im programmierten Zelltod eine zentrale
Rolle. Physiologisch besitzt sie eine Pradoméne, welche erst bei Aktivierung durch pra-
apoptotische Stimuli gespalten wird. Aus diesem Grund eignet sich der Nachweis der
Cleaved Caspase 3, also der gespaltenen Caspase 3, als ein eindeutiger und sensitiver
Indikator fiir Apoptose. Die kommerziell erhiltlichen Antikérper haben zudem den
Vorteil, dass sie eine hohe Kreuzreaktivitit mit den CCaspasen 3 der meisten Sdugetiere
haben und sich daher fiir Experimente mit beispielsweise bovinen oder menschlichen

Gewebe gut einsetzen lassen (Gown and Willingham, 2002).

Dennoch bleibt anzumerken, dass die Caspaseaktivitit in einzelnen Zellen sehr gering
sein kann. Daher sollten fiir die meisten Nachweisverfahren Zellextrakte aus vielen
Zellen gewonnen werden, oder, wie in dieser Arbeit beschriebenen Versuch, ganze

Gewebeschnitte verwendet werden (Luttmann et al., 2008).
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Moglicherweise funktionieren manche AntikOrper weniger gut in konservierten
Gewebeproben. Peptide oder andere Substrate konnen das Ergebnis verfilschen oder die
Spezifitit der Caspase zerstoren. Das Epitop der Cleaved Caspase 3 hat sich jedoch in
den meisten Zelltypen als ubiquitdr und hinreichend vorhanden erwiesen. Es ist ein sehr
niitzliches und suffizientes Hilfsmittel um Apoptose in konservierten Gewebeproben zu

detektieren und zu messen (Gown and Willingham, 2002).

4.3 Zum Wirkstoff LY-364947 und seiner Wirkungsweise

LY-364947 ist ein selektiver TGF-B-I Rezeptor-Blocker. Uber TFG-B werden viele
zelluldre Prozesse wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Absonderung
extrazelluldrer Matrix gesteuert. Eine intrazelluldre Kinase-Domidne des TGF-B-I
Rezeptors bewirkt die selektive Phosphorylierung der Zielstrukturen. Bei der
Inhibierung spielt eine Pyrazol Struktur von LY-364947 die entscheidende Rolle. Diese
Pyrazole verfiigen {iiber eine ATP-Bindungsstelle, iiber welche sie mit hoher

Bindungsenergie als ATP-kompetitiver Inhibitor wirken (Peng et al., 2005).

Im ERG-Versuch war auffillig, dass ein Abfall der b-Wellenamplitude erst mit einiger
Verzogerung nach Exposition von 50 und 100 uM LY-364947 zu verzeichnen war.
Auch die lokalen Minima fanden sich erst nach Expositionsende (nach 105-120
Minuten), sodass der erneute Anstieg der b-Wellenamplitude erst gegen Ende der
Auswaschphase erfolgte. Dies ist ungewohnlich fiir das ERG-Modell und war bei
vorangegangenen Toxizitdtsanalysen nicht so eindeutig (Liikke et al., 2006, 2009;
Ranjbar et al.,, 2014). Es ist unwahrscheinlich, dass dies an einer zu geringen
Perfusionsgeschwindigkeit lag. Im Perfusionssystem befanden sich bis zur
Perfusionskammer nicht mehr als 15 ml, sodass bei einer Perfusionsgeschwindigkeit
von 1 ml/min nach 15 Minuten die Netzhaut erreicht wurde. Auch die Tragersubstanz,
DMSO, kann nicht als Ursache fiir einen verzdgerten Wirkungseintritt infrage kommen.
Sie sorgt als nukleophiles und bipolares Losungsmittel fiir eine rasche Aufnahme in die
Zelle. Es kann eher angenommen werden, dass der verzogerte Effekt an der Struktur
und Wirkungsweise von LY-364947 als ATP-kompetitiver Blocker der TGF-3 Type I
receptor kinase liegt. Es muss untersucht werden, ob andere TGF-3 Rezeptor-Blocker

einen dhnlichen verzogerten Wirkungseintritt zeigen.
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4.4 Interpretation der Versuchsergebnisse zur Wirkung von LY-
364947

Wie die unter 1.5.1 und 1.5.2 beschriebene Studie zeigte, kann die intravitreale
Injektion von LY-364947 als TGF-B Rezeptor-Blocker einer proliferativen
Vitreoretinopathie und traktiven retinalen Ablésung (TRD) vorbeugen. Eine PVR ist die
Komplikation eines Reparaturprozesses in und auf der Netzhaut, bei welcher es zu
unerwiinschter epithelialer mesenchymaler Transformation mit Strang- und
Membranbildung kommt. Man kann davon ausgehen, dass TGF-B Rezeptoren eine
entscheidende Rolle in diesem Prozess spielen (Winkler and Hoerauf, 2011). Daher

wire eine Behandlung und Prophylaxe der PVR mit LY-364947 durchaus sinnvoll.

Die in der Einleitung unter 1.5.1 dargestellte Studie zeigte auch, dass bereits geringe
Konzentrationen von LY-364947 die PVR-Entstehung signifikant inhibieren. Daher
wurden fiir die Toxizitdtsuntersuchungen am Modell der isolierten und umstromten

Netzhaut LY-Konzentrationen von 20 uM, 50 uM und 100 uM gewihlt.

Die Versuche am ERG zeigten, dass es fiir die Konzentration von 20 uM zu keiner
signifikanten Minderung der b-Welle wihrend der Expositionsphase kam. Bei den
hoheren Konzentrationen von 50 und 100 uM war zwar nach Exposition ein
signifikanter Riickgang der Amplitudenhohe zu verzeichnen, allerdings kam es wiahrend
der Auswaschphase zu einer Regeneration der b-Welle. Aufgrund dieser Ergebnisse ist
die Applikation von bis zu 20 pM LY-364947 im Rahmen der Prdvention von

fibrosierenden Netzhauterkrankungen, wie der PVR, denkbar.

Die Ergebnisse der ERG-Versuche stimmen gréftenteils mit den histologischen und

immunhistologischen Versuchen iiberein:

Im Rahmen der histologischen Auswertung war fiir keine der untersuchten
Konzentrationsgruppen eine signifikante Minderungen der Ganglienzellschicht und
Inneren Plexiformen Schicht feststellbar. Eine Verschmilerung der Ganglienzellschicht
und Inneren Plexiformen Schicht wire als Anzeichen fiir einen toxischen
Gewebeschaden zu bewerten gewesen (Kim et al., 2013). Eine Verschmilerung nach
Exposition der oben genannten verschiedenen LY-Konzentrationen konnte mit den

Versuchen allerdings ausgeschlossen werden.

Die immunhistochemischen Versuche konnten veranschaulichen, dass eine Exposition

von 20 uM LY-364947 zu keiner signifikant verstidrkten Expression der CCaspase 3
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fiihrt. Dazu wurden die Schichten AuBere und Innere Kornerzellschicht und
Ganglienzellschicht untersucht. Bei Netzhduten, welche einer Applikation von 50 uM
LY-364947 ausgesetzt waren, konnte eine signifikant erh6hte Expression der CCaspase
3 in der Inneren Kornerzellschicht und in den Zellkernen der Ganglienzellschicht
gemessen werden. Die Retinas, welche einer Exposition von 100 uM LY-364947
ausgesetzt waren, hatten signifikant erhohte Messwerte in allen drei betrachteten
Netzhautschichten. Da die CCaspase 3 als Parameter fiir Apoptose zu bewerten ist
(Kumar, 2007; Tewari et al., 1995), kann davon ausgegangen werden, dass verstarkt
Apoptose durch die Applikation von 50 und 100 uM LY-364947 in den Zellkernen
stattgefunden hat. Dies deckt sich auch mit dem Riickgang der b-Wellenamplituden aus
den vorausgegangenen ERG-Versuchen. Hier war ebenso eine leichte
Funktionsminderung fiir die Konzentrationen von 50 und 100 uM LY-364947 wéhrend
der Exposition feststellbar, die sich allerdings gegen Ende der Auswaschphase wieder
regenerierte. Eine vollstindige Erholung der b-Welle auf Ausgangsniveau war im

vorgegebenen Zeitrahmen jedoch noch detektierbar.

Somit muss die a priori formulierte Nullhypothese (Ho) (,,Es gibt in allen hier
verwendeten Analysen keinen Unterschied zwischen den Retinas der Kontrollgruppe zu
den mit verschiedenen Konzentrationen von LY-364947 umspiilten Retinas.*)
verworfen werden. Lediglich fiir die Konzentration von 20 uM LY-364947 zeigte sich

in allen hier verwendeten Analysen kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe.

Allerdings wurden in den oben beschriebenen Versuchen die unmittelbaren Schiden
einer Anwendung des Wirkstoffes betrachtet. Mdgliche Schéden, die sich durch eine
haufige oder langfristige Anwendung ergeben konnten, konnten nicht erfasst werden.
Auch eventuelle Defekte des Pigmentepithels konnten mit den Versuchen nicht erkannt
werden. Um Langzeitschdden vollstindig auszuschlieBen bedarf es weiterer

Untersuchungen.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass die Applikation von 20 uM LY-364947 am
ehesten als unbedenklich eingestuft werden kann. Im ERG-Versuch konnte nach
Absetzen des Medikamentes auch fiir hohere Konzentrationen keine bleibende
Funktionsminderung in der oben beschriebenen Versuchsanordnung festgestellt werden.
Allerdings zeigten sich in der immunhistologischen Untersuchung verstirkt
apoptotische Zellkerne nach Exposition von 50 und 100 uM LY-364947, sodass eine

klinische Anwendung mit diesen Konzentrationen als kritisch zu bewerten ist. Da die
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vorausgegangene Studie gezeigt hat, dass auch niedrige Konzentrationen von LY-
364947 einen positiven Effekt in der Pravention der PVR haben (Nassar et al., 2014),
kann die intraoperative Applikation von 20 pM LY-364947 in der Therapie

proliferativer Netzhauterkrankungen in Betracht gezogen werden.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Der Blocker des TGF-B Rezeptors, LY-364947, scheint ein
vielversprechender Wirkstoff in der Prophylaxe der Entstehung der proliferativen
Vitreoretinopathie (PVR) zu sein. Voraussetzung fiir die intraokulare Applikation ist ein

Ausbleiben von toxischen Schaden auf die Netzhaut.

Methodik: Rindernetzhdute wurden isoliert und mit einer sauerstoffgesittigten
Perfusionslosung umspiilt. Nach Gabe eines Lichtreizes konnten {iiber Silber-
Silberchlorid-Elektroden Ableitungen des Elektroretinogramms (ERG) aufgezeichnet
werden. Verschiedene Konzentrationen von LY-364947 wurden liber 45 Minuten der
Perfusionslosung beigefiigt, gefolgt von einer 75miniitigen Auswaschphase. Die
Verdnderungen im ERG in Form von Amplitudensenkungen der b-Welle wurden
analysiert und ausgewertet. Desweiteren wurden die Netzhdute direkt im Anschluss an
die Auswaschphase fixiert und histologisch und immunhistochemisch (auf Expression

des Apoptose-Parameters CCaspase-3) untersucht.

Ergebnisse: Bei den Versuchen mit 20 uM LY-364947 wurden keine signifikanten
ERG-Verianderungen beobachtet. Nur fiir die Konzentration von 50 und 100 uM war
eine signifikante Reduktion der b-Welle zu verzeichnen, welche sich nach der
Auswaschphase allerdings wieder regenerierte. Histologisch ~waren keine
Netzhautverdnderungen zu finden. In der immunhistochemischen Untersuchung war
signifikant verstarkt Apoptose im Sinne einer erhhten CCaspase-3 Expression fiir die

Konzentrationen von 50 und 100 pM LY-364947 nachzuweisen.

Fazit: Die vorliegenden Untersuchungen konnten zeigen, dass die intraokulare
Applikation von 20 uM LY-364947 keine unmittelbaren Schéden auf die Netzhaut zu
induzieren vermag. Eine klinische intraoperative Anwendung von LY-364947 bis zu
einer Konzentration von 20 uM zur Priavention einer PVR-Entwicklung und anderen

proliferativen Netzhauterkrankungen kann in Betracht gezogen werden.
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Anhang

Anhang 1: Protokolle fiir die Herstellung der Losungen und Proben

Die gesamten Experimente und laborchemischen Verfahren wurden im Labor der
Augenklinik der Universitidt zu Liibeck unter der Laborleitung von Prof. Dr. med.

Matthias Liike durchgefiihrt.

Protokoll fiir die Herstellung von 4 Liter Perfusionslosung

Losung A:

2 1 Aqua tridest.

28,052 g NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, DE)
0,596 g KCI (Merck KGaA, Darmstadt, DE)
0,038 g MgCl, (Merck KGaA, Darmstadt, DE)
0,068 g CaCl, (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

Losung B:
= 21 Aqua tridest.
= (0,72 g NaH>POs4 (Fluka Analytical, Buchs, CH)
= 7,666 g NaHPO4 (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

» Beide Losungen autoklavieren und bei Raumtemperatur lagern. Unmittelbar vor
Versuch 1:1 vermischen unter Zugabe von 3,964 g Glucose (Merck KGaA,
Darmstadt, DE).

Protokoll fiir die Herstellung von 500 ml Fixierlosung nach Margo

Losung A: 2 % gepuffertes Formalin

= 236,48 ml Aqua dest.

= 1,055 g NaH,PO4 (Fluka Analytical, Buchs, CH)

= 1,715 g NaHPO4 (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

= 13,52 ml Formalin 37%ig (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)
Losung B: 2,5 % Glutaraldehyd

= 225 ml Aqua dest.

= 25 ml Glutaraldehyd 25 % (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

» Beide Losungen bei 4-8 °C lagern und vor Gebrauch 1:1 vermischen.
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Protokoll fiir die Einbettung in Paraffin

Entwésserung:

= 70 % Iso-Propylalk .: 3 x 30 Min
= 80 % Iso-Propylalk.: 30 Min
= 90 % Iso-Propylalk.: 30 Min
= 100 % Iso-Propylalk.: 3 x 30 Min

Einbettung:

» [so-Propylalk. / Paraplast 1:1: 1 - 2 Std.
» Paraplast I: iiber Nacht

= Paraplast II: 6 Std.

= Paraplast III: iiber Nacht

Iso-Propylalk: Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken, DE

Paraplast® Plus: Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, DE

Protokoll fiir die Entparaffinierung

>
>

Schnitte fiir 3 x 5 Min in Xylol (Mallinckrodt Baker BV, Deventer, NL)
Rehydrierung:

= 100 % Ethanol (BUFA GmbH & Co. KG, Oldenburg, DE): 2 x 5 Min
= 90 % Ethanol: 5 Min

* 80 % Ethanol: 4 Min

= 70 % Ethanol: 4 Min

= 50 % Ethanol: 4 Min

Wissern mit Aqua dest. fiir 5 Min

Protokoll fiir die HE-Farbung

>

YV V VYV V

Vorbehandlung/ Entparaftfinierung wie oben beschrieben

7 — 10 Min Hamalaun nach Mayer (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)

10 Min flieBend wéssern mit Leitungswasser

2 Min Aqua dest.

30 — 60 s Eosin (0,5 % wassrig + 1 Tropfen 100 % Essigsdure) (Merck KGaA,
Darmstadt, DE)

2 x 2 Min Aqua dest.
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» Entwisserung:
= 50 % Ethanol (BUFA GmbH & Co. KG, Oldenburg, DE): 2 Min
70 % Ethanol: 2 Min
80 % Ethanol: 5 Min
90 % Ethanol: 4 Min
100 % Ethanol: 3 x 5 Min
= Xylol (Mallinckrodt Baker BV, Deventer, NL): 3 x 5 Min
» Eindecken mit Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

Protokoll fiir die Vorbehandlung mit dem Natriumcitratpuffer

Citratpuffer:
= 11Aqua tridest.
= 2,94 g C¢Hs Na3;O7>~ (Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, DE)

» Objekttrager in Natriumcitratpuffer fiir 30 Min mit Reiskocher (MultiGourmet
FS20, BRAUN, Neu-Isenburg, DE)

» danach auf RT abkiihlen

» pH von 6,0 mit 1 mM HCL (Merck KGaA, Darmstadt, DE) einstellen, 0,5 ml
Tween 20 (Sigma- Aldrich GmbH, Miinchen, DE) dazu geben

» autoklavieren und bei 4 — 8 °C lagern

Protokoll fiir die phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

= 11Aqua tridest.

= 80 g NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

= 2 g KCl (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

= 11,5 g NaaHPO4 (Merck KGaA, Darmstadt, DE)
= 2 g KHy2PO4 (Fluka Analytical, Buchs, CH)

» Losung autoklavieren und bei 4 — 8 °C lagern. Vor Anwendung 10fach verdiinnen

Protokoll fiir 200 ml iFISH Blocking Buffer

= 1,7892 g KCI (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

0,2338 g NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

2 ml 0,5 M EDTA (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)

2 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,5 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)



Anhang 52

= 200 pul 0,1 % Triton X-100 (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE)
" 6 g3 % Bovines Serumalbumin (Biocat GmbH, Heidelberg, DE)
= 160 ml Aqua tridest.

» mnach dem Losen steril filtrieren mit 0.22 pm Syringe Filter (Sartorius AG,
Gottingen, DE)

Protokoll fiir die Eindeckung mit Mowiol

" 6,4 g Mowiol® 4 — 88 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)
= 16 g Glycerol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)

> 1 Std bei RT rithren

Y

16 ml Aqua tridest. hinzufiigen, weiter 1 Std bei RT riihren

32 ml 0,2 M Tris- HCI (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE), pH 8,5, dazu geben, 2
Std bei 50 °C riihren

tiber Nacht bei RT riithren

A\

15 Min bei 5000 g zentrifugieren

Uberstand aliquotieren zu je 1,5 ml

YV V VYV V

Sediment verwerfen
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Anhang 2: Auflistung der verwendeten Materialien und Software

Reagenzien
und Chemikalien

Anti Rabbit Caspase 3 EPITOMICS®, Burlingame,
California, USA

Anti Rabbit IgG Cy 3 DIANOVA GmbH, Hamburg,
DE

Aqua tridest Herstellung im Haus mithilfe

eines Bidestillators (Heraeus
Quarzglas GmbH & Co. KG,
Hanau, DE)

Bovines Serumalbumin

Biocat GmbH, Heidelberg, DE

CaCl, Merck KGaA, Darmstadt, DE
CeHs NasO7*~ Sigma-Aldrich GmbH,
Miinchen, DE

DAPI (4’,6-Diamidino-2-
Phenylindol, Dihydrochlorid)

Invitrogen, Darmstadt, DE

EDTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Entellan Merck KGaA, Darmstadt, DE

Essigsdure Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ethanol BUFA GmbH & Co. KG,
Oldenburg, DE

Formalin 37%ig Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Glucose Merck KGaA, Darmstadt, DE

Glutaraldehyd 25 %

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Glycerol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Héamalaun nach Mayer

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

HCL

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Iso-Propylalk

Otto Fischar GmbH & Co. KG,
Saarbriicken, DE

KCI

Merck KGaA, Darmstadt, DE

KH:PO,

Fluka Analytical, Buchs, CH

LY-364947 (L6289)

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

MgCl,

Merck KGaA, Darmstadt, DE
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Mowiol® 4 — 88

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

NaCl Merck KGaA, Darmstadt, DE
Na,HPO4 Merck KGaA, Darmstadt, DE
NaH,PO4 Fluka Analytical, Buchs, CH
NaHPO4 Merck KGaA, Darmstadt, DE
Paraplast® Plus Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Nussloch, DE
Sauerstoff AIR LIQUIDE Deutschland

GmbH, Diisseldorf, DE

Tris-HCL, pH 7,5

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Triton X-100

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, DE

Tween 20 Sigma- Aldrich GmbH,
Miinchen, DE
Xylol Mallinckrodt Baker BV,
Deventer, NL
Instrumente Abzug Captair Filtersysteme GmbH,

und Laborgeriite

Diisseldorf, DE

A/D Wandler (NI USB- 6221)

National Instruments, Austin,
TX, USA

Autoklav DX-23

Systec GmbH, Linden, DE

Destamat®

Heraeus Quarzglas GmbH & Co.
KG, Hanau, DE

Feinwaage (BP 121 S)

Sartorius AG, Gottingen, DE

Fluoreszenzkamera Leica, Wetzlar, DE
(Leica DFC 350 FX)
Fluoreszenzmikroskop Leica, Wetzlar, DE
(Leica DMI 6000 B)

Grass CP 511 Verstarker

Sharp K.K. Corporation, Osaka,
JPN

Kiihlschrank -20°C

Liebherr International GmbH,
Bierbach, DE

Kiihlschrank 4°C

Liebherr International GmbH,
Bierbach, DE
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Labor Mixer (RS 2)

Werner Hasse GmbH, Liibeck,
DE

Laborwaage (Satorius portable)

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Magnetriihrer

MR 3002; Heidolph, Schwabach,
DE

Mikropipette 0,5-10 ul

Eppendorf Research (einstellbare
Volumina), Wesseling-Berzdorf,
DE

Mikropipette 10-100 ul

Eppendorf Research (einstellbare
Volumina), Wesseling-Berzdorf,
DE

Mikropipette 100-1000 ul

Eppendorf Research (einstellbare
Volumina), Wesseling-Berzdorf,
DE

Mikrozentrifuge mit Vortex

NeoLab, Ortenberg, DE

Reiskocher MultiGourmet FS20, BRAUN,
Neu-Isenburg, DE

Riihrer (MR 3001) Heildorph GmbH und Co KG,
DE

Schiittler (Unimax 2010) Heildorph GmbH und Co KG,
DE

Senkrechtmikrotom

Leica RM2165, Wetzlar, DE

Zentrifuge, ,,benchtop*

Heraeus, Kleinostheim, DE

Verbrauchsmaterialien Aluminiumfolie

Lab logistics group,
Meckenheim, DE

Deckgléser

Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig, DE

“Low protein binding”
Mikropipette-Spitzen, 0.1-10 pl

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

“Low protein binding”
Mikropipette-Spitzen, 10-100 pl

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

“Low protein binding”
Mikropipette-Spitzen, 100-1000
ul

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Objekttrager

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

96-Well Platte

Falcon® 96-Well Cell Culture
Plates, Sigma-Aldrich, Miinchen,
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DE
Bildverarbeitung Leica AF 6000, Wetzlar, DE
Bildauswertung Leica Application Suite LAS

Software, Wetzlar, DE

Image J (Image Processing and
Analysis in Java), National
Institute of Mental Health,
Bethesda (MD), USA

Elektrophysiologische

DASYLab Professional Version

Datenverarbeitung 10.0.0, National Instruments,
Austin (TX), USA
Schaubilderstellung Microsoft Office Word 2013,

Microsoft Corporation,
Redmond (WA), USA

Statistische Auswertung

Microsoft Office Excel 2013,
Microsoft Corporation,
Redmond (WA), USA
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Anhang 3: Box-and-Whisker-Plots

Abbildung 16: Box-and-Whisker-Plots  zur
o7 N graphischen Darstellung der Messergebnisse
o : aus der histopathologischen Analyse.
|
|
0.6 -
£ : — -
£ o085 | — L
5 A
=
0.5
L I !
0.45 I | |
- il - :
0.4 |
o
£ a a 4
1 Kontroligruppe 220pMLY 350uMLY 4100 M LY
) Mezswarte der Kontrollgruppe. ) Magawaie der Grupps I0 gl LY
S . - = et} : -
|
Ba} T i)
! \ .
b 28 )
k] ; 18
x| Tl
!
18 :
£ [ g 22
E (¥ ] i- i E
R — i
| . 18
LE b
i
| ]
b l-i e . ' ey .
&l 12
. : 5 : : .
1 Aullers KomnermBschicht 2 Innero K rmerzefischichl § Ganghanzetichichl 1 Aullore Koenormischichl 2 Innor Komerzellschichl 3 Ganglenzalisc hichl
Masswerts der Gruppe 50 ph LY ~ Mosawerio der Gruppe 100 pM LY
8t 1 | [
33 ' ! 28
- ]
E s i |
H -l | [ ] [
= — 1 = [
1A} i =
14 . '
14 —E -
15 = - - -
i 2 | 1 Z 3
1 Auore Kimaranbathai 2 inmere Koz elschich! 3 Gangisnealiachahl 1 Aullore KomerzeBschicht 2 innore Komarseischicht 3 Gangsencolischicht

Abbildung 17: Box-and-Whisker-Plots zur graphischen Darstellung der Messergebnisse (a.u.) aus der
immunhistochemischen Analyse.

Nach Erhebung der histologischen und immunhistochemischen Daten wurden Box-and-

Whisker-Plots erstellt. Die Box wird durch das 25 %- und das 75 %-Quantil begrenzt.

Der Median ist in der Mitte mit einer waagerechten roten Linie eingezeichnet. Die

Whiskers zeigen den niedrigsten und hochsten Messwert an. Ausreifler sind mit einem
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roten Plus-Zeichen gekennzeichnet. Als Ausreiler wurden Messwerte gesehen, welche

mehr als 1,5 Quartilenabstand vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt liegen.

Box-and-Whisker-Plots geben einen graphischen Uberblick iiber die Symmetrie der
Verteilungen. Aufgrund der vorliegenden Verteilung im histopathologischen und
immunohistochemischen Versuch (siche Abbildung 16 und Abbildung 17) kann von

einer Normalverteilung ausgegangen werden.
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