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1 Einleitung
Zur Entwicklung eines Hirnddems kann es bei vielen neurologischen Erkrankungen,

wie z. B. Schadel-Hirn-Traumata, Hirntumoren oder Hirninfarkten kommen. Das
retinale Aquivalent des Hirnddems ist das Makuladdem, das in Folge verschiedener
retinaler Erkrankungen wie z. B. im Rahmen eines Diabetes mellitus auftreten kann.
Sowohl eine extrazellulare Flussigkeitsansammlung (GASS et al. 1985) als auch ein
Schwellen der retinalen Gliazellen (YANOFF et al. 1984) tragen zur Entstehung
eines Makuladdems bei. Das Schwellen von Gliazellen ist somit eine Ursache der
Odembildung im zentralen Nervensystem. Jedoch ist der zelluldre Mechanismus der
Gliazellschwellung bis heute nicht aufgeklart.

Wie gezeigt wurde (PANNICKE et al. 2004), schwellen die Zellkorper der
Mdallerzellen in der postischamischen Retina, wenn sie einem hypoosmolaren
Medium ausgesetzt werden. Nach einer temporaren Ischamie besitzen die Gliazellen
eine verminderte K'-Leitfahigkeit, die durch eine schwachere Expression ihres
Kir4.1-Proteins im Bereich der BlutgefaRe und des Glaskorpers erklart wird. Im
Unterschied dazu bleibt die Expression der Aquaporin-4-Wasserkanale (AQP4) nach
einer temporaren Ischamie weitestgehend unverdndert. Die verminderte K'-
Leitfahigkeit verhindert die Abgabe von intrazellular akkumulierten K*-lonen ins Blut
oder den Glaskérper. Durch die erhéhte intrazelluldre K*-Konzentration kommt es zu
einem osmotisch getriebenen Wasserstrom in die Zellen

Die Hypothese, dass eine verminderte K'-Leitfahigkeit zu einem verdnderten
Schwellungsverhalten der Gliazellen fiihrt, konnte durch die Blockierung von K-
Kanalen in der gesunden Retina bestatigt werden. Die Mdullerzellen der
Kontrolinetzhdute schwollen in der Anwesenheit von Ba®, sobald sie einer
hypotonen Ldsung ausgesetzt wurden (PANNICKE et al. 2004).

Auch neuroaktive Substanzen besitzen das Potenzial, das Schwellungsverhalten
retinaler Gliazellen zu regulieren. So ist bekannt, dass der Neurotransmitter Dopamin
das Schwellen der Mullerzellsomata in hypoosmolarem Medium verhindern kann
(PANNICKE et al. 2004). Eine weitere neuroaktive Substanz ist Neuropeptid Y
(NPY), welches im ZNS der Saugetiere weit verbreitet und das am haufigsten
vorkommende Neuropeptid im Gehirn ist (DUMONT et al. 1992).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einflul von NPY auf das Schwellungsverhalten
der Mullerzellen der Ratte in hypoosmolarem Medium untersucht. Dazu waren die

folgenden Arbeitsschritte notwendig: In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob
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NPY Uberhaupt einen EinfluR auf das Schwellungsverhalten der Mdillerzellen hat.
Falls eine solche Wechselwirkung zu beobachten ware, sollten in einem zweiten
Schritt der involvierte Rezeptortyp und die durch NPY aktivierten Signalwege

charakterisiert werden.
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2 Literaturubersicht

2.1 Die Retina

Die Retina ist als Teil des Gehirns zu bezeichnen, da sie wahrend der

Embryonalentwicklung aus einer Ausstlulpung des Zwischenhirnbodens entsteht. Die
Retina bietet gegenuber anderen Teilen des Zentralen Nervensystems (ZNS) den
Vorteil, dass sie einfach zuganglich und ihre Organisation weitgehend bekannt ist.
Aulerdem werden die glialen Aufgaben neben den Astrozyten fast ausschlieRlich
von einem Zelltyp, den Madllerzellen, wahrgenommen. Zur Untersuchung glialer
Aufgaben kann die Retina daher als Modellsystem fir das Gehirn genutzt werden
(REICHENBACH 1999, VON ENGELHARDT u. BREVES 2005, SCHNORR u.
KRESSIN 2006). Das Nervengewebe ist aus Neuronen und Gliazellen aufgebaut.
Gliazellen sind bedeutsame Partnerzellen der Nervenzellen, die als
hochspezialisierte Zellformen so weit differenziert sind, dass sie nicht mehr in der
Lage sind, sich eigenstandig stoffwechselaktiv zu versorgen. Im ZNS findet man
unterschiedliche Gliazellformen. Die Astrozyten sind grol3e, zur Phagocytose
befahigte Zellen, die mit ihren zahlreichen Fortsatzen mit Nervenzellen und
BlutgefalRen in Verbindung stehen und damit den Stoffaustausch zwischen den
Nervenzellen und dem umliegenden Gewebe bzw. den Blutgefal’en regulieren.
Desweiteren bilden die Astrozyten die Gliagrenzmembran, die das Hirngewebe an
der Oberflache gegen die Hirnhdute und um die BlutgefaBe abgrenzt.
Oligodendrozyten sind kleine, gering verzweigte Zellen, die in der grauen Substanz
den Nervenzellen direkt anliegen und in der weillen Substanz Myelin bilden.
Hortega-Zellen (Mikroglia) sind zur Phagocytose befahigte, mobile und kleine Zellen,
die buschelartige, kleine Fortsatze besitzen und im Gegensatz zu den anderen
Gliaformen nicht vom Ektoderm, sondern vom Mesoderm abstammen (LIEBICH et

al. 2003). Zu den wichtigsten Aufgaben der Gliazellen gehoéren folgende:

e Ubernahme metabolischer Aufgaben fiir die Nervenzellen,

e Regulation des Stoffaustausches zwischen Nervenzellen und Kapillaren,

e Stutzfunktionen und damit Organisation und raumliche Trennung der Neurone,
e Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke,

e Modulation der neuronalen Aktivitat,



4 Literaturtbersicht

e extrazellulare Homdostase (REICHENBACH 1999, LIEBICH et al. 2003, VON
ENGELHARDT u. BREVES 2005).

2.2 Die Mullerzelle

Die Mullerzelle durchspannt die gesamte Retina von der inneren zur aufleren

limitierenden Membran (MULLER 1851). Die Zellkorper der Mllerzellen liegen in der
inneren Kdrnerschicht (INL; Abb. 3B, Seite 22). Damit bilden sie die Grundlage flr
die strukturelle Organisation der Retina. Neben diesen passiven Eigenschaften sind
Mdallerzellen auch aktiv an der visuellen Informationsverarbeitung beteiligt. So
konnen die Gliazellen der Retina die neuronale Aktivitat modulieren (NEWMAN wu.
REICHENBACH 1996). Dies geschieht beispielsweise durch das Recycling von
Neurotransmittern (LINSER et al. 1984, NEWMAN u. REICHENBACH 1996) und die
Aufrechterhaltung der  extrazellularen  KaliumhomoOostase (NEWMAN  wu.
REICHENBACH 1996, REICHENBACH 1999). Mullerzellen nehmen z. B. Glutamat
(EHINGER 1977, BREW u. ATTWELL 1987) oder y-Aminobuttersaure (GABA;
EHINGER 1977) auf, und setzen - nach Umwandlung mittels ihrer
Glutaminsynthetase — Glutamin frei. Diese Leistungen der Miullerzellen schaffen
damit die besten Bedingungen fur die visuelle Informationsverarbeitung. Allerdings
fuhren auch gliale Calciumwellen zu einer Modulation der elektrischen Aktivitat von
Neuronen (NEWMAN u. ZAHS 1997, NEWMAN 2001). Neben diesen Funktionen
sind Mdllerzellen auch zur Aufrechterhaltung des neuronalen Metabolismus
notwendig. Sie versorgen die Nervenzellen mit trophischen Substanzen, z. B. mit
Laktat fur den neuronalen Citratzyklus (REICHENBACH 1999). AulRerdem schitzen
sie das neuroretinale Gewebe vor oxidativem Stress durch einen hohen Anteil an
Glutathion (REICHENBACH 1999).

Um diese vielfaltigen Funktionen zeitlich und raumlich koordiniert erfullen zu kénnen,
mussen Mullerzellen sowohl Signale aufnehmen als auch Signale abgeben bzw.
weiterleiten kdnnen. Dazu exprimieren Mullerzellen Rezeptoren fur unterschiedliche
Transmitter, z. B. verschiedene Glutamatrezeptorsubtypen (SCHWARTZ 1993;
WAKAKURA u. YAMAMOTO 1994, VANDENBRANDEN et al. 2000), purinerge
Rezeptoren (LIU u. WAKAKURA 1998, PANNICKE et al. 2000) oder auch GABA-
Rezeptoren (MALCHOW et al. 1989, REICHELT et al. 1996). Aullerdem werden
intrazellulare Calciumwellen, die sich innerhalb einzelner Gliazellen sowie im glialen

Netzwerk ausbreiten kdnnen, als extraneuronaler Signalweg diskutiert.
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2.3 Das Hirn- bzw. Netzhautddem

Bei primaren Erkrankungen des Gehirns, wie z. B. einem Schlaganfall, Schadel-Hirn-
Verletzungen (KIMELBERG 1995) oder Hirntumoren (PAPADOPOQULOS et al. 2001)
kann ein Hirnddem auftreten. Auch bei Erkrankungen, die sekundar das Gehirn
betreffen, wie z. B. einer Sepsis (PAPADOPOULOS et al. 2000) oder einem
portosystemischen Shunt (BLEl u. LARSEN 1999, KRAFT u. HIRSCHBERGER
2000) kann es zur Ausbildung eines Gehirnddems kommen. Das Schwellen des
Gehirns erhoht den intracranialen Druck, was die Gefal3perfusion beeintrachtigt und
zur Ischamie des Gehirns, Herniation und Tod fihren kann (PAPADOPOULOQOS et al.
2002).

Nach KLATZO (1967) unterscheidet man zwei Typen von Odemen: die vasogenen
(extrazellularen) Odeme und die cytotoxischen (intrazelluldren) Odeme. Ein
vasogenes Odem entsteht, wenn die Blut-Hirn-Schranke durchlassig wird und damit
der Einstrom von Plasmaflissigkeit in das Hirngewebe ermdglicht wird (KIMELBERG
1995, PAPADOPOULOS et al. 2001). Dadurch kommt es zu extrazellularen
Flussigkeitsansammlungen. Auch Hirnédeme, die sich im Rahmen eines Hirntumors
bilden, zdhlen zu den vasogenen Odemen (PAPADOPOULOS et al. 2001).
Cytotoxische (intrazellulare) Odeme bilden sich aus einer intrazellularen
Wasserakkumulation, die z. B. im Rahmen einer Wasserintoxikation oder nach einem
Schlaganfall auftreten kann. Die Astrozyten sind die Zellen im ZNS, die nach einem
Trauma oder einer Ischamie am ehesten schwellen (KIMELBERG 1992), wobei vor
allem ihre Endfifle an GréRe zunehmen (FINE u. BRUCKER 1981, YANOFF et al.
1984).

Vergleichbar mit dem Hirnddem tritt im Auge das Makuladdem auf. An der
Pathogenese des Makuladdems sind ischamisch-hypoxische (TSO 1982, YANOFF
et al. 1984), vasogene (GASS et al. 1985) wie auch cytotoxische Mechanismen
(YANOFF et al. 1984) beteiligt. Eine Form des Makulabdems ist das zystoide
Makuladdem. Die dabei entstehenden groRen Zysten in den inneren nuklearen und
ausseren plexiformen Schichten der Makula reprasentieren vermutlich stark
geschwollene, absterbende Mdllerzellen (FINE u. BRUCKER 1981, YANOFF et al.
1984). In Folge eines Makulabdems kommt es zur Degeneration der
Photorezeptorenzellen und anderer Neurone der Netzhaut (TSO 1982). Dies
wiederum fuhrt zu Heilungskomplikationen bei verschiedenen Erkrankungen der

Netzhaut, wie z. B. der diabetischen Retinopathie.
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2.4 Retinale Homdostase

Neuronale Aktivitat ist stets von einem Anstieg der extrazellularen K*-Konzentration
([K'le) begleitet. Fir eine reibungslose neuronale Informationsverarbeitung sind
jedoch konstante lonenkonzentrationsgradienten unbedingt notwendig. Die
Millerzellen tragen zur Homdostase der [K']e bei, indem sie Uber sogenannte
einwarts gleichrichtende (,inwardly rectifying*, Ki;) K*-Kanale K" aufnehmen, und die
Uberschiissigen K'-lonen ins Blut und den Glaskérper abgeben (NEWMAN u.
REICHENBACH 1996, REICHENBACH 1999). Die Mudllerzellen exprimieren
verschiedene Typen von Ki-Kanalen (RAAP et al. 2002), wobei das K4.1-Protein
vorwiegend an den Membranen exprimiert wird, die in Nachbarschaft zu Blutgefalen
bzw. zum Glaskérper liegen (NAGELHUS et al. 1999, KOFUJI et al. 2000). Neben K*
wird auch die Konzentrationen anderer lonen und Moleklle im Extrazellularraum
durch mullerzellabhangige Mechanismen kontrolliert, wie z. B. die Regulation des
pH-Wertes oder die extrazellulare Cl'-Konzentration (LINSER et al. 1984, NEWMAN
1994).

Als Folge des hohen Energiebedarfs der Nervenzellen fallt in der Retina sehr viel
Wasser an. Zum Einen wird es im Zuge der Aufnahme von Glukose aus dem Blut
osmotisch mit in das Gewebe gezogen. Zum Anderen erfordert die neuronale
Aktivitat einen hohen Energieaufwand, der infolge der oxidativen ATP-Synthese eine
hohe intrazellulare Wasserakkumulation verursacht (KANDEL et al. 1996). Jedoch
muss aufgrund der Blut-Retina-Schranke, die eine Barriere flr gro3e Molekile
darstellt, der groRte Teil des Wassers durch transzellularen Transport ins Blut bzw.
den Glaskorper abgegeben werden. In der gesunden Retina werden die inneren
Schichten [innere limitierende Membran (ILM) bis duRere plexiforme Schicht (OPL)]
der Retina von den Mullerzellen dehydriert (BRINGMANN et al. 2004).
Wasserkanale, sogenannte Aquaporine (AQP), sind entscheidend an der Regulation
des Wasser- und lonenhaushaltes beteiligt (VERKMAN 2003), wobei die Mullerzellen
besonders Aquaporin-4-Molekule (AQP4) in ihrer Membran exprimieren (VENERO et
al. 2001, BADAUT et al. 2002, NICO et al. 2002). Das gleichzeitige Auftreten von
Ki1.4 und AQP an Membranen der Millerzellen, die den BlutgefaRen und dem
Glaskorper zugewandt sind, lassen vermuten, dass die Regulation des
Wasserhaushaltes in der Retina durch die Millerzellen mit der des K'-Haushaltes
verbunden ist (NAGELHUS et al. 1999).
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AQP sind aus Proteinen gebildete Poren in Membranen, die fur Wasser durchlassig
sind. Sie bilden eine Familie von verwandten wassertransportierenden Proteinen, die
erst in den letzten Jahren entdeckt wurde (KING u. AGRE 1996, ECHEVARRIA u.
ILUNDAIN 1998, VERKMAN u. MITRA 2000). Bis heute konnten 13 verschiedene
AQPs nachgewiesen werden (VERKMAN u. MITRA 2000), die funktionell in zwei
Gruppen eingeteilt werden konnen (PAPADOPOULOQOS et al. 2002). AQP1, AQP2,
AQP4, AQP5 und AQPS8 sind hauptsachlich fir Wasser permeabel, wahrend AQP3,
AQP6, AQP7 wund AQP9 auch fur groRere Moleklle durchlassig sind
(PAPADOPOQULOS et al. 2002). Phanotyp-Studien an transgenen Mausen zeigen,
dass die AQPs eine wichtige Rolle im Flussigkeitshaushalt der unterschiedlichsten
Geweben spielen (VERKMAN et al. 2000, VERKMAN u. MITRA 2000), indem sie
abhangig vom osmotischen Gradienten und vom hydrostatischen Druck
Wasserstrome sowohl von extra- nach intrazellular als auch in umgekehrter Richtung
vermitteln konnen.

AQP1 und AQP4 sind die vorherrschenden AQPs im Gehirn. Im Gehirn der Ratte ist
AQP1 an den Zellen des Plexus choroideus lokalisiert (HASEGAWA et al. 1993,
MASSEGUIN et al. 2000), wahrend die AQP4 an den EndfuRen der Astrozyten zu
finden sind, die benachbart zu Blutgefalien liegen (NIELSEN et al. 1997, RASH et al.
1998). Bis heute konnten in der Retina AQP1 und AQP4 nachgewiesen werden
(PATIL et al. 1997). AQP1 wird vorherrschend von den Zellen in der auf3eren Retina,
den Photorezeptoren, aber auch von Miullerzellen exprimiert (NAGELHUS et al.
1998, KIM et al. 2002). Vergleichbar mit der Expression im ZNS wird AQP4 von den
Mdallerzellen an den Membrandomanen, die benachbart zu Blutgefal’en liegen, an
Membranen, die dem Glaskorper zugewandt sind und im perisynaptischen Gewebe
exprimiert (FRIGERI et al. 1995, PATIL et al. 1997, NAGELHUS et al. 1998).

2.5 Hypotone Schwellung von Miillerzellen

Das Schwellen von Gliazellen ist ein wesentlicher Grund fur die Ausbildung eines
Odems in Gehirn und Retina. Der zugrundeliegende zelluldre Mechanismus ist
jedoch bis heute nicht bekannt. PANNICKE et al. (2004) zeigten, dass Gliazellen der
postischamischen Retina der Ratte, nicht aber jene der gesunden Retina, in
hypoosmolarem Medium schwellen. AuRerdem wurde gezeigt, dass die Gliazellen
der gesunden Retina schwellen, wenn ihre K*-Kanale blockiert werden. Nach einer

temporéaren Ischamie regulieren die Gliazellen ihre K'-Leitfahigkeit und die
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Expression des Ki4.1-Proteins an den Grenzflachen zu den Blutgefalen und dem
Glaskorper stark herab. Im Gegensatz dazu bleibt die Expression der glialen AQP4-
Wasserkanale nach einer Ischamie weitestgehend unverandert. Zum Schwellen von
Gliazellen in der postischamischen Retina wurde folgender Mechanismus
vorgeschlagen: eine Herunterregulation der K'-Leitfahigkeit der Mullerzellen
verhindert die Abgabe von K'-lonen in den Glaskérper oder das Blut. Da die
Kaliumaufnahme durch K;2.1 Kanale unverandert bzw. nur schwach reduziert ist,
kommt es zu einer intrazellularen Akkumulation von K* und damit zu einer erhéhten
intrazellularen K'-Konzentration. Dies verursacht einen osmotisch getriebenen
Wasserstrom in die Zellen, der durch AQP4 vermittelt wird.

Es wurde beobachtet, dass Dopamin das Schwellen der Miullerzellen der
postischamischen Netzhaut in hypoosmolarem Medium hemmen kann (PANNICKE
et al. 2004). Dies ist ein Hinweis auf eine mogliche Regulation des

Schwellungsverhaltens durch Neurotransmitter.

2.6 Neurotransmitter der Retina

Da im Rahmen dieser Arbeit die mdgliche Wirkung von NPY auf das Schwellen der
Mullerzellsomata in hypoosmolarem Medium untersucht wurde, soll an dieser Stelle
eine Auswahl an Neurotransmittern und deren Rezeptoren der Retina vorgestellt
werden.

In der Retina konnte bis heute eine Vielzahl von Rezeptoren fur Neurotransmitter
nachgewiesen werden, an den Mullerzellen die Expression verschiedenster
Rezeptoren fur Neurotransmitter, wie z. B. Rezeptoren fur Glutamat (SCHWARTZ
1993, WAKAKURA u. YAMAMOTO 1994, PURO u. STUENKEL 1995), y-
Aminobuttersaure (GABA; MALCHOW et al. 1989, REICHELT 1996) oder auch
Dopamin (REICHENBACH 1999).

Glutamat ist der am haufigsten vorkommende exzitatorische Neurotransmitter im
ZNS. In der Retina ist Glutamat der erregende Transmitter fur die
LVvorwartsschaltung“ der Signale von den Photorezeptoren an die Neurone hdherer
Ordnung (MASSEY u. MILLER 1988, MASSEY 1990).

Der klassische hemmende Neurotransmitter GABA ist der hauptsachliche
Neurotransmitter der lateralen Hemmung und tritt in den Amakrinzellen und in den
Horizontalzellen auf (MARC 1994). Die Amakrinzellen, die nicht GABAerg sind,
nutzen Glycin als hemmenden Transmitter (MARC 1994).
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Auch Dopamin, das eine Rolle in der Regulation der Funktionsumstellung bei der
Hell- bzw. Dunkeladaptation spielt, ist in den Amakrinzellen zu finden (KRAMER
1971). Der schnelle exzitatorische Transmitter des peripheren Nervensystems
Acetylcholin (ACh) tritt ebenso wie Serotonin [5-Hydroxytryptamin (5HT); VANEY
1986] in Amakrinzellen der Retina auf (FAMIGLIETTI JR. 1983; MASLAND u.
TAUCHI 1986).

Das Purinnukleosid Adenosin konnte mittels Autoradiographie und Immuno-
cytochemie in Zellkorpern der Amakrinzellen und der Ganglienzellschicht
nachgewiesen werden (BLAZYNSKI u. PEREZ 1991). Aullerdem treten in der
Ganglienzellschicht der Neurotransmitter Somatostatin (SAGAR 1987) und in den
Amakrinzellen die Substanz P (KOLB et al. 1995), der Corticotropin Releasing Faktor
sowie Neuropeptid Y (NPY) auf (MARSHAK 1989).

2.7 Neuropeptid Y
NPY, ein Peptid aus 36 Aminosauren, ist im Gehirn der Saugetiere weit verbreitet

und das am haufigsten vorkommende Neuropeptid im Gehirn (DUMONT et al. 1992).
NPY wurde zuerst aus Schweinehirn isoliert (TATEMOTO 1982, TATEMOTO et al.
1982) und gehoért zusammen mit den beiden Darmhormonen Peptid YY (PYY) und
dem Pankreatischen Polypeptid (PP) zur Familie der Pankreatischen Hormone. Zu

den bekanntesten zentral vermittelten Effekten von NPY gehdren

e Stimulation der Nahrungsaufnahme (CLARK et al. 1984, LEVINE u. MORLEY
1984),

e Beeinflussung der Thermogenese (LOPEZ-VALPUESTA et al. 1996),

e antikonvulsive Aktivitat (ERICKSON et al. 1996; KOPP et al. 1999) und

e Hemmung der Sedation (NAVEILHAN et al. 2001 [a]; NAVEILHAN et al.
2001[b]).

NPY beeinflusst aber auch den Tonus der Blutgefalle bzw. den Blutdruck. FRANCO-
CERECEDA u. LISKA (1998) zeigten, dass in sympathischen Nervenendigungen
lokalisiertes NPY zu einer Steigerung der Noradrenalin-vermittelten Vasokonstriktion
fuhrt, wohingegen zentral appliziertes NPY den arteriellen Blutdruck bei Ratten senkt
(MORTON et al. 1999). Es stellt sich darum die interessante Frage, ob NPY auch

das Schwellen der Mullerzellen beeinflusst.
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In der neurosensorischen Retina wird NPY in Folge von Lichteinstrahlung freigesetzt
(BRUUN et al. 1991) und stimuliert die Ca*-abhidngige Ausschiittung von
Neurotransmittern, wie z. B. Acetylcholin oder GABA (BRUUN u. EHINGER 1993). In
den Netzhauten verschiedener Saugetiere, darunter auch Mensch und Ratte, konnte
eine NPY-Immunreaktivitdt in Subpopulationen von Amakrinzellen nachgewiesen
werden (BRUUN et al. 1984, TORNQVIST u. EHINGER 1988, STRAZNICKY u.
HISCOCK 1989, HUTSLER et al. 1993). In der Retina der Krote zeigen auch
Mullerzellen eine NPY-Immunreaktivitat (ZHU u. GIBBINS 1996), wahrend die

Mullerzellen der Saugetiere anscheinend kein NPY-Protein exprimieren.

2.8 Neuropeptid Y-Rezeptorsubtypen

Funf Rezeptoren der Pankreatischen Familie wurden bis heute in Saugetieren
kloniert (Y1, Y2, Y4, Y5 und Y, Tab. 1; LUNDBERG et al. 1996, MUNGLANI et al.
1996, BALASUBRAMANIAM 1997, BLOMQVIST u. HERZOG 1997, MICHEL et al.
1998), aullerdem konnte der Ys-Rezeptor aufgrund pharmakologischer Ergebnisse
postuliert werden (BLOMQVIST u. HERZOG 1997). Die pharmakologische
Differenzierung dieser Rezeptoren erfolgte mittels unterschiedlicher Agonisten (Tab.
1). Wahrend NPY und Peptid YY (PYY) mit hoher Affinitdt an die Y4-, Y- und Ys-
Rezeptorsubtypen binden, bindet Pankreatisches Polypeptid (PP) mit hoher Affinitat
an den Ys-Rezeptorsubtyp (Tab. 1; MICHEL et al. 1998, CERDA-REVERTER u.
LARHAMMAR 2000). Nur Y+, Y2, Y4 und Y5 treten funktionell im Gewebe der Ratte
auf (EVA et al. 1990, YAN et al. 1996, BURKHOFF et al. 1998, Parker et al. 1998,
VOISIN et al. 2000).

Der Y1-Rezeptor ist der am besten untersuchte NPY-Rezeptorsubtyp und besitzt eine
SchlUsselrolle bei vielen der zentralen und peripheren Effekte von NPY (LUNDBERG
et al. 1996, BALASUBRAMANIAM 1997, BLOMQVIST u. HERZOG 1997). Er war
der erste Rezeptor der Pankreatischen Familie, der geklont werden konnte (EVA et
al. 1990, LARHAMMAR et al. 1992). Die meisten der vaskularen (GRUNDEMAR u.
EKELUND 1996, ZUKOWSKA-GROJEC et al. 1998, CAPURRO u. HUIDOBRO-
TORO 1999) und antinozizeptiven Effekte (ZHANG et al. 2000, NAVEILHAN et al.
2001 [c]) des NPY werden Uber den Y-Rezeptor vermittelt.

Auch werden die zentral hervorgerufenen vaskularen Wirkungen des NPY wie
Senkung des Blutdrucks und der Herzfrequenz hauptsachlich Gber den Y-Rezeptor
vermittelt (MORTON et al. 1999). Weitere zentrale Wirkungen, in die Y1-Rezeptoren
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involviert sind, sind Minderung von Angst und Depression (NAKAJIMA et al 1998,
KASK et al. 2001, REDROBE et al. 2002), Einfluss in die Nahrungsaufnahme
(CHENG et al. 1998, KASK et al. 1998, CORP et al. 2001) und Regulation des
Alkoholgenusses (KELLEY et al. 2001).

Tab. 1 (modifiziert nach BUSCHAUER et al. 2000)

Ubersicht iber die bisher geklonten NPY-Rezeptorsubtypen mit ihrer Differenzierung

mittels Agonisten und der von ihnen vermittelten Wirkung des NPY.

Rezeptor- | Differenzierung mittels Vermittelte Wirkung des NPY
subtyp Agonisten
Y4 NPY~PYY~[Leu®', Pro**INPY ZNS:
>NPY2-36>NPY3-36 - Nahrungsaufnahme !
>NPY>PP>NPY13-36 - Anxiolyse
- Sedierung
Peripherie:
- Vasokonstriktion
- Blutdruck !
Y2 NPY>NPY2-36~NPY 3-36~ prasynaptische Hemmung der
NPY13-36>>[Leu*’, Pro**|NPY Neurotransmitterfreisetzung
Y4 PP>PYY>NPY>NPY2-36 gastrointestinale und zentrale
Effekte
Ys NPY~PYY~NPY2-36>hPP> ZNS:
[D-Trp**INPY>NPY 13-36>rPP - antikonvulsiv
- Nahrungsaufnahme 1
Ys 1) NPY~PYY~[Leu’’, Pro*'INPY>> | wird bei Primaten nicht in

Der Y,-Rezeptor

PP (WEINBERG et al. 1996)
2) PP>[Leu®!, Pro*|NPY>NPY
~PYY (GREGOR et al. 1996)

ist hauptsachlich prasynaptisch

funktionsfahiger Form
encodiert;

bei Mausen zentrale Effekte

lokalisiert. Er hemmt als

Autorezeptor die Freisetzung von Neurotransmittern (WAHLESTEDT et al. 1986,
SMITH-WHITE et al. 2001) und vermittelt auch vaskulare Wirkungen des NPY



12 Literaturtbersicht

(SMITH-WHITE et al. 2002). Ein spezifischer Y,-Agonist in der Niere des Schweines
fihrt zu einer starken Vasokonstriktion (MALMSTROM et al. 1998), auerdem ist der
Y,-Rezeptor in die NPY-vermittelte Angiogenese (ZUKOWSKA-GROJEC et al. 1998)
und die NPY-vermittelten Wirkungen auf den circadianen Rhythmus involviert
(GOLOMBEK et al. 1996, GRIBKOFF et al. 1998).

Der Ys-Rezeptor besitzt im Vergleich zu den anderen Rezeptoren der
Pankreatischen Familie eine verlangerte dritte cytoplasmatische Schleife mit 100
Aminosauren (NAKAMURA et al. 1997, BOROWSKY et al. 1998). Zu den Wirkungen
des NPY, die Uber den Ys-Rezeptor vermittelt werden, gehoért die Zunahme der
Nahrungsaufnahme (STANLEY et al. 1992), die Hemmung der Freisetzung des
Lutenisierenden Hormones (LH; RAPOSINHO et al. 2001) sowie die Regulation von
Krampfen und Erregungen im Gehirn (MARSH et al. 1999, GUO et al. 2002).

2.9 Intrazelluldre Signaltransduktion der NPY-Rezeptorsubtypen

Alle bisher bekannten NPY-Rezeptorsubtypen sind Uber Pertussistoxin-sensitive
Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Proteine (G-Proteine) an der
SignalUbertragung in die Zelle beteiligt (SHEIKH u. WILLIAMS 1990, MICHEL 1991).
Die Rezeptoren sind mit sieben Transmembrandomanen in der Plasmamembran
verankert. Die Rezeptortatigkeit vermittelt die Wechselwirkung zwischen dem
Rezeptor und dem G-Protein an der Innenseite der Zellmembran. Der durch das
Hormon aktivierte Rezeptor fihrt an dem aus einer a-, - und y-Untereinheit
bestehenden G-Protein zum Austausch von GDP gegen GTP an der a -Untereinheit
sowie zur Dissoziation vom By-Heterodimer. Abhangig von seiner Isoform kann der
GTP-a-Komplex durch intrazellulare Botenstoffe entweder die Adenylatcyclase
aktivieren oder hemmen oder aber die Phospholipase C[3 aktivieren. Als intrazellulare
Botenstoffe entstehen dabei entweder cAMP oder - durch Spaltung von
Phosphatidylinositolbisphosphat - Inositoltrisphosphat (InSP3) und Diacylglycerin
(DAG; LEVINE 1999, MORRIS u. MALBON 1999, SCHONEBERG et al. 1999). Die
drei genannten intrazellularen Botenstoffe haben wiederum eigene biologische
Wirkungen. InSP3;  aktiviert den ligandengesteuerten Ca®'-Kanal des
endoplasmatischen Retikulums. Dies fiihrt zu einer Erhéhung der cytosolischen Ca?*-
Konzentration. DAG aktiviert die Proteinkinase C, was z. B. die Phosphorylierung von
Rezeptoren oder Transkriptionsfaktoren zur Folge hat. Aulerdem kann DAG auch

Arachidonsaure freisetzen, die Uber ihre Metaboliten, den Prostaglandinen und
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Prostazyklinen, zahlreiche weitere Wirkungen auf den Zellstoffwechsel hat.
Freigesetztes cAMP aktiviert die Proteinkinase A, die wiederum von ihr regulierte
Enzyme phosphorylieren und damit inaktivieren bzw. aktivieren kann.

Auch das PBy-Heterodimer ist in der Lage, die Aktivitdt von lonenkanalen,
Phospholipasen, Adenylatcyclasen oder Rezeptorkinasen zu beeinflussen. Abhangig
vom Typ des G-Proteins konnen verschiedene Signalwege aktiviert werden. Ein
Signalweg, der hier hervorgehoben werden soll, ist der Anstieg der intrazellularen
Ca**-Konzentration ([Ca];). Die Bindung von NPY an seinen Rezeptor fuhrt Gber ein
G-Protein vermittelt zur Aktivierung der Phospholipase CB. Inositol-(1,4,5)-
trisphosphat (InsP3) ist der intrazellulare Ubertragerstoff, der fir die Erhdhung der
[Ca]i verantwortlich ist. InsP3; entsteht durch Spaltung eines spezifischen
Membranphospholipids, des Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphats (PIP;), welches
durch zweimalige, ATP-abhangige Phosphorylierung von Phosphatidylinositol durch
die Phospholipase CB gebildet wird. Nach Freisetzung von InsP3; kommt es zur
Erhéhung von [Ca]i. Die Ca2+-MobiIisierung erfolgt hierbei im Wesentlichen aus
intrazelluldren Ca**-Speichern im endoplasmatischen Retikulum. Bei der Spaltung
von Phosphoinositiden wird nicht nur InsP3 als second messenger zur intrazellularen
Ca?*-Mobilisierung erzeugt. Zusatzlich entsteht Diacylglycerin, welches die
Proteinkinase C aktiviert und somit eine wichtige Funktion bei der Signaltransduktion
hat (LOFFLER u. PETRIDES 2003). In einem weiteren mdglichen Signalweg kann
der NPY-Rezeptor auch an ein Pertussistoxin-sensitives G-Protein gekoppelt sein,
das die Adenylatcyclase hemmt (HERZOG et al. 1992). Die Adenylatcyclase bildet
aus Adenosintriphosphat (ATP) den intrazellularen Botenstoff cyclisches Adenosin-

monophosphat (CAMP) und steuert so weitere Zellfunktionen.

2.10 Vorkommen von NPY-Rezeptoren in der Retina

Die vorherrschenden NPY-Rezeptorsubtypen im zentralen Nervensystem sind der
Y1-, Yo- und der Ys- Rezeptor. Alle drei Rezeptorsubtypen werden von den Zellen
des humanen retinalen Pigmentepithels ausgebildet (AMMAR et al. 1998).

Die zellulare Verteilung der NPY-Rezeptorsubtypen ist in der Retina noch nicht
detailliert untersucht worden. Jedoch gibt es einige Hinweise, die zu der Annahme

fuhren, dass NPY Uber NPY-Rezeptoren in der Retina agiert:

¢ NPY kann in amakrinen Zellen nachgewiesen werden (MARSHAK 1989).
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e Exogene Applikation von NPY stimuliert die Ca**-abhéngige Freisetzung von
vielen Neurotransmittern, einschlieRlich Acetylcholin und y-Aminobutyrat in
der Retina von Kaninchen und Huhn (BRUUN u. EHINGER 1993).

e Nach exogener Applikation von NPY kommt es zu einer Reduzierung der
cAMP-Akkumulation in der Retina des Kaninchens. Dies erlaubt die Annahme,
dass NPY Uber G-Protein gekoppelte NPY-Rezeptoren die Adenylatcyclase-
aktivitat hemmt (BRUUN et al. 1994).

D’ANGELO et al. (2002) untersuchten die zellulare Expression des Yj-
Rezeptorsubtyps in der Retina der Ratte. Sie konnten feststellen, dass eine Y;-
rezeptorartige Immunreaktivitat in der neurosensorischen Retina von den
Horizontalzellen und den amakrinen Zellen ausgebildet wird. Aullerdem stellten
CANTO SOLER et al. (2002) fest, dass von Gliazellen in der humanen Retina und
von periretinalen Membranen in Folge der proliferativen Vitreoretinopathie auch eine

Y 4- rezeptorartige Immunreaktivitat ausgebildet wird.

2.11 Zielstellung der Arbeit

Vor dem Hintergrund dieser Daten soll untersucht werden, ob NPY eine Wirkung in

der vitalen Netzhaut hat. Insbesondere ist von Interesse, ob NPY das
Schwellungsverhalten der Miullerzellen der postischamischen Retina beeinflussen
kann, und - wenn dies der Fall ist - Uber welche mdglichen Signalwege NPY seine
Wirkung auf das Schwellungsverhalten der Miullerzellen vermittelt. Diese Punkte

werden darum im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
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3 Tiere, Material und Methoden

Alle Untersuchungen wurden im Paul-Flechsig-Institut fur Hirnforschung, Abteilung
Neurophysiologie, der Universitat Leipzig durchgefihrt und waren Bestandteil des

laufenden Forschungsprogramms dieser Abteilung.

3.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an adulten Long-Evants-Ratten (250 bis 350 g) durchgeflhrt,
die aus dem Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultat der
Universitat Leipzig bezogen wurden. Die Tiere wurden entsprechend des deutschen
Tierschutzgesetzes mit einem zwolf Stunden Tag- und Nachtrhythmus gehalten. Die
Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum und waren klinisch gesund. Insgesamt

wurden 50 Tiere untersucht.

3.2 Verwendete Losungen und Substanzen

3.2.1 Extrazellulare Losung

Die extrazellulare Losung (EZL) diente als Medium wahrend der Praparation der
Retina und als Standard-Perfusionsldsung.

Die EZL enthielt:

NaCl 136 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD
KCI 3 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD
MgCl, 1 mM Sigma, Steinheim, BRD
CaCly 0.01 mM Merck, Darmstadt, BRD

HEPES [N-2-Hydroxyethylpiperazin- 10 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD
N’-2-ethansulfonsaure]
Glucose 11 mM Merck, Darmstadt, BRD

Der pH-Wert der Losung wurde bei 7.4 mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS-
Base, Carl Roth, Karlsruhe, BRD) eingestellt. Die Lésungen wurden an jedem

Versuchstag frisch angesetzt.

3.2.2 Hypotone Testldésung
Die hypotone Losung wurde durch Verdlinnung der EZL mit Aqua bidestillata (Aq.
bidest.) auf 60 V.-% hergestellt.
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3.2.3 Calciumfreie Testlésung

Die nominell calciumfreie Testlosung enthielt:

NaCl 136 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD
KCI 3 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD
MgCl, 1 mM Sigma, Steinheim, BRD
CaCly 0.01 mM Merck, Darmstadt, BRD
HEPES 10 mM Carl Roth, Karlsruhe, BRD
EGTA [Ethylenglykolbis-(B-amino- 1 mM Boehringer Ingelheim, Heidel-
ethylether)-N,N,N",N’-tetraessigsaure] berg, BRD

Glucose 11 mM Merck, Darmstadt, BRD

Der pH-Wert der calciumfreien Testlosung wurde bei 7.4 mit TRIS (Carl Roth,
Karlsruhe, BRD) eingestellt.

3.2.4 Vitalfarbstoff

Um die Miullerzellen der vitalen Retina mit Hilfe des Laser Scanning Mikroskops
darstellen zu kénnen, wurde der Farbstoff Mitotracker Orange (Molecular Probes,
Eugene, USA) verwendet. Es wurde eine Stocklésung (1 mM) in Dimethylsulfoxid
(Sigma, Steinheim, BRD) hergestellt, die in phosphate buffered saline (PBS,
Biochrom AG, Berlin, BRD) auf 10 uM verdunnt wurde. Die vitale Retina wurde mit
der Farbeldésung 5 min vor der jeweiligen Messung inkubiert (UCKERMANN et al.
2004).

3.2.5 Lésungen mit Ba**
Ba®" lag als Chloridsalz (Sigma, Steinheim, BRD) vor. In Ag. bidest. wurde eine
Stocklésung (1 M) hergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Perfusionslésungen

mit Ba®" in einer Konzentration von 1 mM verwendet.

3.2.6 Neuropeptid Y

Um den Einflu von Neuropeptid Y (NPY) auf das Schwellungsverhalten von
Mdallerzellen zu untersuchen, wurde humanes NPY mit der Sequenz
YPSKPDNDGEDAAPAEDMARYYSALRHYINLITRQRY-NH2 (Calbiochem, Merck
Biosciences GmbH, Schwalbach am Taunus, BRD) verwendet. Eine Stocklésung
(200 uM) von NPY wurde in Essigsaure (Sigma, Steinheim, BRD) hergestellt. NPY
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wurde in der hypotonen Testlosung appliziert bzw. 30 min vor Versuchsbeginn
inkubiert.

3.2.7 NPY-Rezeptoragonisten

Die spezifischen Agonisten gegen den Y4-, Y- und Ys-Rezeptor (Tab. 2) wurden
freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Anette Beck-Sickinger, Institut fir Biochemie,
Fakultat fur Biowissenschaften, Pharmazie und Psychologie, Universitat Leipzig,
Leipzig, BRD zur Verfugung gestellt. Aus den jeweiligen Peptiden wurden in Aq.
bidest. Stocklésungen (100 pM) hergestellt. Die Rezeptoragonisten wurden in der

hypotonen Testlosung appliziert.

Tab. 2
Aminosaurensequenz (AS-Sequenz) und Molekulargewicht (MW in g/mol) der NPY-
verwandten Peptide, die als selektive NPY-Rezeptoragonisten getestet wurden (Ahx

= Aminohexanonsaure und Aib = Aminoisobutyrsaure).

Peptid AS-Sequenz MW

Y1-Agonist | YPSKPDFPGEDAPAEDLARYYSALRHYINLITRPRY-NH, 4255.8

Yo-Agonist | YPSK-Ahx-RHYINLITRQRY-NH; 2220.6
Ys-Agonist | GPSQPTYPGDNATPEQMARYYSALRRYINMA-Aib-RQRY- | 4253.7
NH>

3.2.8 Verwendete Testsubstanzen
Fir die Untersuchung des durch NPY aktivierten Signalweges wurden die in Tab. 3

aufgeflihrten Testsubstanzen verwendet.

Tab. 3 (nachste Seite)

Bezeichnung, Konzentration (Konz., in yM), Inkubationszeit (tink, in min) und Wirkung
der Testsubstanzen, die zur Untersuchung des durch NPY aktivierten Signalweges
verwendet wurden. AuRBerdem ist aufgefuhrt, auf welche Art die Substanzen

appliziert wurden (Appl., nach Schemata A-E, siehe Abbildung 1).
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Testsubstanz Konz. |tk |Wirkung Appl.

Adenosin (Sigma, Steinheim, BRD) 10 - | aktiviert Adenosin- A
rezeptoren

BAPTA-AM [1,2-Bis(O- 100 45 |intrazellularer Ca?*- E

aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’- Chelator

tetraessigsaureacetoxymethylester;

Sigma, Steinheim, BRD]

BIBP 3226 {(R)-N°-(Diphenylacetyl)-N- 1 10 | selektiver Y1 NPY- E

[(4-hydroxyphenyl)methyl]argininamid; Rezeptorantagonist

Sigma, Steinheim, BRD}

CPA (N°-Cyclopentyladenosin; Sigma, 10/ - | selektiver Aq- A

Steinheim, BRD) 100 Rezeptoragonist

DPCPX (8-Cyclopentyl-1,3-dipropyl- 0.1 - | selektive As- A

xanthin; Sigma, Steinheim, BRD) Rezeptorantagonist

G066976 {3-[1-(3-Dimethylamino- 1 20 | hemmt Protein- D

propyl)-5-methoxy-1H-indol-3-yl]-4- kinase C

(1H-indol-3-yl)-1H-pyrrol-2,5-dion;

Sigma, Steinheim, BRD}

L-Glutamat (Sigma, Steinheim, BRD) 1000 - | aktiviert Glutamat- A
rezeptoren

LY341495 [2-Amino-2-(2- 100 - | selektiver Ant- A

carboxycycloprop-1-yl)-3-(xanth-9- agonist der meta-

yl)propansaure; Tocris Cookson Ltd., botropen Glutamat-

Bristol, UK] rezeptoren 2 und 3

MPEP [6-Methyl-2-(phenylethinyl)- 50 - | selektiver Ant- A

pyridin; Tocris Cookson Ltd., Bristol, agonist des meta-

UK] botropen Glutamat-
rezeptors 5

Staurosporin (Sigma, Steinheim, 0.01 20 | hemmt D

BRD) Proteinkinasen

Thimerosal (Na-Ethylmercuritthio- 10 - | stimuliert InsP; C

salicylat; ICN Biomedicals Gmbh,
Eschwege, BRD)

Rezeptor
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Fortsetzung Tabelle 3

TTX (Tetrodotoxin; Tocris Cookson 1 - | selektiver Blocker A
Ltd., Bristol, UK) von spannungs-
abhangigen Na*-

Kanale

3.3 Ischamiemodell

Die Tiere erhielten fur zwolf Stunden kein Futter. Anschlielend wurde eine Ketamin/
Xylazin-Narkose intraperitoneal eingeleitet [100 mg/kg Koérpergewicht (KGW)
Ketaminhydrochlorid und 15 mg/kg KGW Xylazin]. In die vordere Augenkammer des
behandelten Auges wurde von der Pars plana ausgehend eine Infusionsnadel (27 G)
eingefuhrt. Diese Infusionsnadel wurde mit einem Infusionsbeutel verbunden, der
physiologische Kochsalzlésung enthielt. Durch Anheben des Infusionsbeutels wurde
der intraokulare Druck fir 60 min auf 160 mm Hg erhoht. Die transiente retinale
Ischamie wurde nur in einem Auge der Ratten induziert. Das andere Auge blieb

unbehandelt und diente zur Kontrolle.

3.4 Versuchsschema

Die einzelnen Untersuchungen wurden entsprechend der Schemata in Abb. 1 (Seite
20) durchgefuhrt.

3.5 Praparation der Netzhaut

Die Ratten wurden mit Kohlenstoffdioxid unmittelbar vor Versuchsbeginn
euthanasiert. Nach Enukleation der Bulbi wurde die Kornea mit der Linse durch einen
zirkumferentiellen Schnitt entfernt. AnschlieBend wurde der verbleibende
Augenbecher am Sehnervenstumpf fixiert, der Glaskérper losgeldst und die Netzhaut
freiprapariert.

Die Netzhaut wurde auf einen Membranfilter (Schleicher & Schuell, Dassel, BRD)
plan aufgebracht, so dass die Netzhaut mit der Schicht der inneren und aufleren
Segmente der Photorezeptoren (RS) diesem zugewandt lag. Alle Arbeitsschritte
fanden in einer mit extrazellularer Losung gefullten Petrischale statt (Abb. 2A, Seite
21).
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Vorbehandlung Versuch
(A) EZL 1
(B) | EZL |
c) | EZL |
D) | EZL ]
| TS [ TS |
(E) | EZL |
- Ba* ]
[ TS [ 60% |
T | T
10 5 13

Zeit in min
Abb. 1
Schemata der Versuchsdurchfiihrung
(A) Ischamie: Die Schnitte der ischamischen Retina wurden nach 30 s fur 4 min
mit hypotoner Losung perfundiert. Das anschlieRende Auswaschen dauerte 8.5 min.
(B) Unbehandelte Retina: Die retinalen Schnitte der gesunden Retina wurden 10 min
mit 1 mM Ba®" inkubiert, bevor die hypotone Ldésung 4 min appliziert wurde.
Anschlieend wurde auch hier 8.5 min ausgewaschen.
(C) Akute Applikation der Testsubstanz mit der hypotonen Perfusionslosung.
(D) Inkubation mit der Testsubstanz und anschlielRende Applikation mit der hypo-
tonen Perfusionslésung.
(E) Inkubation mit der Testsubstanz vor der anschlielRenden Perfusion mit hypotoner
Perfusionslosung.
1: Bestimmung der Somaflache vor Applikation der hypotonen Perfusionslosung (=
Kontrolle, Somaflachen 100 %).
2: Bestimmung der Somaflache nach vierminutiger Applikation der hypotonen
Perfusionslosung.
3: Bestimmung der Somaflache nach Auswaschen der hypotonen Perfusionslésung.
EZL: extrazellulare Losung, TS = Testsubstanz, 60 % = hypotone Perfusionsldésung.
Die Inkubationsdauer der Testsubstanzen ist in Tab. 3, Seite 18 aufgefuhrt, soweit

sie nicht 10 min betragt.
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Abb. 2

(A) Schematische Darstellung der auf dem Membranfilter fixierten Retina (Aufsicht).
Die Netzhaut wird auf dem Membranfilter in der mit extrazellularer Losung gefillten
Petrischale fixiert. Dabei ist die Netzhaut auf dem Membranfilter so aufgebracht,
dass sie mit der RS diesem zugewandt liegt.

(B) Schematische Darstellung der retinalen Schnittpraparate.

Mit Hilfe einer Schneidemaschine wird die auf dem Membranfilter fixierte Netzhaut in

1 mm dicke Schnitte geschnitten.

3.6 Anfertigen von retinalen Schnittpraparaten

Mit Hilfe einer Schneidemaschine wurde die auf dem Filter fixierte Netzhaut in 1 mm
dicke Schnitte geschnitten (Abb. 2B). Diese Schnitte wurden fir die Untersuchung
der Retina in eine Perfusionskammer uberfuhrt (Abb. 3A, Seite 22). Diese besteht
aus einem Plexiglasrahmen, der auf einem Objekttrager aufgeklebt ist. In dieser
Kammer wurden die Schnitte in zwei geschlitzten Plexiglaswirfeln fixiert. In Abb. 3B
(Seite 22) ist die Lage der Netzhaut in der Perfusionskammer und das daraus
resultierende Bild schematisch dargestellt. Wahrend des Versuchs wurde die

Kammer kontinuierlich mit den entsprechenden Perfusionslosungen gespdlt.
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Abb. 3

(A) Schema der Perfusionskammer mit fixiertem Membranfilter (Aufsicht). In der
Perfusionskammer wird das retinale Schnittpraparat (Membranfilter mit Netzhaut)
zwischen den Plexiglaswdurfeln fixiert.

(B) Schematische Darstellung der Lage der Netzhaut in der Perfusionskammer und
des daraus resultierenden mikroskopischen Bildes. Die retinalen Schnitte sind so in
der Perfusionskammer fixiert, dass vertikale Schnitte durch die Netzhaut
aufgenommen werden kénnen. Dies ermdglicht die Aufnahme der Zellkérper der
Mullerzellen (M, dunkelgrau) in der innere Kornerschicht (INL). ILM: innere
limitierende Membran, NFL: Nervenfaserschicht, GCL: Ganglienzellschicht, IPL:
innere plexiforme Schicht, OPL: &auliere plexiforme Schicht, ONL: &auliere
Kornerschicht, OLM: aufere limitierende Membran, RS: Schicht der inneren und
aulleren Segmente der Photorezeptoren, A: Amakrinzelle, B: Bipolarzelle, G:
Ganglienzelle, S: Stabchen, Z: Zapfen (modifiziert nach REICHENBACH 1999).
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3.7 Aufnahme der Millerzellsomata

Alle Versuche wurden mit dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop LSM 510 META
(Zeiss, Oberkochen, BRD) inklusive Image Analysis Software durchgefuhrt. Der
Einsatz der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie ermdglicht die Aufnahme von
optischen Schnitten durch ein Praparat. Aullerdem wird eine bessere optische
Auflosung als bei Verwendung eines konventionellen Lichtmikroskops erreicht, da die
nichtfokussierten Areale nicht in die Bildentstehung einflieRen. Die von aulerhalb der
fokussierten Ebene kommenden Strahlen werden durch eine zusatzliche Blende
abgefangen.

Der verwendete Farbstoff Mitotracker Orange wurde mit einem Helium Neon Laser
bei 543 nm angeregt, die Emission wurde unter Verwendung eines 560 nm
Langpassfilters aufgezeichnet. Im Rahmen der Versuche wurde ein
Wasserimmersionsobjektiv (Achroplan 40 x 0.75, Zeiss, Oberkochen, BRD) benutzt.
Es wurden jeweils Aufnahmen einer Grolde von 57.6 x 57.6 um angefertigt. Bilder der
gefarbten Mullerzellsomata in der inneren Kornerschicht (INL) wurden in Intervallen
von 1 s aufgenommen. Nach Versuchsende wurden die Querschnittsflachen der mit
Mitotracker Orange beladenen Mullerzellsomata ausgemessen. Die Werte wurden
vor und 4 min nach Verringerung der Osmolaritat bestimmt. Die Werte sind in

Prozent gegeniiber den Kontrolldaten vor Anderung der Osmolaritat angegeben.

3.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm Prism (Graphpad Software, San
Diego, CA) durchgefuhrt. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben; n
entspricht der Zahl der untersuchten Zellen. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-

Withney-Tests untersucht.
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4 Ergebnisse

4.1 Schwellungsverhalten von Miillerzellen der postischdmischen Netzhaut

Zur  Untersuchung des  Schwellungsverhaltens von  Mdlllerzellen  der
postischamischen Netzhaut wurde in einem Auge der Ratten fur die Dauer einer
Stunde eine iatrogene Ischamie erzeugt. Nach drei Tagen Reperfusion wurde das
Schwellungsverhalten der Mullerzellen bei hypotoner Stimulation untersucht. Dazu
wurden die Mullerzellsomata in der innere Kornerschicht (INL) mittels einer vitalen
Markierung (UCKERMANN et al. 2004) visualisiert und wahrend des gesamten
Versuchsverlaufs aufgezeichnet (Abb. 4A, Seite 25). Nach Verringerung der
Osmolaritat der Perfusionslosung auf 60 % nahm die SomagroRe der Mullerzellen
der postischamischen Netzhaut zu. Diese Schwellung erwies sich beim Auswaschen
als reversibel. Bei Betrachtung der mittleren SomagréRe mehrer Millerzellen der
postischamischen Netzhaut wahrend des Versuchverlaufs (Abb. 4B) zeigte sich,
dass die Querschnittsflache der Mullerzellsomata nach Verringerung der Osmolaritat
zunachst sprunghaft zunahm (nach 1 min auf 110 £+ 2 %) und bei langerer
Applikation der hypotonen Losung die Somaflache noch bis auf 118 % stieg. Setzte
man die Mdallerzellen im Anschluss wieder der Normalosmolaritat aus (=
Auswaschen), ging die Schwellung leicht zurlick. Zur Kontrolle wurden Netzhaute
von gesunden Ratten getestet. Dabei konnte keinerlei Veranderung der SomagrofRen
der Mullerzellen beobachtet werden. In den folgenden Versuchen wurden die
relativen Somaflachen der Millerzellen nach vierminutiger Perfusion mit hypotoner
Lésung bestimmt. Abb. 4C zeigt die mittlere Zunahme der SomagréfRen der
Mullerzellen der postischamischen Netzhaut in hypoosmolarem Medium auf 118 %,

wahrend die Mullerzellen der gesunden Netzhaut ihre Somagro3en beibehielten.

4.2 Wirkung von NPY auf das Schwellungsverhalten von Millerzellen der

postischamischen Netzhaut

Im Folgenden wurde untersucht, ob Neuropeptid Y (NPY) das Schwellen der
Mdallerzellsomata der postischamischen Netzhaut beeinflussen kann. NPY wurde in
einer Konzentration von 20 nM gleichzeitig mit der hypotonen Perfusionslésung
appliziert. Wie in Abb. 5 (rot, Seite 26) zu sehen ist, hemmte die Anwesenheit von
NPY das Schwellen der Maullerzellsomata der postischamischen Netzhaut in

hypoosmolarem Medium. Die Mullerzellsomata schwollen nicht.
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Abb. 4

Die Verringerung der Osmolaritat der Perfusionslosung fuhrt zu einer
GroRenzunahme der Mullerzellsomata der postischamischen Netzaut, nicht aber in
der unbehandelten Kontrollnetzhaut. Akut isolierte Schnitte der gesunden (Kontrolle)
und der postischamischen Retina der Ratte wurden mit dem Vitalfarbstoff Mitotracker
Orange inkubiert, um selektiv Mullerzellen zu farben (UCKERMANN et al. 2004).
Nachfolgend wurde die Querschnittsflache der Mullerzellen bestimmt und ihre
prozentuale Veranderung im Vergleich zur Somagréfe am Versuchsbeginn ermittelt
(relative Somaflache).

(A) Originalaufnahmen von mit Mitotracker Orange gefullten Mdullerzellsomata der
postischamischen Netzhaut vor (1), nach (2) Verringerung der Osmolaritat (60 % der
Kontrollosmolaritat) und nach Ruckkehr zur Normalosmolaritat (3).

(B) Veranderung der Querschnittsflache der Madallerzellsomata wahrend des
Versuchsverlaufs. Nach Verringerung der Osmolaritit auf 60 % der
Normalosmolaritat schwollen die Mullerzellsomata der postischamischen Netzhaut
(schwarz) an. Die Schwellung ging wahrend des Auswaschens teilweise zurlck. Die
Mullerzellsomata der gesunden Netzhaut (grau) behielten ihre Grdolde Uber den
gesamten Verlauf der Messung bei. Die Werte wurden alle 30 s gemessen und sind
relativ gegenuber den Ausgangswerten (100 %) angegeben. Die Fehlerbalken geben
den Standardfehler an. n = Zahl der untersuchten Zellen.

(C) Schwellung der Millerzellen der postischamischen Netzhaut (wei3) und der
Mullerzellsomata der gesunden Netzhaut, die ihre Grolle beibehielten (grau). Die
Werte wurden 4 min nach der Perfusion mit hypotoner Losung gemessen und sind
relativ. zu den Ausgangswerten (100 %) angegeben. Signifikanter Unterschied
gegenuber der gesunden Netzhaut: gepaarter Mann-Withney Test. HIOP 3d:
iatrogene Ischamie vor 3 Tagen. Die Anzahl der untersuchten Zellen ist unterhalb der

Balken angegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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Abb. 5

Die Applikation von NPY (rot, 10 nM) gleichzeitig mit der hypotonen Ld&sung
verhinderte das Schwellen der Mullerzellsomata der postischamischen Netzhaut in
hypotoner Losung. Zum Vergleich ist das Schwellungsverhalten der Mullerzellen der
postischamischen Retina (schwarz) dargestellt. Die Abbildungsform entspricht der in
Abb. 4B, Seite 25.

4.3 Wirkung von NPY auf das Schwellungsverhalten von Millerzellen der

gesunden Netzhaut

Es konnte gezeigt werden, dass NPY das Schwellen der Millerzellen der
postischamischen Netzhaut in hypoosmolarem Medium hemmen kann. Wie von
PANNICKE et al. (2004) beschrieben, schwellen die Mullerzellen der gesunden
Retina bei Blockierung ihrer Kaliumauswartsstrome in hypoosmolarem Medium. Dies
kann u. a. durch Inkubation der Retina mit Ba**-lonen erzielt werden. Im Rahmen
dieser Experimente sollte nun untersucht werden, ob die Ergebnisse des Ischamie-
Modells auf das Ba**-Modell (ibertragbar sind. Dazu wurden die retinalen Schnitte 10
min lang in 1 mM Ba®" inkubiert. Wahrend der anschlieRenden Messung lag Ba*
ebenso in einer Konzentration von 1 mM vor. Die Verringerung der Osmolaritat der
Perfusionslosung fuhrte zur Vergrof3erung der Mullerzellquerschnitte der gesunden
Retina in Anwesenheit von Ba®* auf 120 % der AusgangsgréRe (Abb. 6, schwarz). In
hypoosmolarem Medium ohne Ba?* zeigten die Miillerzellen der gesunden Netzhaut
keine Veranderungen ihrer Zellsomata (Abb. 6, grau).

In Abb. 6 ist die Wirkung von NPY auf das Schwellungsverhalten der
Mullerzellsomata der gesunden Netzhaut in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit

von Ba®* dargestellt. NPY wurde in einer Konzentration von 10 nM gleichzeitig mit
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der hypotonen Perfusionslosung appliziert. Nach Verringerung der Osmolaritat
schwollen die Miillerzellsomata der gesunden Netzhaut in Anwesenheit von Ba** und
NPY zwar in den ersten 2.5 min leicht an, die Schwellung stagnierte aber bei ca.
105 % der urspringlichen Querschnittsflache der Somata. Wahrend des
anschlieRenden Auswaschens gelangten die Millerzellsomata innerhalb von 6 min
nahezu zu ihrer urspringlichen GroRe zuruck. Offenbar verhinderte NPY die

Schwellung der Miillerzellen in hypotoner Lésung in Anwesenheit von Ba** fast

vollstandig.
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Abb. 6

Wirkung von NPY auf das Schwellungsverhalten der Mullerzellen wahrend des
Versuchsverlaufs. Bei Blockierung der K'-Kandle der Millerzellen mit Ba®*
verursachte die hypotone Ldsung ein Anschwellen der Miullerzellsomata der
unbehandelten Netzhaut (schwarz). NPY (10 nM) wurde gleichzeitig mit der
hypotonen Perfusionslosung appliziert und hemmte diese Schwellung der
Mllerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba®* (1 mM). Zum
Vergleich ist das Schwellungsverhalten der Millerzellen der gesunden Retina (ohne
Ba®*, grau) dargestellt. Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4B, Seite 25.

Allerdings konnte das Schwellen der Mullerzellsomata durch die akute Applikation
von NPY (10 nM) nicht vollstandig gehemmt werden. Aus diesem Grund wurden die
frisch isolierten Schnitte 30 min mit NPY (10 nM) inkubiert (Abb. 7). Genauso wie bei
der akuten Applikation von NPY schwollen die Somata der Mullerzellen, die zuvor 30
min mit NPY inkubiert worden waren nur leicht an (auf 105 % der Querschnitts-
flache).
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Abb. 7

NPY hemmt das Schwellen der Querschnittsflachen der Miullerzellsomata von
gesunden Netzhauten in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba** (1 mM).
Die retinalen Schnitte wurden entweder mit NPY (10 nM) 30 min inkubiert, oder NPY
wurde akut mit der hypotonen Perfusionslosung appliziert. Die Schwellung der
Mullerzellen wurde unabhangig von der Applikationsform fast vollstandig verhindert.
Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikanter Unterschied
gegenuber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.001.

Diese Ergebnisse zeigten, dass NPY das Schwellen der Mullerzellsomata der
gesunden Netzhaut in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?* hemmen
kann. Jedoch ist sowohl bei akuter Applikation als auch nach Inkubation von NPY die
Hemmung unvollstandig. Daher wurde bei weiteren Versuchen auf eine Inkubation
verzichtet und NPY ausschliel3lich gemeinsam mit der hypotonen Losung appliziert.
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die hemmende Wirkung von NPY von
dessen Konzentration abhangig ist. Dazu wurde NPY in verschiedenen nanomolaren
Konzentrationen appliziert. In Abb. 8 ist die Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung
von NPY auf das Schwellen der Mullerzellsomata der gesunden Netzhaut in
hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?* dargestellt. Nach Verringerung
der Osmolaritat konnte die Schwellung der Somata der Mullerzellen in Anwesenheit
von Ba®* durch NPY in Konzentrationen zwischen 5 nM und 20 nM verhindert

werden. Geringere Konzentrationen beeinflussten das Schwellungsverhalten der
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Mullerzellen nicht. AusschlieBlich bei Verwendung von NPY in einer Konzentration
von 20 nM konnte keinerlei Schwellen der Mullerzellen der gesunden Retina in

hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba** beobachtet werden.

130+ .
120
110

100

relative Somaflache in %

90

(nM)

39 7 7 3 4 37 9 1010 6 9 9 14 8 8

NPY NPY

L J L J

Kontrolle Ba™

Abb. 8

Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung von NPY.

Gleichzeitig mit der hypotonen Perfusionslésung wurden unterschiedliche
Konzentrationen an NPY appliziert. NPY verhinderte konzentrationsabhangig das
Schwellen der Miillerzellen in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba®*.
Durch 20 nM NPY konnte eine vollstandige Verhinderung der Schwellung der
Mullerzellsomata erzielt werden, wohingegen 10 nM und 5 nM NPY die Schwellung
nur teilweise aufheben konnten. Geringere Konzentrationen von NPY zeigten keine
Wirkung. Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikanter
Unterschied gegenuber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.001.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass NPY das Schwellen der Millerzellsomata
der postischamischen Netzhaut in hypoosmolarem Medium verhindern kann.
Genauso besitzt NPY eine hemmende Wirkung auf das Schwellen der Mullerzellen
der gesunden Netzhaut in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba®".
Weitere Untersuchungen zur Wirkung von NPY kdnnen somit an unbehandelten
Netzhduten in Anwesenheit von Ba®" durchgefiihrt werden. Dieses Modell ist dem

Tiermodell der retinalen Ischamie aus folgenden Grinden vorzuziehen: Die
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postischamischen Prozesse an der Retina fihren morphologisch zu einer
Verdinnung der Retina (PANNICKE et al. 2004), erschweren die Praparation der
Retina und anschliessende notwendige Fixierung auf dem Membranfilter. Dies fuhrt
zu einer geringen Ausbeute an mess- und auswertbaren Zellen. Aul3erdem ist auch
aus tierschutzrechtlichen Gesichtspunkten die Verwendung von unbehandelten
Tieren, also die Totung zur Organentnahme, dem Tierversuch vorzuziehen. Daher
wurden alle weiteren Untersuchungen zu der Wirkung von NPY auf das
Schwellungsverhalten der Mullerzellen in hypoosmolaren Medium an unbehandelten
Netzhauten in Anwesenheit von Ba®* durchgefiihrt. Zu Kontrollzwecken wurde an
jedem Versuchstag uberprift, ob die verwendeten Netzhaute intakt waren. Dazu
wurde das Schwellungsverhalten der Mullerzellsomata in hypotoner Losung ohne
Ba?* (keine Schwellung) und in Anwesenheit von Ba?* (Schwellung) Uberprift. Die

jeweiligen Ergebnisse sind in den entsprechenden Abbildungen dargestellit.

4.4 An der Wirkung von NPY beteiligte NPY-Rezeptorsubtypen

Im Folgenden wurde untersucht, welche NPY-Rezeptorsubtypen an der
Signaltransduktion der hemmenden Wirkung von NPY auf das Schwellen der
Mullerzellen beteiligt sind. Y4-, Y2-, Y4- und Ys-Rezeptorsubtypen treten funktionell im
Gewebe der Ratte auf (EVA et al. 1990, YAN et al. 1996, BURKHOFF et al. 1998,
PARKER et al. 1998, VOISIN et al. 2000). NPY bindet mit hoher Affinitat an die Y-,
Y,- und Ys-Rezeptorsubtypen (MICHEL et al. 1998, CERDA-REVERTER u.
LARHAMMAR 2000), die daher naher untersucht wurden.

Es wurden NPY-verwandte Peptide getestet, die eine subtypspezifische agonistische
Aktivitat am Rezeptor besitzen. Die NPY-Rezeptoragonisten wurden, genauso wie
NPY, gleichzeitig mit der hypotonen Perfusionslésung in einer Konzentration von 10
nM appliziert. Nach Verringerung der Osmolaritat nahm die relative Somaflache der
Millerzellen der gesunden Netzhaut in Anwesenheit von Ba®* und des Yo-
Rezeptoragonisten auf 113 %, in Gegenwart von Ba?* und des Ys-
Rezeptoragonisten auf 112 % zu (Abb. 9). Weder der Y- noch der Ys-
Rezeptoragonist konnten somit die Schwellung der Mullerzellsomata verhindern.
Hingegen verhinderte der Y-Rezeptoragonist ein Anschwellen der Mullerzellen unter

den Versuchsbedingungen fast vollstandig.
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Abb. 9

Rezeptorabhangigkeit der Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mullerzellen in
hypoosmolarem Medium. Dargestellt sind die Wirkungen der selektiven Agonisten
des Y4, Y- und Ys-Rezeptors (10 nM) auf die Querschnittsflache der
Mdallerzellsomata in gesunden Netzhduten in hypoosmolarem Medium in
Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von Ba?* (1 mM). Nur der Y;-
Rezeptoragonist kann das Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem Medium in
Anwesenheit von Ba®* verhindern. Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C,
Seite 25. Signifikante Unterschiede gegenuber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.001.

Des Weiteren wurde untersucht, ob der Yi-Rezeptoragonist wie NPY eine
Konzentrationsabhangigkeit bezlglich seiner hemmenden Wirkung auf das
Schwellen der Miillerzellen in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?*
zeigt (Abb. 10). Dazu wurde der Yi-Rezeptoragonist in verschiedenen
Konzentrationen gleichzeitig mit der hypotonen Perfusionslosung appliziert. Es
konnte gezeigt werden, dass der Yi-Rezeptoragonist in einer Konzentration von
10 nM signifikant die Zunahme der Querschnittsflache der Mdllerzellsomata in
Anwesenheit von Ba?* in hypoosmolarem Medium hemmt. Konzentrationen von 1 nM

und 0.1 nM erwiesen sich als wirkungslos.



32 Ergebnisse

130+
=
= n *
. 120 * e
ﬁ *
@ 110 1
£
2 100 4
[13]
2 90 A
= .
o ( ! 0. nM
80 4 10 1 0.1| (nM)
9 10 9 18 8 13
Y, Y Rezeptor-
' L = ) agonist
Kontrolle Ba

Abb. 10

Konzentrationsabhangigkeit der Wirkung des selektiven Y;-Agonisten auf das
Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba*. Mit
der hypotonen Perfusionslésung wurden unterschiedliche Konzentrationen des
Agonisten appliziert. Durch 10 nM des selektiven Y-Rezeptoragonisten konnte eine
signifikante Verhinderung der Schwellung der Mullerzellsomata erzielt werden,
wohingegen 1 nM des selektiven Y-Rezeptoragonisten die Schwellung nur teilweise
aufheben konnten. 0,1 nM des selektiven Y-Rezeptoragonisten zeigen keine
Wirkung. Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikante
Unterschiede gegenuber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.001.

Die potentielle Beteiligung des Y-Rezeptors an der hemmenden Wirkung von NPY
auf das Schwellungsverhalten der Mullerzellen wurde mit Hilfe des selektiven Y-
Rezeptorantagonisten  BIBP3226  (R)-N%(Diphenylacetyl)-N-[(4-hydroxyphenyl)-
methyl]-argininamid weiter untersucht (Abb. 11; RUDOLF et al. 1994). Dazu wurden
die retinalen Schnitte 10 min mit BIBP3226 (1 uM) inkubiert und NPY (10 nM) sowie
der Y-Rezeptoragonist (10 nM) gleichzeitig mit der hypotonen Perfusionslosung
appliziert. BIBP3226 selbst veranderte das Schwellungsverhalten der
Mullerzellsomata nicht. Die Querschnittsflachen der Mdallerzellsomata in
hypoosmolarem Medium schwollen sowohl bei alleiniger Anwesenheit von Ba?*-
lonen als auch in Anwesenheit von Ba®** und BIBP3226 an. Dabei nahmen sie in
hypoosmolarem Medium nach Inkubation mit BIBP3226 in Anwesenheit von Ba**

und NPY auf 126 % bzw. im Falle des Y-Rezeptoragonisten auf 124 % zu. Dies



Ergebnisse 33

zeigt, dass die Blockierung des Y-Rezeptors die hemmende Wirkung von NPY auf

die Mullerzellschwellung verhindert.
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Abb. 11

Die Applikation des selektiven Y 1-Rezeptorantagonisten BIBP3226 (1 uM) verhindert
die hemmende Wirkung von NPY (10 nM) und des selektiven Y -Rezeptoragonisten
(10 nM) auf das Schwellen der Mullerzellsomata in hypoosmolarem Medium in
Anwesenheit von Ba**. Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25.
Signifikanter Unterschied gegenuber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.001.

Im Anschluss sollte Uberpruft werden, ob die erzielten Ergebnisse auf das Ischamie-
Tiermodell Ubertragbar sind. Dazu wurde getestet, ob der Y;-Rezeptoragonist auf
das Schwellen der Mullerzellsomata der postischamischen Retina in hypoosmolarem
Medium ebenso eine hemmende Wirkung besitzt wie auf das Schwellen der
Mullerzellen der gesunden Retina in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von
Ba®* (Abb. 9).

Der Yi-Rezeptoragonist (20 nM) wurde dazu akut mit der hypotonen
Perfusionsldosung appliziert. Wie in Abb. 12 gezeigt ist, hemmte die Anwesenheit des
Y1-Rezeptoragonisten das Schwellen der Mullerzellsomata der postischamischen

Netzhaut in hypoosmolarem Medium. Die Mullerzellsomata schwollen nicht.
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Abb. 12

Die Applikation des Y-Rezeptoragonisten (rot, 20 nM) gleichzeitig mit der hypotonen
Losung hemmte das Schwellen der Mullerzellsomata der postischamischen Netzhaut
in hypotoner Lésung. Zum Vergleich ist das Schwellungsverhalten der Mullerzellen
der postischamischen Retina (schwarz) dargestellt. Die Abbildungsform entspricht
der in Abb. 4B, Seite 25.

Zur Erlauterung des mdglichen Signalweges von NPY auf das Schwellen der
Mullerzellsomata in hypoosmolaren Medium wird in Abb. 13 eine schematische

Darstellung der bisher vorgestellten Ergebnisse eingefiihrt.

NPY = > 2 —|

Abb. 13

NPY hemmt das Schwellen der Millerzellsomata in hypoosmolarem Medium in
Anwesenheit von Ba?* durch Aktivierung eines unbekannten Signalweges.
Dargestellt ist der hypothetische Signalweg der hemmenden Wirkung von NPY. Der
gestrichelte Pfeil kennzeichnet Zwischenschritte. Die vom Miillerzellsomata
wegzeigenden Pfeile stellen das Schwellen der Mullerzellsomata dar. ?: unbekannter

Teil des Signalweges.
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Die hemmende Wirkung des Y 1-Rezeptoragonisten in einer Konzentration von 10 nM
ist vergleichbar mit der hemmenden Wirkung von NPY in 10 nM auf das Schwellen
der Mdllerzellen in hypoosmolarem Medium. Bei den Y- und Ys-Rezeptoragonisten
konnten keine signifikanten hemmenden Wirkungen auf das Schwellen der
Mdallerzellen in hypoosmolarem Medium beobachtet werden. Des Weiteren konnten
die Wirkungen von NPY und des Y-Rezeptoragonisten durch BIBP3226 verhindert
werden. Diese Ergebnisse fuhren zu der Annahme, dass die hemmende Wirkung
von NPY auf das Schwellungsverhalten von Mdullerzellen in hypotonem Medium
durch eine Aktivierung des Y-Rezeptorsubtypen vermittelt wird (Abb. 14).

Allerdings muss  berucksichtigt werden, dass eine Beteiligung von
Rezeptorsubtypen, die nicht im Rahmen dieser Untersuchungen getestet wurden,

nicht ausgeschlossen werden kann.

BIBP
3226

Abb. 14

Die hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mullerzellen wird vermutlich
durch eine Aktivierung des Yi-Rezeptors (Y1R) vermittelt. Sowohl NPY selbst als
auch ein selektiver Y1-Agonist verhindern die Schwellung von Mullerzellen. Die NPY-
Rezeptoragonisten Y, und Ys zeigen hingegen keine Wirkung. Der Y;-
Rezeptorantagonist BIBP3226 verhindert die hemmende Wirkung von NPY auf das
Schwellen der Mdllerzellen in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?*. Die
Abbildungsform entspricht der in Abb. 13, Seite 34.

4.5 Untersuchung der Signhaltransduktion der Wirkung von NPY

Die Aktivierung des Yi-Rezeptors kann zu einem Anstieg der intrazellularen
Inositoltrisphosphat-(InSP3)-Konzentration, einer Mobilisation von Ca?** aus
intrazellularen Speichern (AAKERLUND et al. 1990, HERZOG et al. 1992, AMMAR
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et al. 1998), zu einer Hemmung der Adenylatcyclase (AAKERLUND et al. 1990,
HERZOG et al. 1992), zu einem Anstieg der Ca2+—abhéngigen Cl'-Leitfahigkeit an der
basolateralen Membran (AMMAR et al. 1998), einer Hemmung der cyclischen
Adenosinmonophosphat (cCAMP)-Synthese (HERZOG et al. 1992, LARHAMMAR et
al. 1992) und zu einer Aktivierung von G-Protein-gekoppelten einwarts-
gleichrichtenden K*-Kanalen fiinren (SUN et al. 2001). Um zu untersuchen, ob die
hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Maullerzellsomata in
hypoosmolarem Medium (iber eine Ca?*-Mobilisation vermittelt wird, wurden die
frisch isolierten Schnitte mit dem membranpermeablen Ca**-Chelator BAPTA-AM
[1,2-Bis(O-aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-tetraessigsaure-acetoxymethylester] in
einer Konzentration von 100 yM fur 45 min inkubiert (Abb. 15).
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Abb. 15

Um einen Anderung der intrazellularen Ca?*-Konzentration zu verhindern, wurden
die frisch isolierten Schnitte 45 min mit dem membranpermeablen Ca**-Chelator
BAPTA-AM (100 puM) inkubiert. Die hemmenden Wirkungen von NPY (10 nM) und
des Yi-Rezeptoragonisten (10 nM) auf das Schwellen der Millerzellsomata in
hypoosmolarem Medium wurden aufgehoben. Die Abbildungsform entspricht der in
Abb. 4C, Seite 25. Signifikanter Unterschied gegenuber der Kontrolle (100 %): ***, P
< 0.001.
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BAPTA ist in der AM-Form verestert und damit lipophil und membrangangig.
Intrazellular wird der Ester durch zelleigene Esterasen hydrolysiert. Das unveresterte
BAPTA ist nicht mehr membranpermeabel, auf diese Weise erfolgt wahrend der
Inkubation mit BAPTA eine Akkumulation in der Zelle (TSIEN 1980). BAPTA
verhindert eine Veranderung der intrazellularen Calciumkonzentration. Nach
Inkubation mit BAPTA-AM kam es zur Aufhebung der Hemmung der
Mullerzellschwellung  durch  NPY bzw. den Yq-Rezeptoragonisten. Die
Querschnittsflachen der Mullerzellsomata vergroRerten sich nach Verringerung der
Osmolaritat in Anwesenheit von Ba?* (1 mM) und NPY (10 nM) auf 119 % und in
Anwesenheit von Ba?* (1 mM) und des Yq-Rezeptoragonisten (10 nM) auf 117 %.
Dieses Ergebnis lasst darauf schlieen, dass die hemmende Wirkung von NPY auf
das Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem Medium von einer Erhéhung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration ([Ca?'])) abhangig ist.

Prinzipiell gibt es zwei mogliche Ursachen fiir eine Erhdhung der [Ca®].. Einerseits
kann Ca®* aus dem Extrazellularraum durch Ca?*-permeable Kanile in die Zellen
einstromen. Andererseits kann Uber intrazelluldre Botenstoffe eine Freisetzung von
Ca?* aus intrazellularen Speichern erfolgen. Da der Y;-Rezeptor zur Klasse der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren gehort, ist es moglich, dass es bei seiner
Aktivierung Uber ein Gqa-Protein zur Bildung von InSP3 und nachfolgender Ca?*-
Mobilisierung kommt.

Nach SWANN (1991) stimuliert Thimerosal (Na-Ethylmercuritthiosalicylat)
intrazellulare Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (InsP3)-Rezeptoren und flhrt zu einer
intrazelluldren Ca®*-Freisetzung. Um die obige Hypothese zu iberpriifen, wurde
Thimerosal (10 yM) an Stelle von NPY in die hypotone Perfusionslésung gegeben
(Abb. 16, Seite 38). Die Querschnittsflachen der Mullerzellsomata nahmen nach
Verringerung der Osmolaritat in Anwesenheit von Ba** und Thimerosal kaum zu (102
%).

Nach GIMPL et al. (1993) fuhrt NPY in kultivierten Mdullerzellen zu einer
Depolarisation der Plasmamembran und zu einem Einstrom von extrazellularem
Ca®?* in die Zellen. Um zu untersuchen, ob der Einfluss des NPY auf das
Schwellungsverhalten der Mullerzellen in hypotonem Medium zusatzlich Uber einen
transmembrandsen Ca?*-Influx aus dem Extrazelluldrraum in die Zellen getragen
wird, wurde die Wirksamkeit von NPY (10 nM) in einer Ca®*-freien Perfusionslésung
getestet (Abb. 17, Seite 38).
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Abb. 16

Die Mobilisierung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern durch Thimerosal hat
ebenso wie NPY eine hemmende Wirkung auf das Schwellen der Mullerzellsomata
in hypoosmolarem Medium. Die Stimulation des intrazellularen InsP3;-Rezeptors mit
Thimerosal (10 uM) fuhrt zu einer Hemmung des Schwellens der Millerzellsomata in
hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?* (1 mM). Die Abbildungsform
entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikanter Unterschied gegenuber der
Kontrolle (100 %): ***.
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Abb. 17

Die hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Millerzellsomata in
hypoosmolarem Medium ist von einem Einstrom von extrazelluldren Ca®*-lonen
abhangig. In Ca?*-freiem Medium konnte die hemmende Wirkung von NPY (10 nM)
auf das Schwellen der Millerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit
von Ba®* (1 mM) nicht beobachtet werden. Die Abbildungsform entspricht der in Abb.
4, Seite 25. Signifikante Unterschiede gegenuber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.05;
*** P <0.001.
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Diese enthielt den Ca*-Chelator Ethylenglykolbis(B-aminoethylether)-N,N,N",N"-
tetraessigsdure (EGTA). Das Fehlen von Ca?* in der Perfusionslésung fiihrte nach
der Verringerung der Osmolaritat zu einer  GroRenzunahme  der
Miillerzellsomatafliche in Anwesenheit von Ba?* und NPY auf 120 %. Eine Ca?*-freie
Perfusionslésung verhinderte also die Wirkung von NPY in den durchgefihrten
Versuchen.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass zum Einen eine
intrazelluldre Ca®*-Freisetzung und zum Anderen ein Ca®*-Einstrom aus dem
Extrazellularraum in die Zellen fir die hemmende Wirkung von NPY auf das
Schwellen der Miillerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?*
notwendig ist (Abb. 18).
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Abb. 18

Fir die hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Maillerzellen in
hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?* ist ein Anstieg der intrazellularen
[CaZ+]i notwendig. BAPTA und EGTA verhindern, Thimerosal stimuliert den Anstieg
der [Ca®']. Fazit daraus: Es ist sowohl ein Einstrom von extrazellularen Ca®* wie
auch eine Freisetzung von Ca?' aus intrazelluldren Speichern notwendig. Die
Abbildungsform entspricht der in Abb. 13, Seite 34.

Die Erhéhung der [Ca®']; ist ein intrazelluldres Signal, das zahlreiche Signalwege
beeinflusst. Ca?* besitzt bei vielen Prozessen der Zellaktivierung, z. B. der
Biosynthese und Sekretion von Stoffen, dem transzelluléaren Transport von lonen und
der Bereitstellung von Glukose eine Signalfunktion, da es Informationen von der

Membran der aktivierten Zelle auf Rezeptormolekile innerhalb der Zelle Ubertragt
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(LOFFLER u. PETRIDES 2003). Nach AMMAR et al. (1998) kommt es in Folge der
Aktivierung des Y4-Rezeptors zu einer Stimulierung der Proteinkinase C (PKC). Um

als mogliche Folge der Erhdhung der [Ca®']

eine Aktivierung der PKC zu
untersuchen, schlossen sich Untersuchungen mit Staurosporin an. Staurosporin ist
ein Proteinkinaseinhibitor mit breitem Spektrum. Die frisch isolierten Schnitte wurden
mit Staurosporin (10 nM) 20 min inkubiert. Die Inkubation mit Staurosporin
beeinflusste die hemmende Wirkung von NPY. Die Querschnittsflachen der
Mullerzellsomata vergroferten sich nach Inkubation mit Staurosporin in hypotonem
Medium in Anwesenheit von Ba®* auf 113 % (Abb. 19A). Dieses Ergebnis filhrt zu der
Hypothese, dass die Wirkung von NPY Uber die Aktivierung einer Proteinkinase
vermittelt wird. Um den PKC-Typ weiter zu bestimmen, wurde ein

Proteinkinasehemmer mit engerem Spektrum getestet.
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Abb. 19

Die hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mullerzellsomata in
hypoosmolarem Medium wird Uber eine Aktivierung der PKC vermittelt.

(A) 20 minatigen Inkubation mit dem Proteinkinaseinhibitor Staurosporine (10 nM)
verhindert die hemmende Wirkung von NPY (10 nM) auf das Schwellen der
Millerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba** (1 mM).

(B) 20 minltigen Inkubation mit dem Inhibitor der Proteinkinase C G66976 (1uM)
verhindert die hemmende Wirkung von NPY (10 nM) auf das Schwellen der
Mllerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba** (1 mM).

Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikante Unterschiede
gegenuber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.05; **: P < 0.01; ***, P < 0.001.
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G66976  {3-[1-(3-Dimethylaminopropyl)-5-methoxy-1H-indol-3-yl]-4-(1H-indol-3-yl)-
1H-pyrrol-2,5-dion} hemmt die Proteinkinase C. Die frisch isolierten Retinaschnitte
wurden dazu in G66976 (1 pM) 20 min inkubiert (Abb. 19B). Ebenso wie die
Inkubation mit Staurosporin verhinderte auch die Inkubation mit G66976 die
hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem
Medium in Anwesenheit von Ba®**. Die Querschnittsflichen der Miillerzellsomata
nahmen nach der Inkubation mit G66976 auf 119 % zu.

G066976

NPY —b - PlKC -7 > <

I

Staurosporin
Abb. 20
Die PKC-Inhibitoren Staurosporin und G66976 verhindern die hemmendeWirkung
von NPY auf das Schwellen der Millerzellen in hypoosmolarem Medium. Das deutet
auf eine Beteiligung der PKC an der hemmenden Wirkung von NPY auf das
Schwellen der Mullerzellsomata in hypoosmolarem Medium hin. Die Abbildungsform
entspricht der in Abb. 13, Seite 34.

Nachfolgend sollte nun untersucht werden, welche Folgen die Aktivierung der PKC
haben kdnnte.

In der neurosensorischen Retina stimuliert NPY die Ca?*-abhangige Freisetzung von
Neurotransmittern, wie z. B. Acetylcholin oder y-Aminobutyrat (GABA; BRUUN und
EHINGER 1993). Daher sollte untersucht werden, ob an der hemmenden Wirkung
von NPY auf das Schwellen der Miullerzellen in hypoosmolarem Medium weitere
Neurotransmitter beteiligt sind. Glutamat ist der bedeutendste exzitatorische
Neurotransmitter in der Retina und dem gesamten zentralen Nervensystem (ZNS).
Glutamat wurde in einer Konzentration von 1 mM gemeinsam mit der hypotonen
Ldésung appliziert. Die Querschnittsflachen der Millerzellsomata nahmen nach
Verringerung der Osmolaritdt in Anwesenheit von Ba?* und Glutamat kaum zu (102
%, Abb. 21A).
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Abb. 21

Glutamat ist an der hemmenden Wirkung von NPY auf das Schwellen der
Miillerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba®* beteiligt.

(A) Hemmende Wirkung von Glutamat (1 mM) auf die VergroRerung der
Querschnittsflachen der Mullerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit
von Ba?* (1 mM).

(B) Die spezifischen Glutamatrezeptorantagonisten MPEP (50 uM) und LY341495
(100 uM) in der Perfusionslésung verhindern die hemmenden Wirkungen von
Glutamat (1 mM) und auch von NPY (10 nM) auf das Schwellen der Mullerzellen in
hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba**.

Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikante Unterschiede
gegenuber der Kontrolle (100 %): **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

Glutamat scheint also, genauso wie NPY oder Dopamin (PANNICKE et al. 2004) die
Schwellung der Miullerzellsomata zu verhindern. Im Anschluf® sollte untersucht
werden, durch welche Glutamatrezeptortypen die beschriebene Wirkung von
Glutamat vermittelt wird. Dazu wurden der selektive Antagonist der metabotropen
Glutamatrezeptoren (mGIuRs) 2 und 3 LY341495 (100 pM) sowie der selektive
Antagonist des mGIuR 5 6-Methyl-2-(phenylethinyl)pyridin (MPEP, 50 uM) getestet
(GASPARINI et al. 1999, SALT et al. 1999). Die Mullerzellsomata schwollen nach
Verringerung der Osmolaritat in Anwesenheit von Ba®*, Glutamat und der beiden
Glutamatrezeptorantagonisten deutlich an (Abb. 21B). Die verwendeten mGIuR-

Antagonisten konnten die Wirkung von Glutamat auf die Mdullerzellschwellung also
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aufheben. Die Schwellung der Mullerzellen wurde unter dem Einfluss von LY341495
und MPEP noch verstarkt. Die Querschnitte der Mullerzellsomata vergroRerten sich
in hypotoner Lésung in Anwesenheit von Ba?* auf 119 %, bei zusatzlicher Applikation
der mGluR-Antagonisten auf 122 % (P > 0.05).

Aus diesen Ergebnissen ergeben sich folgende Mdglichkeiten. Einerseits konnte die
Hemmung der Mullerzellschwellung einen weiteren eigenstandigen Signalweg
reprasentieren. Andererseits konnte retinales Glutamat durch NPY freigesetzt
werden. Somit ware die Aktivierung von mGIluRs ein Bestandteil der durch NPY-
aktivierten Signalkaskade. Um dieses zu untersuchen, wurde die Wirkung von NPY
in Anwesenheit der mGluR-Antagonisten Uberpruft. Es zeigte sich, dass der Effekt
von NPY durch LY341495 und MPEP verhindert werden konnte. Die Zellsomata der
Mdallerzellen vergrolierten sich nach Verringerung der Osmolaritat in  der
Anwesenheit von Ba®*, NPY (10 nM) und der beiden mGluR-Antagonisten auf 125%.
Aufgrund dieser Datenlage wird von einer Beteiligung von Glutamat und einer
Aktivierung von mGIluRs an der hemmenden Wirkung von NPY auf das Schwellen
der Millerzellen in hypotonem Medium in Anwesenheit von Ba?* ausgegangen (Abb.
22).

NPY — > Glutamat —» —» ? —|><

MPEP
LY341495

Abb. 22

Glutamat hemmt wie NPY das Schwellen der Mdllerzellen in hypoosmolarem
Medium in Anwesenheit von Ba?*. Die Antagonisten von metabotropen
Glutamatrezeptoren verhindern die hemmende Wirkung von Glutamat sowie den
Effekt von NPY auf das Schwellen der Mdillerzellen der gesunden Netzhaut in
hypoosmolarem Medium. Die Zellsomata schwellen. Die Abbildungsform entspricht
der in Abb. 13, Seite 25.

An die Untersuchungen mit Glutamat anschlieiend wurde die mdgliche Beteiligung
von Adenosin an der hemmenden Wirkung von NPY auf das Schwellen der
Mllerzellen in hypoosmolarem Medium unter der Anwesenheit von Ba?* untersucht
(Abb. 23).
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Abb. 23

Adenosin ist an der Wirkung von NPY auf das Schwellen der Millerzellsomata in
hypoosmolarem Medium in der Anwesenheit von Ba?* beteiligt.

(A) Hemmende Wirkung von Adenosin (10 pM) auf das Schwellen der
Querschnittsflachen der Mullerzellsomata in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit
von Ba®* (1 mM).

(B) Auch die Anwesenheit des spezifischen As-Rezeptoragonisten CPA (10 uM/100
MM) in der Perfusionslosung verhinderte das Schwellen der Mullerzellsomata in
hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba®* (1 mM). CPA verhinderte in einer
Konzentration von 100 uM vollstandig die Mullerzellschwellung.

Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikante Unterschiede
gegenuber der Kontrolle (100 %): **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

Adenosin ist Produkt des ATP-Stoffwechsels und ein ubiquitar vorkommender
interzelluldrer Botenstoff (LOFFLER u. PETRIDES 2003). Bei Schadigungen der
Netzhaut verandert sich die Konzentration des retinalen Adenosins stetig (LI et al.
1999), aullerdem wird Adenosin in der Retina nach einer Ischamie rasch freigesetzt
(ROTH et al. 1997) und besitzt sowohl gliale und neurale (SCHUBERT et al. 1997)
als auch vasodilatatorische Wirkung (ROTH 1995).

Adenosin wurde in einer Konzentration von 10 yM zusammen mit der hypotonen
Perfusionslosung appliziert. Die Querschnittsflachen der Mullerzellsomata nahmen in
hypotonem Medium in Anwesenheit von Ba** (1 mM) und Adenosin nicht zu. Auch
Adenosin scheint also die Schwellung von Mullerzellen unter den getesteten

Bedingungen zu verhindern. Im Folgenden wurde untersucht, welcher Rezeptortyp
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durch Adenosin aktiviert wird und fur die Hemmung der Miillerzellschwellung
verantwortlich ist. Dazu wurde der selektive Aj-Rezeptoragonist N°-
Cyclopentyladenosin (CPA, 10 uM und 100 uM; WILLIAMS et al. 1986) getestet, der
gleichzeitig mit der hypotonen Perfusionslosung appliziert wurde (Abb. 23B). Bei
Verwendung von 10 uM CPA stieg die Querschnittsflache der Miullerzellen in
hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba** deutlich auf 113 % an, wéhrend
bei einer Konzentration von 100 uM CPA kein Schwellen der Mullerzellen beobachtet
werden konnte. Die potentielle Aktivierung von Adenosin As-Rezeptoren (A1R) durch
Adenosin  wurde durch die Verwendung des selektiven A{R-Antagonisten
8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin (DPCPX) uberprift (LEE u. REDDINGTON 1986).
DPCPX (100 nM) und Adenosin (10 pM) wurden simultan mit der hypotonen
Perfusionslosung appliziert. Die Mullerzellen schwollen nach Verringerung der
Osmolaritat in Anwesenheit von Ba?*, Adenosin und DPCPX deutlich an (114 %,
Abb. 24A).
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Abb. 24

Der selektive Ai-Rezeptorantagonist 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin (DPCPX)
verhindert die hemmende Wirkung von Adenosin und von NPY.

(A) Die Anwesenheit von DPCPX (100 nM) verhindert die hemmende Wirkung von
Adenosin auf das Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem Medium in
Anwesenheit von Ba** (1 mM).

(B) Die Anwesenheit von DPCPX (100 nM) verhindert die hemmende Wirkung von
NPY (10 nM) auf das Schwellen der Millerzellen in hypoosmolarem Medium in
Anwesenheit von Ba?* (1 mM).

Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 4C, Seite 25. Signifikante Unterschiede
gegenuber der Kontrolle (100 %): ***, P < 0.001.
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Weiterhin wurde eine mogliche Beteiligung von Adenosin an der hemmenden
Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem Medium in
Anwesenheit von Ba?* untersucht. Dazu wurde Uberpriift, ob der A;R-Antagonist
auch den Effekt von NPY auf das Schwellungsverhalten der Millerzellen aufheben
kann. Unter dem Einfluss von DPCPX konnte NPY (10 nM) das Schwellen der
Millerzellen nach Verringerung der Osmolaritit in Anwesenheit von Ba®* nicht
verhindern (Abb. 24 B).

Aufgrund dieser Datenlage wird von einer Beteiligung von Adenosin und einer
Aktivierung von AR im Rahmen der hemmenden Wirkung von NPY auf das
Schwellen der Millerzellen in hypotonem Medium in den hier durchgeflihrten

Versuchen ausgegangen (Abb. 25).
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Abb. 25

Adenosin und der selektive Ai-Agonist CPA hemmen das Schwellen der Mullerzellen
der gesunden Netzhaut in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?*. Der
selektive Aj-Antagonist DPCPX verhindert die hemmende Wirkung von Adenosin auf
das Schwellen der Mullerzellen der gesunden Netzhaut in hypoosmolarem Medium.
AulBerdem hebt DPCPX die hemmende Wirkung von NPY auf. Die Abbildungsform
entspricht der in Abb. 13, Seite 34.

Es konnte festgestellt werden, dass NPY Yi-Rezeptoren der Netzhaut aktiviert.
Daraufhin kommt es zu einer Erhdhung der [Ca®"], die sowohl durch eine
Freisetzung von Ca®" aus InSPs-sensitiven Speichern als auch durch einen Einstrom
von extrazelluldarem Ca®* verursacht wird. Desweiteren wird die PKC aktiviert.
Aulerdem wird das Signal von NPY Uber die Aktivierung von mGIuR sowie von As-
Adenosinrezeptoren vermittelt. Dadurch wird letztendlich die Schwellung der
Mdllerzellen in hypoosmolarer Ldsung bei Blockierung der glialen K'-Kanale

verhindert.
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Die Ergebnisse lassen jedoch keinen Ruckschluss zu, ob die beteiligten Rezeptoren
neuronal oder glial lokalisiert sind. Darum wurde der selektive Blocker der
neuronalen, spannungsabhangigen Na*-Kanale Tetrodotoxin (TTX) getestet. Sollte
dieser die Wirkung von NPY, Glutamat oder Adenosin verhindern, so ware dies ein
Hinweis auf eine neuronale Lokalisation des entsprechenden Rezeptors. TTX (1 uM)
wurde mit der hypotonen Losung appliziert. Unter diesen Bedingungen fuhrte die
Applikation von NPY zu einer Schwellung der Mdullerzellen nach Verringerung der

Osmolaritdt in Anwesenheit von Ba®* (Abb. 26).
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Abb. 26

Die Anwesenheit von TTX (1 pM) in den Perfusionslésungen verhindert die
hemmende Wirkung von NPY (10 nM) auf das Schwellen der Mullerzellsomata in
hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba?* (1 mM). Allerdings fiihrt TTX
bereits ohne Anwesenheit von Ba? in hypotoner Losung zu einer
Mullerzellschwellung. Die Abbildungsform entspricht der in Abb. 1. Signifikante
Unterschiede gegenulber der Kontrolle (100 %): *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P <
0.001.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass an der hemmenden Wirkung von NPY auf
das Schwellen von Millerzellen in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba**
spannungsabhangige Na'-Kanale beteiligt sind. Dies ist damit ein Hinweis, dass die

Y 1-Rezeptoren wahrscheinlich auf Neuronen der Retina lokalisiert sind.
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Allerdings verursacht TTX an sich (ohne Anwesenheit von Ba?*) in hypotoner Lésung
bereits eine Zunahme der Querschnittsflache der Mullerzellsomata auf 125 %. Dieser
Wert ist mit der Ba?*-induzierten Miillerzellschwellung in hypoosmolarem Medium
vergleichbar. Nachfolgend wurde die Wirkung von Glutamat auf das Schwellen der
Mullerzellsomata bei Blockierung der neuronalen Na*-Kanale durch TTX getestet.
Hierfur wurden Glutamat (1 mM) und TTX (1 puM) gleichzeitig mit der hypotonen
Losung appliziert (Abb. 27).
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Abb. 27

TTX hat keinen Einfluss auf die hemmende Wirkung von Glutamat. Trotz der
Anwesenheit von TTX (1 yM) in den Perfusionslosungen, kann Glutamat (1 mM) im
Gegensatz zu NPY (10 nM) das Schwellen der Mullerzellsomata in hypoosmolarem
Medium in Anwesenheit von Ba®* (1 mM) verhindern. Die Abbildungsform entspricht
der in Abb. 1. Signifikante Unterschiede gegenuber der Kontrolle (100 %): **, P <
0.01; ***, P < 0.001.

Trotz der Gegenwart von TTX nahm die Flache der Zellsomata der Mullerzellen nach
Verringerung der Osmolaritdt in Anwesenheit von Ba®* und Glutamat lediglich auf
105 % zu. Zur Wirkung von Glutamat ohne TTX bestand keinerlei Unterschied.

Im Anschluss sollte untersucht werden, ob die Wirkung von Adenosin durch TTX
verhindert werden kann (Abb. 28). TTX (1 uM) und Adenosin (10 yM) wurden mit der

hypotonen Perfusionslosung verabreicht. Trotz der Gegenwart von TTX nahmen die



Ergebnisse 49

Zellsomata der Mullerzellen der gesunden Netzhaut nach Verringerung der
Osmolaritdt in Anwesenheit von Ba®* und Adenosin kaum zu, der Effekt von
Adenosin auf das Schwellungsverhalten der Mullerzellen blieb annahernd erhalten.
Allerdings war die Schwellung unter dem Einfluss von Adenosin und TTX signifikant

starker ausgepragt.
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Abb. 28

Tetrodotoxin (TTX) hat keinen Einfluss auf die hemmende Wirkung von Adenosin.
Trotz der Anwesenheit von TTX (1 uM) in den Perfusionsldsungen kann Adenosin
(10 uM) das Schwellen der Millerzellsomata in hypoosmolarem Medium in
Anwesenheit von Ba®* (1 mM) verhindern. Die Abbildungsform entspricht der in Abb.
4C, Seite 25. Signifikante Unterschiede gegenuber der Kontrolle (100 %): **, P <
0.01; ***, P < 0.001.

Aufgrund der Datenlage kann davon ausgegangen werden, dass der Y-Rezeptor
neuronal und der mGIluR bzw. der AR glial lokalisiert sind.

Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse fuhren zu der Hypothese, dass die
hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem
Medium Uber eine Stimulation von neuronalen Y:-Rezeptoren, nachfolgendem
Anstieg der intrazelluldren Ca®*-lonenkonzentration und Aktivierung der PKC
vermittelt wird. Dies zieht eine Freisetzung von Glutamat nach sich, stimuliert gliale
MGIuRs und fihrt zur Anregung von A;-Adenosin-Rezeptoren. Auf welche Weise die
Aktivierung von Adenosin-Rezeptoren zu einer Hemmung der hypotonen
Zellschwellung beitragt ist unklar und sollte Gegenstand zukunftiger Untersuchungen

sein.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Regulation des Schwellungsverhaltens
retinaler Gliazellen durch neuroaktive Substanzen zu untersuchen. Dazu wurde
untersucht, ob Neuropeptid Y (NPY) EinfluR auf das Schwellungsverhalten der
Mullerzellen der Ratte in hypoosmolarem Medium hat. PANNICKE et al. 2004
zeigten, dass die Mullerzellen der postischamischen Retina der Ratte in hypotonem
Medium schwellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass NPY
die Mullerzellschwellung in hypotonem Medium in der postischamischen Netzhaut
verhindert. Die pharmakologische Untersuchung des durch NPY aktivierten
Signalweges erfolgte an gesunden Netzhauten. Hier flhrt ein hypotones Medium bei
gleichzeitiger Blockade der Kaliumkandle (K*-Kanadle) durch Ba®** zu einer
Gliazellschwellung, die mit derjenigen in der postischamischen Retina vergleichbar
ist (PANNICKE et al. 2004).

Die erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass NPY einen neuronalen Y-Rezeptor
aktiviert, was zu einer Mobilisierung von Ca?* aus intrazelluldren Speichern und zur
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) fuhrt. Weiterhin scheint eine von neuronaler
Aktivitat und Ca** abhangige Freisetzung von Glutamat sowie die Aktivierung von
(glialen) metabotropen Glutamatrezeptoren (mGlu) zu erfolgen. Letztendlich kommt

es vermutlich zur Aktivierung des Ai-Adenosin-Rezeptors (A4R).

5.1 Vitale Anférbung der Miillerzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschliel3lich Mitotracker Orange zur selektiven
Anfarbung der Miullerzellen verwendet. Dieser Vitalfarbstoff ist membrangangig und
gelangt passiv in die Zellen (MOLECULAR PROBES, Produktinformation).

Dass die Inkubation von frisch isolierter Retina mit Vitalfarbstoffen, wie z. B.
Mitotracker Orange zu einer selektiven Farbung der Mullerzellen fuhrt, wobei sowohl
die neuronalen Zellen als auch die Zellen der Mikro- und Astroglia nicht angefarbt
werden, ist hinlanglich bekannt (UCKERMANN et al. 2004). Jedoch ist bis heute
unklar, worauf die selektive Anfarbbarkeit der Mullerzellen durch die Vitalfarbstoffe
basiert. Diskutiert wird, dass die Aufnahme der Farbstoffe durch bestimmte
Membraneigenschaften der Mullerzellen begunstigt wird oder aber die Mdillerzellen
Zellbestandteile besitzen, die die Vitalfarbstoffe binden (UCKERMANN et al. 2004).
Ein weiterer grol3er Vorteil der Vitalfarbstoffe ist neben der selektiven Anfarbung der

Miullerzellen, dass das zu untersuchende Gewebe nicht fixiert werden muf} und damit
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einer morphologischen Analyse besser zuganglich ist (UCKERMANN et al. 2004).
Der Vorteil gegenuber fixieten Geweben der Retina liegt darin, dass
Fixierungsartefakte die Gegebenheiten so verandern konnen, das die damit erzielten
Ergebnisse nicht unbedingt mit der Situation in situ vergleichbar sind
(REICHENBACH et al. 1991).

Zusammenfassend konnten die Zellsomata der Mdallerzellen im Rahmen der
Experimente aufgrund ihrer Lage in der inneren Kornerschicht (INL) der Retina, ihrer
spezifischen Anfarbung und ihrer charakteristischen Form von den Bipolarzellen bzw.

den Ubrigen Zellen der Retina abgegrenzt werden.

5.2 Yi-Rezeptorabhanqgigkeit der hemmenden Wirkung von NPY auf das

Schwellungsverhalten der Mullerzellen

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen zeigte sich, dass an
der hemmenden Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mdllerzellen der
postischamischen und der gesunden Retina in Anwesenheit von Ba?* in hypotoner
Losung der Y1-Rezeptor beteiligt ist.

Funktionell ist der Y1-Rezeptor bereits in der Ratte nachgewiesen worden (EVA et al.
1990, YAN et al. 1996, BURKHOFF et al. 1998, PARKER et al. 1998, VOISIN et al.
2000). Jedoch mulRR bedacht werden, dass in der gesunden neurosensorischen
Retina bis jetzt nur eine Y -Immunoreaktivitat fur Neuronen und nicht fur Gliazellen
nachgewiesen werden konnte (D’ANGELO et al. 2002). Das wurde bedeuten, dass
die Y4-Rezeptoren entweder nicht auf den Mullerzellen lokalisiert sind oder nur unter
bestimmten Umstanden exprimiert werden. Tatsachlich ist bekannt, dass Gliazellen
der erkrankten Retina Y;-Rezeptoren exprimieren (CANTO SOLER et al. 2002).

Um den Sachverhalt, ob die Y-Rezeptoren uberhaupt glial lokalisiert sind, naher zu
untersuchen, schlossen sich Untersuchungen mit dem Na'-Kanalblocker
Tetrodotoxin an. Die hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der
Mullerzellsomata konnte in Anwesenheit von Tetrodotoxin nicht nachgewiesen
werden. Diese Untersuchungen fuhrten zu dem Schluf3, dass der an der hemmenden
Wirkung von NPY auf das Schwellen der Mdlllerzellsomata beteiligte Y-Rezeptor
nicht auf den Mullerzellen, sondern neuronal lokalisiert ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass NPY einen nicht glialen Y-Rezeptor
stimuliert, der Uber eine bis jetzt unbekannte Signalkaskade das Schwellen der

Mdallerzellen in hypoosmolarem Medium verhindert. Jedoch mufd berlcksichtigt
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werden, dass NPY-Rezeptoren, die nicht im Rahmen dieser Arbeit untersucht
worden sind, potentiell an der Signalkaskade beteiligt sein kdnnten. Da aber nur Y4,
Y2, Y4 und Y5 funktionell im Gewebe der Ratte auftreten (EVA et al. 1990, YAN et al.
1996, BURKHOFF et al. 1998, Parker et al. 1998, VOISIN et al. 2000) und NPY mit
hoher Affinitat an die Y4-, Y2- und Ys-Rezeptorsubtypen bindet (MICHEL et al. 1998,
CERDA-REVERTER u. LARHAMMAR 2000), wurden nur  Ys-, Y- und Ys-
Rezeptoren getestet.

Unabhangig davon konnte bei den Untersuchungen mit Tetrodotoxin beobachtet
werden, dass auch die alleinige Anwesenheit von Tetrodotoxin unter
Kontrollbedingungen zum Schwellen der Millerzellsomata fihrte. Eine mogliche
Erklarung dafur ware, dass Neuronen, die durch Verringerung des osmolaren Milieus

aktiviert werden, Faktoren abgeben, die das Schwellen der Gliazellen hemmen.

5.3 Zelluldare Signale, die an der hemmenden Wirkung von NPY auf das

Schwellen der Millerzellen in hypoosmolarem Medium beteiligt sind

In den hier vorliegenden Untersuchungen kommt es nach der Aktivierung des Y-
Rezeptors zu einer Mobilisierung von Ca** aus intrazelluldren Speichern, einem
extrazelluldren Ca?*-Einstrom und zur Aktivierung der PKC. Des Weiteren erfolgt
eine von neuronaler Aktivitdt und Ca®* abhéngige Freisetzung von Glutamat und die
Aktivierung von mGlu. Letztendlich kommt es zur Aktivierung des A¢R.

Der bis zur Aktivierung der PKC untersuchte Signalweg entspricht allgemein dem der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die Zugehdrigkeit des Yi-Rezeptors zur
Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist bekannt (BECK-SICKINGER
1996, MICHEL et al. 1998) und geht konform mit der in diesem Rahmen
untersuchten Signalkaskade.

Des Weiteren konnte bei den hier durchgefihrten Untersuchungen eine Erhdhung
der [InSP3]; festgestellt werden. Diese Beobachtungen entsprechen den
Betrachtungen von AMMAR et al. (1998): NPY aktiviert G-Protein-gekoppelte Y;-
Rezeptoren, die wiederum eine Signalkaskade uUber die Erhdhung der [InSPg]; in
Gang setzen. In Folge der weiteren Untersuchungen konnte eine Aktivierung der
PKC und ein Anstieg der intrazelluldren Ca®‘-Konzentration beobachtet werden.
Bereits PERNEY und MILLER (1989) zeigten eine InSPs;-abhangige Erhohung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration nach Aktivierung eines NPY-Rezeptors, jedoch

wurde diese Signalkaskade bisher nur an Zellen des humanen RPE und nicht an
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Mullerzellen beobachtet (AMMAR et al. 1998). Dieses weist auf die obige These,
dass der Y-Rezeptor neuronal und nicht glial lokalisiert ist, hin.

AuRerdem kommt es zu einem extrazelluldren Ca*-Einstrom, wobei diese
Beobachtung mit der Untersuchung von GIMPL et al. 1993 Ubereinstimmt, in welcher
an kultivierten Mullerzellen gezeigt werden konnte, dass NPY einen Einstrom von
extrazellularem Ca®" in die Zellen ausldsen kann. Jedoch konnten bis heute derartige
Ca”**-Reaktionen bei dem hier untersuchten Signalweg fluormetrisch nicht
nachgewiesen werden (personliche Mitteilung O. Uckermann). Mdglich ware, dass
diese Ca**-Strdome zu gering bzw. am Soma oder FuR der Miillerzellen lokalisiert
sind, sodass sie fluormetrisch nicht zuganglich sind.

Im Rahmen der pharmakologischen Untersuchungen zur hemmenden Wirkung von
NPY auf das Schwellungsverhalten der Mullerzellen konnte bis hier festgestellt
werden, dass NPY Yi-Rezeptoren der Netzhaut aktiviert. Infolgedessen kommt es zu
einer Erhdhung der [Ca], die sowohl durch eine Freisetzung von Ca®** aus
intrazelluldren Speichern als auch durch einen extrazellularen Ca®*-Einstrom
verursacht wird und zur Aktivierung einer PKC fuhrt.

Die Untersuchung der Signalkaskade wurde mit Glutamat fortgeflhrt, da Glutamat
zum Einen einer der bedeutendsten exzitatorischen Neurotransmitter in der Retina
und dem gesamten zentralen Nervensystem (ZNS) ist und zum Anderen an
Synapsen freigesetzt wird und neurogliale Signale vermittelt (PORTER u.
McCARTHY 1996, PASTI et al. 1997, KANG et al. 1998, ZONTA et al. 2003).
AuRerdem ist bekannt, dass NPY die Ca®‘-abhingige Abgabe von weiteren
Neurotransmittern wie Acetylcholin oder GABA in der Retina stimulieren kann
(BRUUN et al. 1991, BRUUN u. EHINGER 1993). Im Rahmen der Untersuchungen
mit Glutamat zeigte sich, dass Glutamat das Schwellen der Madllerzellen in
hypoosmolarem Medium verhindern kann. Unter der Annahme, dass Glutamat an der
Signalkaskade beteiligt ist, ergibt sich folgende mogliche Signalkaskade: Glutamat
wird in Anwesenheit von Ca?* (POTASHNER 1976, HAMBERGER et al. 1978), nach
Exocytose von synaptischen Vesikeln (VAN VLIET et al. 1989, MUNDIGL u. De
CAMILLI 1994), nach Depolarisation der Plasmamembran (DONNERER 1991) und
unter Beteiligung von unterschiedlichen Ca?*-Kanidlen (TERRIAN et al. 1990)
freigesetzt. In den sich anschlieBenden Untersuchungen zeigte sich, dass Glutamat
gliale mGIuR aktiviert. In der Retina der Ratte sind bereits sieben mGIuR

nachgewiesen worden (HARTVEIT et al. 1995) und an den Miillerzellen des
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Tigersalamanders ist bereits die Expression von mGluRs gezeigt worden
(KEIRSTEAD u. MILLER 1997).

Wie in Abb. 22, Seite 43 gezeigt, fiihrt die Anwesenheit von Ba** und der mGIuR-
Antagonisten in hypotoner Losung zusatzlich zu einer VergroRerung der
Mullerzellsomata bzw. induzieren die mGIluR-Antagonisten eine Schwellung der
Mullerzellsomata unter hypotonen Bedingungen. Dies koénnte ein Hinweis darauf
sein, dass die Verringerung der Osmolaritat eine Zellpopulation der Retina dazu
stimuliert, Glutamat abzugeben, das dann als Signalmoleklil an der hemmenden
Wirkung auf das Schwellen der Mullerzellsomata beteiligt ist.

Aufgrund dieser Datenlage ergeben sich die Mdglichkeiten, dass die Hemmung der
Mullerzellschwellung durch Glutamat ein eigenstandiger Signalweg ist oder dass
NPY retinales Glutamat freisetzt. Letzteres wirde bedeuten, dass die Aktivierung der
MGIuUR ein Bestandteil der durch NPY aktivierten Signalkaskade ware. Um dies zu
untersuchen, wurde die hemmende Wirkung von NPY in Anwesenheit der mGIuR-
Antagonisten untersucht. Es zeigte sich, dass die mGluR-Antagonisten die Wirkung
von NPY aufheben. Dies zeigt, dass die Aktivierung der mGIuR ein Bestandteil der
durch NPY aktivierten Signalkaskade ist.

5.4 Aktivierung von Adenosin Ai;-Rezeptoren

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen zeigte sich, dass Adenosin das Schwellen
der Mdllerzellsomata in hypoosmolarem Medium in der Anwesenheit von Ba?"*
ebenso wie NPY und Glutamat verhindert und dass nachfolgend die Wirkung von
Adenosin  Uber einen glialen, purinergen Ai-Rezeptor vermittelt wird.
Zusammenfassend bedeutet das, dass die hemmende Wirkung von NPY und
Glutamat Uber eine Aktivierung von purinergen Rezeptoren nach Stimulierung von
glialen mGIluRs vermittelt wird. Es ist bereits bekannt, dass nach Stimulierung von
purinergen Rezeptoren an Gliazellen in der Retina der Ratte intrazelluldre Ca*-
Signale hervorgerufen werden konnen (NEWMAN u. ZAHS 1997, NEWMAN 2001).

Die hier untersuchte Signalkaskade kdnnte sich moglicherweise wie folgt fortsetzen:
Glutamat ruft in Gliazellen intrazelluldre Ca®*-Signale hervor (PORTER u. MCARTHY
1996, PASTI et al. 1997, KANG et al. 1998, ZONTA et al. 2003). Diese Ca2+—SignaIe
fuhren wiederum zu einer autokrinen Freisetzung von ATP (WANG et al. 2000). Im
Extrazellularraum wird ATP in Adenosin umgewandelt, das dann weiteren Einfluss
auf die neuronale Aktivitat hat (NEWMAN 2003). LIU und BENNETT (2003) konnten
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bereits zeigen, dass es an Gliazellen zu glutamatvermittelter ATP-Sekretion kommen
kann. Ungeachtet dessen ist Adenosin offensichtlich ein wichtiger Transmitter der
Retina, besonders wahrend hypoxisch-ischamischer Veranderungen. Bestarkt wird
diese These durch die Tatsache, dass Adenosin nach ischamischen
Reperfusionsverletzungen eine protektive Wirkung an der Retina entfaltet (LARSEN
u. OSBORNE 1996, GHIARDI et al. 1999) und auf3erdem in Folge ischamischer
Veranderungen an der Retina rasch freigesetzt wird (ROTH et al. 1997). Auch ist der
Adenosin Ai-Rezeptor bereits in der inneren Retina lokalisiert worden (BLAZYNSKI
1990), und im ZNS konnte bereits nachgewiesen werden, dass er nach seiner
Stimulierung neuroprotektive Wirkungen gegen die Folgen einer zerebralen Ischamie
entfaltet (PHILLIS 1995, SCHUBERT et al. 1997, LI et al. 2000).

Zusammenfassend stellt sich der untersuchte Signalweg wie folgt dar: Die
hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Madallerzellsomata in
hypoosmolarem Medium wird letztendlich Uber die Stimulierung von purinergen,
glialen Rezeptoren vermittelt. Dabei kommt es nach der endogenen Freisetzung von
Glutamat und der Stimulierung von mGIuR zur Freisetzung von Adenosin und
Aktivierung von Adenosinrezeptoren.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuihrten Untersuchungen enden mit den
Untersuchungen zu Adenosin. Jedoch st inzwischen die nachfolgende
Signalkaskade weiter aufgeklart (Abb. 29, Seite 56; UCKERMANN et al. 2006).
Nachdem Glutamat gliale mGIuRs aktiviert hat, kommt es nachfolgend zu
Freisetzung von ATP. ATP wird im Extrazellularraum in ADP umgewandelt, das
wiederum einen P2Y-Rezeptor stimuliert. AnschlieRend kommt es zu einer
Freisetzung von Adenosin, das dann den AR anregt. Infolgedessen werden die
Adenylatcyclase und die Proteinkinase A aktiviert. Schluf3endlich werden vermutlich
lonenkanale gedffnet werden, und dem Ausstrom von K* und CI folgt Wasser aus

den Zellen.

5.5 Mogliche Wirkungen von Adenosin auf Zellebene

In der gesunden Retina werden die ILM bis OPL der Retina von den Miillerzellen
dehydriert (BRINGMANN et al. 2004). AQP sind entscheidend an der Regulation des
Wasser- und lonenhaushaltes beteiligt (VERKMAN 2003). Das gleichzeitige
Auftreten von Ki1.4 und AQP an Membranen der Mullerzellen, die den Blutgefalen

und dem Glaskoérper zugewandt sind, hat zu der Vermutung geflhrt, dass die
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Regulation des Wasserhaushaltes in der Retina durch die Mullerzellen mit der des
K*-Haushaltes verbunden ist (NAGELHUS et al. 1999).

Neuron Millerzelle

ATP
+ ecto-ATPase

e Adenosin
AT </

Ca afiflengig Ca -unabhéngig

Abb. 29

Zusammenfassend stellt sich der untersuchte Signalweg wie folgt dar (rot markiert).
Die hemmende Wirkung von NPY auf das Schwellen der Miullerzellsomata in
hypoosmolarem Medium wird letztendlich Uber die Stimulierung von purinergen,
glialen Rezeptoren vermittelt. Dabei kommt es nach der endogenen Freisetzung von
Glutamat und der Stimulierung von mGIuR zur Freisetzung von Adenosin und

Aktivierung von Adenosin Ai-Rezeptoren.

Am Ende des hier untersuchten Signalweges steht vermutlich das Offnen von
lonenkanalen. Einerseits ware maglich, dass unter hypoosmolaren Bedingungen
lonenkanéle, die keine K*-Kanale sind, in der Zellmembran der Mllerzellen gebffnet
werden. Dies hatte zur Folge, dass osmotisch wirksame Substanzen, die Wasser mit
sich ziehen, aus den Mullerzellen ausstromen kdonnen, und damit das Schwellen der
Mullerzellen verhindert wird (JAKAB et al. 2002). Allerdings stande dies in
Konkurrenz zu dem sinkenden extrazellularen osmotischen Druck unter
hypoosmolaren Bedingungen. Jedoch konnte bereits gezeigt werden, dass NPY die
lonen- und Wasserclearance der RPE erhéhen kann (AMMAR et al. 1998).

Andererseits bestande die Moglichkeit, dass Adenosin zum SchlieRen der AQP4

fuhrt, was den Wassereinstrom in die Zellen verhindern wirde. Eine cytotoxische
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Hirnverletzung, verursacht durch eine akute Wasserintoxikation und einen
ischamischen Schlaganfall, fuhrt bei AQP4-defizienten Mausen zu einer im Vergleich
mit den Kontrollmausen reduzierten Schwellung des Gehirngewebes und
neurologischen Ausfallen (MANLEY et al. 2000). Desweiteren fuhrt nach DA u.
VERKMAN (2004) eine AQP4-Deletion bei Mausen zu einer signifikanten Erhaltung
der retinalen Funktion nach einer retinalen Ischamie.

Bereits ZELENINA et al. (2002) zeigten, dass das Neuropeptid Dopamin die
Wasserleitfahigkeit von AQP4 Uber eine PKC-abhangige Phosphorylierung
beeinflussen kann. Analog zu dem hier untersuchten Signalweg konnte Adenosin
Uber eine PKC-abhangige Phosphorylierung (HAN et al. 1998, NAKAHAMA et al.
1999, YAMAMOTO 2001) oder Protein-Protein-Interaktionen (GUNNARSON et al.
2004) die Aktvitat der AQP beeinflussen.

Diese Uberlegungen zeigen einen weiteren interessanten Untersuchungsansatz fiir
nachfolgende Arbeiten auf. Zum Einen sind mdgliche lonenkanéle, die keine K-
Kanale sind, auf ihre Beteiligung an der hemmenden Wirkung von NPY bzw.
Adenosin auf das Schwellen der Gliazellen zu Uberprufen. Zum Anderen ist eine
mogliche Anderung der Aktivitdt der AQP im Rahmen der hemmenden Wirkung von
NPY auf das Schwellen der Gliazellen zu untersuchen. Allerdings gibt es bis heute
keinen selektiven Antagonisten von AQP4, der eine solche Untersuchung mdglich
machen wiurde. Im Gehirn konnte nachgewiesen werden, dass AQP4 an der
Aufldsung von vasogenen Odemen beteiligt ist (PAPADOPOULOS et al. 2002).
Deshalb ist wohl die Betrachtung der lonenkanale der wahrscheinlich erfolgreichere
Weg, um das Schwellen der Mullerzellsomata weiter zu untersuchen.

Nachfolgend soll ein moglicher weiterer Signalweg vorgeschlagen werden, wie er
sich nach Aktivierung der PKA fortsetzen konnte. Im zentralen Nervensystem kann
Arachidonsaure ein vasogenes und/oder cytotoxisches Hirndédem hervorrufen (CHAN
et al. 1983) und zum Schwellen von Astrozyten fliihren (STAUB et al. 1994). An der
Entwicklung von retinalen Odemen sind Arachidonsiduremetaboliten wie z. B.
Prostaglandine beteiligt (MIYAKE u. IBARAKI 2002) und seit kurzem ist bekannt,
dass Arachidonsaure auch zum Schwellen von Madllerzellen in hypoosmolarem
Medium flhren kann (PANNICKE et al. 2005).

Die Phospholipase A, (PLA2) spaltet aus  arachidonsaurehaltigen
Membranphospolipiden Arachidonat (Eikosatetraensiure) ab (LOFFLER u.

PETRIDES 2003). Denkbar ware nun, dass es im Rahmen der weiteren
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Signalkaskade zu einer Blockierung der PLA; kommt und damit zu einer verringerten
Freisetzung von Arachidonsaure aus den Zellmembranen. Dass die Hemmung der
PLA, die Entwicklung eines Odems bei einer iatrogen erzeugten Ischamie verringert,
konnte bereits mit Methylprednisolon gezeigt werden (KATAYAMA et al. 1990). Der
Signalweg von Triamcinolon im Rahmen eines ischamischen Geschehens ist bis
heute nicht vollstandig geklart. Allerdings schlagen neueste Untersuchungen vor,
dass die hemmende Wirkung von Triamcinolon auf das Schwellen von Mullerzellen in
hypoosmolarem Medium Uber eine endogene Freisetzung von Adenosin, einer
Aktivierung von Ajs-Rezeptoren und nachfolgender  Stimulierung einer
Adenylatcyclase bzw einer Proteinkinase A vermittelt wird (UCKERMANN et al.
2005). Die Beteiligung von Adenosin konnte sowohl in dem hier untersuchten
Signalweg, als auch in den Untersuchungen zu Triamcinolon beobachtet werden
(UCKERMANN et al. 2005). Eine mogliche Verbindung dieser beiden Signalwege
kann nicht ausgeschlossen werden und ist wiederum ein interessantes Thema

nachfolgender Untersuchungen.

5.6 Mogliche Ursachen fur das Schwellen der Millerzellen im Rahmen einer

Ischamie

Wie bereits mehrfach erwahnt, hat das gleichzeitige Auftreten von K;;1.4 und AQP an
Membranen der Mullerzellen zu der Vermutung gefuhrt, dass die Regulation des
Wasserhaushaltes in der Retina an die des K'-Haushaltes gebunden ist
(NAGELHUS et al. 1999). Dies wiirde bedeuten, dass jede Stérung der K*'-Kanale
zwangslaufig zu einer Stérung des Wasserhaushaltes der Millerzellen fuhren wirde.
In der postischamischen Retina kdnnen so gut wie keine K'-Auswartsstrome
gemessen werden (PANNICKE et al. 2004), was folglich die K*-Stréme von den
Mullerzellen in das Blut hochgradig beeintrachtigt. Noch dazu kommt, dass andere
K'ir-Kanale (K;2.1) nach einer Ischdmie unbeeintrachtig zu sein scheinen und
offensichtlich weiter K*-lonen in den Intrazellularraum transportieren (BRINGMANN
et al. 2005). Zusammen fiihrt dies zu einer Akkumulation von K*-lonen im Inneren
der Zellen und zu einer Verschiebung des osmotischen Gleichgewichts. Durch den
gesteigerten osmotischen Druck im Inneren stromt Wasser aus dem
Extrazellularraum in die Zellen und fuhrt zum Schwellen der Mdullerzellsomata.
Unterstutzt wird der erhodhte intrazellulare osmotische Druck aulerdem von einem
Na*-Einstrom (IZUMI et al. 1996). Die AQP werden im Rahmen der ischamischen
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Veranderungen offenbar nicht beeinflusst und tragen den Wasserstrom in die
Mullerzellen (PANNICKE et al. 2004, BRINGMANN et al. 2005). Daraus wird
gefolgert, dass das Schwellen der Mullerzellen in hypoosmolarem Medium ursachlich
mit dem SchlieRen von K'-Kanalen in Verbindung zu setzen ist (PANNICKE et al.
2004). Interessant werden diese Uberlegungen, wenn sie mit den hier vorliegenden
Untersuchungen zusammengebracht werden. Im Rahmen der hier durchgefihrten
Untersuchungen zeigte sich, dass das Schwellen der Mdllerzellen Uber eine
Stimulierung eines neuronalen Y-Rezeptors mit anschliefender Aktivierung einer
glialen purinergen Rezeptorkaskade, der sich vermutlich am Ende das Offnen von
lonenkanalen anschlie3t, gehemmt werden kann. In Bezug auf die Veranderungen
an der ischamischen Retina konnte sich ein therapeutischer Ansatz folgendermaf3en
darstellen: pharmakologische Stimulierung eines Rezeptors, der selektiv an
Mullerzellen ausgebildet wird. Die dadurch ausgeldste Signalkaskade fuhrt zu einem
Offnen von K*-und CI-Kanalen an den Miillerzellen, wodurch diese lonen ins Blut
abgegeben werden koénnen und nachfolgend Wasserstréme nachziehen
(NAGELHUS et al. 1999; BRINGMANN et al. 2005). Erste Schritte eines solchen
moglichen Szenarios konnten bereits hinsichtlich des osmotischen Gleichgewichts
zwischen subretinalem Raum und dem RPE gemacht werden (MAMINISHKIS et al.
2002, MEYER et al. 2002).

In der Zukunft liegt die Therapie eines cytotoxischen Retinaddems Uber die mogliche
pharmakologische BeeinfluBung der lonen- und Wasserstrome der Mullerzellen.
Dabei ist aber zu beachten, dass nicht nur das Schwellen der Millerzellen ein
entscheidendes Ereignis in der Entwicklung eines Makuladdems darstellt, sondern
auch andere Pathomechanismen wie die erhohte Durchlassigkeit der Blutgefalie

ihren Beitrag leisten.

5.7 Klinische Bedeutung des hier untersuchten Signalweges in der Therapie

des Makuladdems

Das Makuladdem, das in Folge verschiedener retinaler Erkrankungen wie z. B. im
Rahmen eines Diabetes mellitus, Bluthochdruck oder arterieller Erkrankungen der
Retina auftreten kann (OSBORNE et al. 2004), soll hier im Zusammenhang mit dem
untersuchten Signalweg naher betrachtet werden. Zu einem Makulabdem kommt es
im Rahmen einer Entziindung genauso wie im Rahmen einer Hypoxie bzw. Ischamie.

Unabhangig davon geht der Bildung eines extrazelluldaren Odems immer das
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Schwellen der Gliazellen in der Makula voraus (YANOFF et al. 1984). Im Rahmen
der hier durchgeflihrten Untersuchungen zeigte sich, dass das Schwellen der
Mullerzellen Uber eine Stimulierung eines neuronalen Yi-Rezeptors mit
anschlielfender Aktivierung einer glialen purinergen Rezeptorkaskade, der sich
vermutlich am Ende das Offnen von lonenkanélen anschlieRt, gehemmt werden
kann. Besonders interessant ist hierbei das Offnen der lonenkanéle aus folgenden
Grunden:

1) Neueste Untersuchungen zeigen, dass es im Rahmen einer diabetischen
Erkrankung einerseits zu einer veranderten Ausbildung von K'- und AQP-
Kanalen an Miullerzellen kommt. Andererseits wird das Schwellungsverhalten
der Mdllerzellen durch den Einfluss von Arachidonsaure und oxidativem
Stress maf3geblich verandert. Beide Faktoren tragen vermutlich entscheidend
zur Ausbildung eines retinalen Odems bei (UCKERMANN et al. 2006).

2) Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass es bei einer kinstlich induzierten
Uveoretinitis auch zu einer herabgesetzten Ausbildung von K*-Kanalen der
Mdallerzellen und zum Schwellen der Mullerzellsomata in hypoosmolarem
Medium kommt. AuRerdem konnte im Rahmen entzindlicher Erkrankungen
der Retina eine veranderte Ausbildung an K*-Kanalen nachgewiesen werden
(PANNICKE et al. 2005).

Ein groRes Problem ist offensichtlich die veranderte Ausbildung der K*-Kanale und
das damit veranderte Schwellungsverhalten der Miullerzellen. Bei beiden
Pathomechanismen wiirde das Offnen von lonenkanalen und der damit verbundene
lonenaustausch bzw. nachfolgende Flissigkeitsaustausch die Ausbildung eines
retinalen Odems wahrscheinlich verhindern.

Therapeutisch werden derzeit retinale Odeme mit antiinflammatorischen
Corticosteroiden, wie z. B. Triamcinolon (9a-Fluor-16a-hydroxyprednisolon) versorgt
(IP et al. 2003, MASSIN et al. 2004). Triamcinolon fuhrt innerhalb sehr kurzer Zeit
dazu, dass sich das Retinaddem zuruckbildet (MIYAMOTO et al. 2005). Unabhangig
davon ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart, wie Triamcinolon die Folgen eines
Retinabdems reguliert. Neueste Untersuchungen schlagen die Stimulierung von
endogenen AR vor (UCKERMANN et al. 2005). Demnach flhrt Triamcinolon zu
einer endogenen Freisetzung von Adenosin, einer Aktivierung von A{Rs und
nachfolgender Stimulierung einer Adenylatcyclase bzw. einer Proteinkinase A
(UCKERMANN et al. 2005). Am Ende wiederum kommt es zum Offnen von K'-
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lonenkanadlen an den MdullerzellendfuRen und damit zu einem lonenaustausch bzw.
nachfolgenden Flissigkeitsaustausch. Zusammengefasst lasst sich sagen, dass die
Beeinflussung der lonenkanale offensichtlich ein wichtiges Ereignis ist, um dem
Schwellen der Mdullerzellsomata und nachfolgend vielleicht auch dem Makuladdem
vorzubeugen.

Auch wenn der hier untersuchte Signalweg nur ein kleiner Baustein im Rahmen des
Signalweges von Triamcinolon (UCKERMANN et al. 2005) oder anderer Substanzen
ist, so ist er doch in Bezug auf die Entwicklung neuer Therapieansatze im Hinblick
auf die Therapie inflammatorischer oder ischamisch-hypoxischer Netzhaut-
alterationen unerlasslich.

Unabhangig davon darf naturlich nicht vernachlassigt werden, dass alle
Untersuchungen am Tiermodell durchgefuhrt wurden und sich somit bis zum Einsatz

im klinischen Alltag noch eine Reihe von Untersuchungen anschlieRen mussen.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob der Neurotransmitter
Neuropeptid Y (NPY) Einfluss auf das Schwellungsverhalten retinaler Gliazellen der
Ratte in hypoosmolarem Medium hat. Des Weiteren war von besonderem Interesse,
welche Rezeptortypen und welche intrazellularen Signalwege in die Wirkung von
NPY involviert sein kdnnten.

Verwendet wurden 50 adulte Long-Evants-Ratten. Zuerst wurde bei einem Teil der
Ratten eine transiente retinale Ischamie in einem Auge der Ratten induziert. Das
andere Auge blieb unbehandelt und diente zur Kontrolle. Drei Tage post op wurden
die Ratten euthanasiert. Nach Enukleation der Bulbi wurde die Netzhaut auf einen
Membranfilter aufgebracht und Schnitte (1 mm) angefertigt. Um die Mdllerzellen der
vitalen Retina mit Hilfe des Laser Scanning-Mikroskops darstellen zu kdnnen, wurde
der Farbstoff Mitotracker Orange verwendet (UCKERMANN et al. 2004).

Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Mdlllerzellen der postischamischen
Retina der Ratte in hypotonem Medium schwellen (PANNICKE et al. 2004). Dazu
wurden die akut isolierten retinalen Schnitte einer hypotonen Losung ausgesetzt

(60 % der Kontrollosmolaritat).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass NPY die Mullerzellschwellung
in hypotonem Medium in der postischamischen Netzhaut verhindert. Die
pharmakologische Untersuchung des durch NPY aktivierten Signalweges erfolgte an
gesunden Netzhauten. Hier fuhrt ein hypotones Medium bei gleichzeitiger Blockade
der Kaliumkanale (K*-Kanale) durch Ba?* zu einer Gliazellschwellung, die mit
derjenigen in der postischamischen Retina vergleichbar ist (PANNICKE et al. 2004).
NPY hemmt konzentrationsabhangig das Schwellen der Gliazellen der gesunden
Netzhaut in hypoosmolarem Medium in Anwesenheit von Ba**. Die gleiche Wirkung
konnte mit dem selektiven Y-Rezeptoragonisten hervorgerufen werden, wahrend die
Y,- und Ys-Rezeptoragonisten keine Wirkung zeigten. AuRerdem hatte NPY in der
Anwesenheit des selektiven Y-Rezeptoragonisten BIBP3226 keine Wirkung.
Inkubation mit dem membranpermeablen Ca*-Chelator BAPTA-AM kehrte die
Wirkung des NPY um, ebenso wie die Inkubation mit den Proteinkinase C (PKC)-
Inhibitoren Staurosporin und G66976. Die Neurotransmitter Glutamat und Adenosin
zeigten eine dem NPY vergleichbare hemmende Wirkung auf das Schwellen der
Mullerzellsomata. Aulerdem konnte eine Stimulierung von metabotropen
Glutamatrezeptoren (mGlu) und Adenosin Ai-Rezeptoren (AiR) nachgewiesen
werden. Jedoch hob der selektiven Na'-Kanalblocker Tetrodotoxin die hemmende
Wirkung von NPY auf.

Die erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass NPY einen neuronalen Y1-Rezeptor
aktiviert, was zu einer Mobilisierung von Ca®* aus intrazellularen Speichern und zur
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) fuhrt. Weiterhin erfolgt eine von neuronaler
Aktivitat und Ca®" abhangige Freisetzung von Glutamat und die Aktivierung von
(glialen) mGlu. Letztendlich kommt es vermutlich zur Aktivierung des A¢R.
Resumierend konnten diese Ergebnisse wichtig sein fur die Entwicklung neuer
therapeutischer  Strategien zur Vermeidung von postischamischen und

posttraumatischen Gliazellschwellungen.
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The aim of the present study was to determine wether neuropeptide Y (NPY) has an
effect on hypotonic glia cell swelling from the retina of the rat. Furthermore, the
special interest was to determine which receptor subtypes and which intracellular
pathways are involved in the effect of NPY.

50 adult Long-Evants-rats were taken. Transient retinal ischemia was induced in one
eye of the rats, while the other eye remained untreated and served as control. Three
days after reperfusion, the animals were killed. After enucleation of the bulbi, the
isolated retina was fixed on a membrane filter and 1 mm thick slices were produced.
The acutely isolated slices were loaded with the vital dye Mitotracker Orange in order
to selectively stain Muller glial cells (UCKERMANN et al. 2004). The slices were
examined using a confocal laser scanning microscope. As shown recently
(PANNICKE et al. 2004), the somata in postischemic retinas corresponded with
swelling after changing the extracellular perfusate into a hypotonic solution which

contained 60 % of the control ionic strength.
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NPY significantly decreased the hypotonic glia cell swelling in postischemic retinas.
The following experiments for the pharmacological examination of the NPY pathway
where made with untreated rats. Cell somata in control retinas showed an increase of
their volume during hypotonic stress when the K*-channel blocker Ba** was present
in the extracellular solution; this swelling is comparable with the swelling of glia cells
in postischemic retina (PANNICKE et al. 2004). Cell somata in control retinas
showed an increase of their volume during hypotonic stress when the K*-channel
blocker Ba?* was present in the extracellular solution (PANNICKE et al. 2004). NPY
significantly decreased the hypotonic glia cell swelling in control retinas in the
presence of Ba?".

NPY displayed a dose-dependent swelling effect. The Y-receptor agonist inhibited
dose-dependently the hypotonic glial cell swelling, while agonists for Y,- and Ys-
receptors were largely ineffective.

Incubation with the membrane permeable Ca®*-chelator BAPTA-AM reversed the
swelling inhibiting effect of NPY, just as incubation with PKC-inhibitors staurosporine
and Go6976 did. A dependence of the NPY effect on release of Ca®" from
intracellular stores is also suggested by the effect of thimerosal. Glutamate and
adenosine also decreased the hypotonic glia cell swelling in control retinas in the
presence of Ba®*. In addition, glutamate stimulates metabotropic glutamte receptors
(mGIuR) and adenosin activates purinergic receptors. However, the selective Na'-
canal blocker tetrodotoxin (TTX) reversed the inhibiting effect of NPY on swelling, but

not of glutamate and adenosine.

The data suggest that NPY inhibits hypotonic glia cell swelling by activation of
neuronal Yi-receptors via Ca®*-dependent release of glutamate. This effect is
mediated by subsequent stimulation of glial glutamergic and purinergic receptors in
Muller cells.

The results may have importance for the development of new therapeutic strategies

for inhibition of postischemic and posttraumatic glial cell swelling.
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