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1. Einleitung

1.1 Verlust von retinalen Ganglienzellen

Retinale Ganglienzellen (RGZ) sind im Stratum ganglionare der Retina lokalisiert
und nehmen uber ihre Dendriten Signale der Amakrin- und Bipolarzellen ab. Sie
integrieren diese Informationen und leiten sie Uber ihre Axone weiter. Diese
ziehen zunachst radiar zur Papilla nervi optici um anschliel3end geblndelt als N.
opticus das Auge zu verlassen. Daher stellen RGZ die einzige neuronale
Verbindung zwischen der Retina und dem Gehirn dar. Demgemaf bringt der
Verlust von RGZ gravierende Folgen mit sich und stellt einen zentralen Aspekt
der Entstehung verschiedener akuter und chronischer Krankheitsentitaten dar,
welche mit irreversiblem Sehverlust einhergehen [1]. Durch die fehlende
Regenerationsfahigkeit postnataler Zellen des zentralen Nervensystems (ZNS)
kénnen Schadigungen nicht kompensiert werden. So fuhren Verletzungen der
Axone, wie auch bei anderen Zellen des ZNS, zum Absterben und somit zum
Verlust von RGZ [2-5]. Die drei wichtigsten Ursachen fur den Verlust von RGZ

sind:

1.1.1 Sehnervtrauma

Die knocherne Einfassung des Nervus opticus suggeriert einen besonderen
Schutz des Nervs in diesem Bereich. Doch gerade diese unnachgiebige
Ummantelung, sowie der gemeinsame Verlauf mit der Arteria ophthalmica, stellt
ein potenzielles Risiko dar, denn jede Raumforderung (Odem, Blutung) birgt eine,
durch die unnachgiebige Einfassung bedingte, Gefahr der Nervenkompression.
Die Ursachen fur Traumata des Sehnervs beim Menschen sind vielseitig und
schlie®en direkte oder indirekte Ereignisse wie Schadelverletzungen, Blutungen,

chirurgische Eingriffe, Tumore (z.B. das Gliom) ein [6-14].

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die traumatische Schadigung des
Sehnervs einen Verlust von RGZ nach sich zieht. Wahrend nach Transsektion
des Sehnervs in adulten Ratten ein 80-90%-iger Verlust der RGZ nach zwei

Wochen verzeichnet wurde [2, 15], war der Prozess nach Quetschung zwar



verlangsamt, fUhrte aber zu vergleichbaren Resultaten [16]. Unabhangig von der
Ursache des Traumas flihren zwei Pathomechanismen beziehungsweise deren
Kombination zum RGZ-Untergang. Zum einen der, durch den Funktionsverlust
des Axons entstehende, Mangel an trophischen Faktoren, wie beispielsweise
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), als auch die, durch den Verlust der
Zellintegritat resultierende, Stérung der Homdostase [13]. Die Therapieoptionen
beschranken sich auf die chirurgische Dekompression und die Gabe von
Megadosen Cortison. Die Wirksamkeit dieser Methoden wird kontrovers
diskutiert [17, 18].

1.1.2 Ischamie

Auch Gefalverschlisse der Netzhaut gehdren zu den moglichen Ursachen einer
Sehminderung [19]. Sowohl ihre Erscheinungsformen, als auch ihre Ursachen
sind dabei sehr vielseitig. Haufig liegt eine systemische Ursache wie
beispielsweise ein unglinstiges kardiovaskulares Risikoprofil oder eine Vaskulitis
zugrunde. Die nicht arteriitische Form des retinalen Arterienverschlusses entsteht
am haufigsten durch ein embolisches Ereignis [20]. Wahrend eine Ischamie der
inneren Netzhaut eine Vielzahl an unterschiedlichen Zellen betrifft, stellen die
RGZ die sensibelste Population dar. Das fuhrt dazu, dass die RGZ normalerweise

auch als Erstes absterben.

Bereits eine vierstindige Unterbindung der retinalen Blutzufuhr im Rahmen eines
Zentralarterienverschlusses (ZAV) kann den Untergang aller RGZ herbeifiihren
[21, 22] und somit eine irreversible, hochgradige Sehminderung oder Erblindung
zur Folge haben [23]. Dieser akute Verlauf und seine weitreichenden Folgen
stellen einen ophthalmologischen Notfall dar, fur den jedoch keine
konventionellen, evidenzbasierten Therapiemalinahmen bekannt sind. Neben
der Erhéhung des retinalen Perfusionsdruck, durch Senkung des intraokularen
Drucks (IOD), stellt die Dislokation des Embolus eine weitere therapeutische

Madglichkeit dar, die Durchblutung der retinalen Gefalle wiederherzustellen [24].

Aufgrund der thromboembolischen Genese des ZAV wird auch die Thrombolyse
als Therapieoption erforscht, wie sie bereits bei anderen thromboembolischen



Verschllssen wie der Lungenembolie oder dem Myokardinfarkt eingesetzt wird.
Besonders die frihzeitige, arterielle Thrombolyse zeigt hierbei einen Benefit

gegenuber dem unbehandelten Krankheitsverlauf [24].

1.1.3 Glaukom

Das Glaukom ist die weltweit haufigste nicht reversible Erblindungsursache [25].
Nur die Katarakt stellt einen noch haufigeren, jedoch reversiblen, Ausloser einer
Erblindung dar [26, 27]. Weltweit leiden ca. 65 Millionen an einem, durch das
Glaukom verursachten, Sehkraftverlust. 8,4 Millionen dieser Menschen sind auf
beiden Augen erblindet [28, 29]. Da das Glaukom lange Zeit asymptomatisch und
somit in vielen Fallen lange unentdeckt bleibt, wird angenommen, dass die
tatsachliche Zahl der Betroffenen noch hoher anzusetzen ist [30, 31]. In
Deutschland lassen sich etwa 15 % aller Erblindungen auf Glaukome
zurlckflhren. Es erblinden also allein in Deutschland jahrlich 1500 bis 2000
Menschen als Folge des grinen Stars [26]. Aufgrund der demografischen
Entwicklung ist damit zu rechnen, dass das Glaukom in Zukunft noch mehr an
Bedeutung gewinnt. Schatzungen gehen davon aus, dass die Zahl der
Erkrankten weiter steigen und 2040 auf Gber 110 Millionen weltweit angewachsen
sein wird [29].

Prinzipiell unterscheidet man das primare Glaukom vom Sekundarglaukom,
welches durch Trauma, vorbestehende Augenerkrankungen oder aber als
Nebenwirkung von Medikamenten entstehen kann. Ein Sonderfall ist das
angeborene Glaukom. Die verschiedenen Glaukomformen unterscheiden sich

zum Teil in ihrer Atiologie und Therapie [32, 33].

Wird der Kammerwinkel, zum Beispiel durch ein Vorwdlben der Iris, verlegt, so
wird der Abfluss des Kammerwassers behindert und der intraokulare Druck (I0D)
steigt schnell auf Werte tber 60mmHg an (Abbildung 1 c). Neben starken Augen-
bzw. Kopfschmerzen und Ubelkeit 18sst sich palpatorisch ein steinharter Bulbus
oculi feststellen. Man spricht hier von einem akuten Winkelblockglaukom (EWG),
welches als ophthalmologischer Notfall auch als Glaukomanfall bezeichnet wird
[25, 32].
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Abbildung 1: Pathomechanismus des POWG und Winkelblockglaukom

Gezeigt ist sowohl die physiologische Zirkulation, als auch der Drainageweg {iber den
Kammerwinkel (a). Bei erhéhtem Flusswiderstand im Trabekelwerk kommt es auch bei offenem
Kammerwinkel zur Glaukomentwicklung (b). Verlegt die Iris den Kammerwinkel, wird die
Drainage des Kammerwassers verhindert und es kommt zum rapiden Anstieg des 10D (c) [25].

Ohne Vorliegen eines akuten Winkelblocks spricht man vom primaren
Offenwinkelglaukom (POWG) (Abbildung 1 b). Die |IOD-Erhéhung kommt durch
ein Ungleichgewicht zwischen Kammerwasserproduktion und -abfluss zustande.
Im Gegensatz zum EWG bleibt das POWG lange symptomfrei und wird
deswegen von den Patienten haufig erst dann bemerkt, wenn bereits grollere

Gesichtsfeldausfalle bestehen [32, 34].

Innerhalb des POWG kann das Normaldruckglaukom vom Hochdruckglaukom

abgegrenzt werden, welches neben den typischen glaukomatosen



Veranderungen der Papille und des Sehnervs einen normwertigen 10D aufweist
[32, 35].

Beim Hochdruckglaukom ist ein erhohter IOD nachweisbar und gilt folgerichtig
als wichtigster Risikofaktor fur die Glaukomentstehung. Neben einem erhohten
IOD gelten auch positive Familienanamnese, hoéheres Alter, Einnahme
systemischer oder topischer Corticosteroide, sowie ethnische Abstammung als

relevante Risikofaktoren [25].

Wie der Risikofaktor ,erhohter 10D“ zur Entwicklung einer typischen
Optikusatrophie beitragen kann, wird heute im Allgemeinen etwa
folgendermalen erklart: Durch den erhéhten IOD kommt es besonders im
Bereich der Lamina cribrosa, dem Durchtrittspunkt des Sehnervs durch die
Sklera, zu gesteigerten mechanischer Belastung [36]. Dies fuhrt einerseits zu
einer Verlagerung und Ausduinnung der Lamina cribrosa, andererseits zur
Quetschung und schlieBlich zum chronischen Verlust von RGZ-Axonen. Das
zeigt sich auch durch das typische klinische Bild einer exkavierten und
abgeblassten Papille (Abbildung 2). Auch das umgebende Gewebe (z.B.
Astrozyten und Mikroglia) reagiert durch Umbau auf die geanderten Verhaltnisse.
Aulerdem werden durch den gesteigerten 10D auch die Sehnerven- und
Netzhautgefalle komprimiert und es resultiert eine Ischamie. Der Verlust von
Axonen fuhrt durch den resultierenden Mangel an neurotrophen Faktoren
zusammen mit der Ischamie und weiteren resultierenden Faktoren schliel3lich zur
Apoptose der RGZ [37].

Die aktuelle Therapie besteht darin, den IOD medikamentds oder chirurgisch zu
senken. Oft lassen sich jedoch selbst nach einer Senkung des 10D der Verlust
von RGZ und der damit einhergehende Verlust des Gesichtsfeldes nicht

aufhalten.
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Abbildung 2: Pathophysiologie der glaukomatésen Sehnervschéddigung

(a) zeigt die physiologische Anatomie der Papille mit vergroRerter Darstellung der Retina
(oben), der Lamina Cribrosa (mitte) und der Umschaltung auf zentrale Neurone (unten).

(b) veranschaulicht die Folgen glaukomatdser Sehnervschadigung. Die Degeneration von RGZ
(oben), Verzerrung und Verlust von Axonen in der Lamina Cribrosa (mitte) und schlieRlich den
Verlust neuronaler Verbindungen im Thalamus (unten). [25]

1.2 Neue Therapieansatze

Unabhangig von der Ursache (Glaukom, Trauma oder Ischamie) resultieren alle
Optikus-Neuropathien im Verlust von RGZ. Die Mechanismen tber welche oben
genannte Schadigungen schliellich zum Untergang der RGZ flhren sind
Bestandteil aktueller Forschung. Es konnte gezeigt werden, dass neben dem
Zelluntergang durch Nekrose auch apoptotische Signalkaskaden beteiligt sind [5,
13, 37].

Ein komplexes System aus pro- und antiapoptotischen Faktoren reguliert das
Uberleben beziehungsweise den apoptotischen Untergang der betroffenen
Zellpopulation. Mit wachsendem Verstandnis der involvierten Prozesse und der
Etablierung zahlreicher Mdoglichkeiten in dieses Gleichgewicht einzugreifen,

entstehen neue Therapieansatze mit dem Ziel, den RGZ-Untergang nicht nur zu



verzogern, sondern aufzuhalten. Wahrend die Moglichkeiten, in ebendiese
Prozesse einzuschreiten immer vielfaltiger werden, so ist doch noch einige Arbeit
von Noéten um eine mogliche Kombination an Wirkstoffen zu finden, welche nicht
nur den Prozess der Apoptose unterbricht, sondern auch unerwunschte
Nebenwirkungen, wie beispielsweise den vermehrten Ubergang in nekrotische
Prozesse [38, 39], minimiert. Um diese Ziele zu erreichen sind verlassliche

Modelle unabdinglich.

1.3 Probleme der Forschungsmodelle

Zur naheren Erforschung der pathophysiologischen Prozesse, welche mit dem
Untergang von RGZ einhergehen, stehen verschiedene Modelle zur Verfligung.
Prinzipiell konnen in vitro-Experimente sowohl an Primarkulturen, als auch an
Zelllinien durchgefiihrt werden. In Primarkultur gezogene Zellen missen aus dem
Organ extrahiert und isoliert werden, bevor sie fur Versuche zur Verfugung
stehen. Der Vorteil der Primarkultur liegt darin, dass die Zellen nicht verandert
wurden und somit physiologischen Begebenheiten im Organismus recht nah
kommen. Allerdings kdnnen differenzierte Zellen wie die RGZ nur Uber sehr
begrenzte Zeit in Primarkultur gehalten werden, bevor sie absterben. Dieses
Problem stellt sich bei transformierten Zelllinien nicht, denn durch verschiedene
Veranderungen am Genom der Zellen sind diese unsterblich und stehen also
unbefristet zur Verfigung. Genau diese Transformation verandert jedoch auch
die Eigenschaften der Zelle immer in gewissem Male, was die Aussagekraft

einschranken kann.

1.3.1 Problematik der RGC-5-Zellinie

Da auch nach gelungener Isolation die Kultivierung vitaler Zellen schwierig ist
und oftmals nur fir wenige Tage gelingt [40], war die Etablierung der RGC-5-
Ganglienzelllinie durch Krishnamoorthy et al. [41] ein immenser Erfolg. Hierzu
wurden RGZ postnataler Ratten mit dem w2E1A-Virus transformiert. Nachdem
eindeutige neuronale Merkmale und Merkmale retinaler Ganglienzellen
nachgewiesen werden konnten, stellte die RGC-5-Zelllinie die Grundlage etlicher

Publikationen in der Augenheilkunde und besonders auf dem Gebiet der



Glaukomforschung dar. Die RGC-5-Zelllinie ist die erste und bis heute auch

einzige ihrer Art.

Allerdings hauften sich in den letzten Jahren Zweifel an der Identitat und
Funktionalitat der RGC-5 Zellen. Es zeigte sich eine neuronale, aber nicht RGZ-
spezifische Differenzierung, zudem kann eine Kontamination mit der 661W-
Zelllinie, einer Zelllinie aus Zapfen-Zellen der Maus, nicht ausgeschlossen
werden [42, 43].

Auch  Versuche durch verschiedene Differenzierungsprotokolle die
ursprunglichen Eigenschaften der RGZ zu reaktivieren flhrten nicht zum
erwinschten Erfolg, unter Differenzierungsbedingungen eine adaquate

Ganglienzellreihe zu erhalten [44, 45].

Schlieflich  wurde auch die zugrundeliegende Veroffentlichung von
Krishnamoorthy et al. [41] zurickgezogen und somit steigerte sich die
Notwendigkeit einer schonenden und schnellen Isolierungsmethode weiter. Fur
die RGZ-Forschung und die Suche nach Therapieoptionen, welche potentiell
Millionen von Menschen vor der Erblindung bewahren kdnnen, ist dieser Schritt

von hochster Bedeutung.

1.3.2 Problematik von Mischkulturen bzw. ganzen Retinae

Ein weiterer Ansatz ist die Forschung unter Verwendung der ganzen Retina aus
in vivo-Versuchen, beziehungsweise organotypischen Kulturen [46]. Diese ex
vivo-Methode hat den Vorteil, dass sie durch die bestehende Vernetzung und
Interaktion der RGZ mit ihrer natirlichen Umgebung die gesamten
Krankheitsprozesse madglicherweise treffender wiederspiegeln. Allerdings ist die
Beschaffenheit der Retina sehr komplex und mit dem geringen Anteil an RGZ von
gerade einmal 5-10% erlauben Untersuchungen an ganzen Retinae nur sehr

beschrankte Aussagen Uber Effekte auf einzelne Zelltypen wie die RGZ.

1.3.3 Problematik der RGZ-Isolierung

Zur naheren Erforschung der oben genannten Krankheitsentitaten an reinen RGZ

stehen uns nach dem Verlust der RGC-5 Zelllinie grundsatzlich zwei



Vorgehensweisen zur Verfigung: Neben der Isolierung von RGZ und
anschlieBenden Zellkulturversuchen an den erhaltenen Primarkulturen kdnnen
auch direkt Tierversuche durchgefuhrt werden. Die Auswertung der in vivo-
Versuche erfordert allerdings auch eine Isolation der RGZ aus den Explantaten
zur Beurteilung auf Zellebene. Eine Vielzahl an unterschiedlichsten Methoden
steht fur diesen Schritt zur Verflgung, jedoch zeigen die Methoden auch
verschiedene Schwachen, welche die Suche nach optimierten Verfahren
erfordert.

Ein einschrankender Faktor stellt dabei die Zeit dar, denn die unterschiedlichen
Verfahren gehen teilweise mit ausgepragten Ischamiezeiten einher, was dazu
fuhren kann, dass allein durch die Isolierungsmethode ein Zelluntergang und
relevanter Verlust an vitalen RGZ stattfindet. Ein weiterer problematischer Aspekt
findet sich in der Struktur der Retina. Die verhaltnismaliig geringe Anzahl RGZ in
der Retina, sowie die Beschaffenheit der umgebenden Zellen, erschwert die
Isolation. So sind die RGZ beispielsweise von den aul3erst immunoreaktiven
Gliazellen umgeben, welche mit Isolierungsverfahren Uber Antikorper

interferieren konnen.

Es wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl verschiedener Methoden
untersucht, welche die RGZ-Isolation vereinfachen und effizienter gestalten
sollten. Neben dem Ausschneiden der RGZ mittels Laser unter
lichtmikroskopischer Kontrolle (Laser capture microdissection), konnte auch die
Isolierung Uber Farbung mit fluoreszierenden Antikdrpern und anschlieRende
durchflusszytometrische Messung (Fluorescence-activated Cell Sorting — FACS)
nicht Uberzeugen. Auch die Kombination der AntikOrperisolierung mit einem
Verfahren, bei dem die AntikGrper an magnetische Partikel binden und die Zellen
Uber magnetische Saulen isoliert werden zeigte nicht die erhofften Resultate [47-
50].

Zentraler Punkt der Problematik der Isolierung von RGZ ist die enorme
Diskrepanz zwischen Zeitaufwand und erhaltenem Ertrag. Verandert man die
Protokolle bestehender Methoden zu Gunsten der Qualitat, so fallt die Quantitat

und es konnen keine ausreichenden Zellzahlen mehr gewonnen werden.



10

Fokussiert man die Verfahren auf einen adaquaten Ertrag, so entstehen oft
unreine Mischkulturen, welche die Aussagekraft der folgenden Untersuchungen

beeinflussen.

Letztendlich resultieren diese Vorgehensweisen also in unreinen Kulturen,

Mischkulturen oder vielen zeitaufwendigen Isolierungsschritten.

1.4 Axonaler Transport

Aufgrund des Mangels an synthese- und phagozytosefahigen Zellorganellen im
Axon findet ein steter Transportprozess zwischen Perikaryon und Axon statt. Zum
einen werden beispielsweise im Perikaryon synthetisierte Membranproteine und
Neurotransmitter anterograd in Richtung der Synapse transportiert. Zum anderen
findet aber auch ein umgekehrter, retrograder Transport statt. Dieser beférdert
einerseits peripher entstandene Abbauprodukte zu den im Perikaryon gelegenen
Lysosomen, andererseits gelangen Uber diesen Mechanismus auch im Gehirn
produzierte Wachstumsfaktoren (z.B. CNTF, BDNF) in das Perikaryon der
Nervenzelle [51-53]. Diese Prozesse beinhalten sowohl aktiven Transport, als

auch passive Diffusion.

Dieser Transportweg wird seit Jahren in der Forschung verwendet, um
verschiedenste Farbstoffe ins Auge bzw. Gehirn zu transportieren und verursacht

keine bekannten Beeintrachtigungen [54-57].

1.5 Beads

Unter Beads versteht man Mikropartikel, welche auf verschiedenste Weise
modifiziert und somit hochspezialisierten Anwendungsgebieten zugeflhrt werden
konnen. Neben ihrer Grofle und Ladung spielt auch ihre Beschichtung eine
wichtige Rolle bei der Interaktion mit ihrer Umgebung. Nutzung magnetischer
Beads in der Forschung stellt insofern keine Neuerung dar, als dass sie bereits
in vielen Bereichen der medizinischen Forschung genutzt werden. Beispiele
dafur stellen die Aufreinigung von DNA Proben oder die Verwendung zur
Transfektion von Zellen dar. Dazu werden bestimmte DNA oder RNA Sequenzen

an die Beads gekoppelt und mittels magnetischer Krafte mitsamt der Beads in
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die Zellen gezogen [58]. Weitere Anwendungsgebiete finden sich in der Isolation
unterschiedlichster Zellsorten und erstrecken sich Uber biologische
Grundlagenforschung, Tissue Engineering und personalisierte Medizin [59]. Auch
in vivo finden magnetische Beads Anwendung, so beispielsweise in der
Ermittlung der Permeabilitat des Liquorraums in Ratten [60], aber auch als MRT-
Kontrastmittel [61, 62]

1.6 Forschungsansatz

Thaler et al. zeigten, dass der retrograde axonale Transport genutzt werden kann
um RGZ selektiv mit fluoreszenzmarkierten antisense-Oligonukleotide (Cy3-
ODN) zu transfizieren [54]. Dazu wurden Cy3-ODN in den Colliculus superior des
Rattenhirns injiziert und gelangten Uber retrograden Transport in die RGZ.
Hierbei wurden verschiedene Beobachtungszeitraume von 1-14 Tagen gewahlt
und jeweils mittels Fluoreszenzmikroskopie der retinalen Praparate die

Transfektion Uberpruft.

Abbildung 3: Fluoreszenzmikroskopie von Retinaschnitten nach Cy3-ODN Injektion

Oben: Retinaschnitte nach Cy3-ODN Injektion in den Colliculus Superior von Ratten nach
verschiedenen Beobachtungszeitrdumen (I-L) I: 1 Tag. J: 3 Tage. K: 7 Tage. L: 2 Wochen. Es I3sst
sich zu allen Zeitpunkten eine deutliche Signalanreicherung in der RGZ-Schicht erkennen (weiRe
Pfeile), wahrend in den anderen Schichten keine Fluoreszenz detektiert werden konnte.
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Unten: Retinaschnitte nach intravitrealer Cy3-ODN Injektion nach verschiedenen
Beobachtungszeitraumen (M-P) M: 1 Tag. N: 3 Tage. O: 7 Tage. P: 2 Wochen. Es zeigt sich zu
allen Zeitpunkten eine deutliche Signalanreicherung (weilSe Pfeile) in der RGZ-Schicht, aber auch
in der inneren Kérnerschicht (INL) und diffus im Bereich der dufReren plexiformen Schicht. [54].
Es konnte gezeigt werden, dass sie sich im Gegensatz zur intravitrealen Injektion
selektiv in RGZ anreichern [54]. Ziel dieser Arbeit war es uUber die antisense-

Oligonukleotide die Expression von Enzymen der RGZ selektiv zu kontrollieren.

Die Idee ebensolche Oligonukleotide an fluoreszenzmarkierte Beads zu koppeln
und Uber dasselbe Verfahren RGZ zu markieren stellt die Grundlage dieser Arbeit
dar. Hierbei soll die Fluoreszenz als Kontrolle der spezifischen Lage dienen,
wahrend die magnetischen Eigenschaften der Beads eine einfache und effektive

Isolation ermoglichen sollen.

1.7 Das Ziel dieser Arbeit

Die Erforschung des RGZ-Untergangs, wie er u.a. beim Glaukom eintritt,
erfordert eine rasche, einfache und selektive Isolationsmethode, um
pathophysiologische Prozesse genauer zu verstehen und madgliche
Therapieoptionen zu untersuchen. Besonders die Minimierung der schadlichen
Ischamiezeit, welche moderne Untersuchungsmethoden von Signalkaskaden
verhindert, und die Reinheit der Zellkultur stehen im Zentrum des
Anforderungsprofils. Die Isolation Uber retrograden Transport magnetischer
Beads konnte diese Anforderungen erfillen, da tber die magnetische Ladung ein
neuer Selektionsmechanismus ermoglicht wird. Diese Isolationsmethode
verspricht einen hochgradig selektiven und gleichzeitig raschen Prozess, welcher

die Ischamiezeit weiter minimiert.

In der vorliegenden Arbeit soll zunachst in vitro erarbeitet werden, ob die
magnetischen Beads von RGZ aufgenommen werden und etwaige toxische
Wirkungen ausgeschlossen werden. Es werden verschiedene Beads und
Isolationsmethoden getestet um eine optimale Aufreinigung zu erreichen.
Anschlief3end soll in vivo eine Testung der Methodik erfolgen, mit dem Ziel eine

effektivere RGZ-Isolationsmethode zu etablieren.
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2. Material

2.1 Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM), GIBCO, # 31885-023

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM) Low Glucose Without L-
Glutamin, PAA, # E15-005

- Fetal Bovine Calf Serum (FCS), GIBCO, # 10270

- Penicillin/Streptomycin, PAA, # P11-010

- Dulbecco’s PBS, PAA, # H15-002

- Trypsin-EDTA 25 %, GIBCO, # 25200

- Zellkulturflaschen Cellstar (250 ml), Greiner bio-one, # 658 170

- 6-, 24- u. 96-Well-Platten, Costar

- Cell-Scraper, Corning 3010

2.2 Assays & Kits

- CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, #
G3580

- Crystal Violet Solution, Sigma, # HT901-8FOZ

- Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit, Promega, # G8091

- DAPI, Applichem, # A4099

- BSA: (bovines Serum albumin) Albumin bovin Fraction V, Serva, # 11930

- MultiMACS™ cDNA Synthesis Kit (12x8) 130-094-410

- Multi-8 Columns (# 130-092-444)

- Multi-8 Filter and Frame (# 130-092-548)

- Deep Well Block (DWB, 2.5 mL, # 130-092-549)

2.3 Beads

Es wurden verschiedene Mikropartikel, sogenannte Beads, verwendet, die sich
jedoch einen gemeinsamen Grundaufbau teilen. Der Kern besteht aus Magnetit
und verleiht den Beads ihre ferrimagnetischen Eigenschaften. Sie weisen also
nur in starken magnetischen Feldern auch selbst magnetische Eigenschaften

auf. Der Magnetitkern ist mit einer inneren Schicht aus lipophilem
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Fluoreszenzfarbstoff und einer auleren hydrophilen Polysaccharidmatrix
uberzogen. Letztere verhindert Aggregation mit anderen lonen, ermoglicht eine
wassrige Dispersion und erlaubt die Anheftung weiterer funktioneller Gruppen.
Die verwendeten Beads waren unterschiedlich beschichtet. Neben Beads mit
einer Lipid-Ummantelung (Lipid), angeheftetem Casein (Casein) und
Polyaspartinsauren (PAA), wurden auch Beads verwendet, die Polyethylenimin
(PEI), Poly-Thymidin-Strange (Oligo dT) oder Glukuronsaure (ARA) tragen
(Tabelle 1). Die Beschichtung mit Glukuronsaure ermoglicht eine Anheftung von
DNA-Molekulen, wie es in der zugrundeliegenden Arbeit durchgefiuhrt worden
war [54].
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LIPID
Durchmesser 100 nm
Gewicht/Volumen 25 mg/ml
Anzahl an Beads 1,8 x 10%°/g
Dichte 1,25 g/cm3
Fluoreszenzfarbe Rot
Exzitation 578 nm
Emission 613 nm
Article # 4419-1

CASEIN

Durchmesser 100 nm
Gewicht/Volumen 10 mg/ml

Anzahl an Beads

1,8 x10%/g

Dichte 1,25 g/cm3
Fluoreszenzfarbe Rot
Exzitation 578 nm
Emission 613 nm
Article # 4506-1
PEI
Durchmesser 500 nm
Gewicht/Volumen 50 mg/ml \0 .
Anzahl an Beads 1,5 x 10%%/g I‘ .“"\t_ Sli— i Sli— 5
Dichte 2,25 g/cm? ) g cl) i|? ‘P\T‘h
24 7/ H
Fluoreszenzfarbe Rot
Exzitation 540 nm
Emission 625 nm
Article # 2106-1
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PAA

Durchmesser
Gewicht/Volumen

Anzahl an Beads

100 nm
25 mg/ml

1,8 x 10%°/g

Na* Na*
Hy=—COO~™ Ho==COO™

==NH== CH=C = NH==CH=—-COO0~
5 Na*

Dichte 1,25 g/cm? n
Fluoreszenzfarbe Griin
Exzitation 476 nm
Emission 490 nm
Article # 4408-1
ARA
Durchmesser 100 nm
Gewicht/Volumen 25 mg/ml

Anzahl an Beads

1,8 x 10%°/g

Dichte 1,25 g/cm3
Fluoreszenzfarbe Griin
Exzitation 476 nm
Emission 490 nm
Article # 4415-1
Oligo(dT)
Durchmesser 50nm

Gewicht/Volumen
Anzahl an Beads
Dichte
Fluoreszenzfarbe
Exzitation
Emission

Article #

—(dT)2s

Tabelle 1: Eigenschaften der verwendeten Beads

Aus betrieblichen Griinden konnte der Hersteller Miltenyi keine ndheren Angaben zu den
Oligo(dT) Beads machen. Diese werden in einem mRNA/cDNA Synthese Kit vertrieben.



2.4  Antikorper

Primarantikorper

17

HSP 70
B Actin
Caspase 3

Cleaved Caspase 3

Sekundarantikorper

Rabbit, Santa Cruz sc-33575 Lot #D1913
Mouse, Cell signaling 3700S Lot #10
Rabbit, Invitrogen 700182 Lot #1493621A

Rabbit, Cell signaling #9661L

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (Grun), Thermo Fisher A-11008

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 555 (Rot), Thermo Fisher A-21422

Tabelle 2: Im Western Blot verwendete Antikérper
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2.5 Primer

Gen Vorwarts Ruckwarts

GAPDH 5 GGCATTGCTCTCAATGACAA 3 3 TGTGAGGGAGATGCTCAGTG 5
L32 5 TTCCTGGTCCACAATGTCAA 3’ 3’ AGGACACATTGTGAGCAATC 5
IL12 5 ACCCTCACCTGTGACAGTCC 3 3 TTCTTGTGGAGCAGCAGATG &’
TLR9 5 TGCAGGAGCTGAACATGAAC ¥ 3’ ATTGGACAGGTCCACAAAGC 5’
TNFa 5 ACTCCCAGAAAAGCAAGCAA Y 3’ CGAGCAGGAATGAGAAGAGG 5’
Bax 5 AAGCGCATTGGAGATGAACT 3’ 3’ AAAGTAGAAAAGCGCGACCA 5’
Bcl-2 5 AATTACCATCGGCGTAGTGC & 3’ CGTTTCAGCCACCGTAAAAT 5

Tabelle 3: Sequenzen der verwendeten Primer

2.6 Gerate

Zellkulturschrank/ CO2-Inkubator, Heraeus
Mikroskope:

o Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Gottingen)
ELISA-Reader, SLT 400 ATX u.
MultiMACS M96thermo Separator (# 130-094-534)
Chemicell MagnetoFACTOR96-Plate (# 9007)
Miltenyi MACSIMAG™ Separator (#130-092-168)
Miltenyi OctoMACS™ Separator (#130-042-109)
Miltenyi MACS MultiStand (#130-042-303)
Tecan Infinite® m200 NanoQuant
NanoQuant Plate, Tecan No. 30035094
Kabelloser Micro Bohrer, Stoélting Co. 58610
Micro Spritze 700er Serie, Stolting Co. 51107
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2.7 Zelllinien

Die RGC-5-Zelllinie wurde von Prof. Neeraj Agarwal (UNT Health Sience Center
Fort Worth, TX, USA) zur Verfligung gestellt, die murine Photorezeptor-Zelllinie
661W stammt von Prof. Dr. Muayyad Al-Ubaidi (Department of Cell Biology,
University of Oklahoma, OK, USA). ARPE-19 Zelllinie wurde von AmericanType

Culture Collection (Manassas, Virginia, USA) kauflich erworben.

3. Methoden
3.1 Das Kultivieren der RGC-5-, 661W-, und ARPE19-
Zellen

Um die Beads auf mdgliche Toxizitat hin zu prufen wurden zunachst Versuche in
der Zellkultur durchgefuhrt. Hierzu wurde mangels Alternativen auch die
umstrittene RGC-5 Zelllinie, sowie neben der Photorezeptoren-Zelllinie 661W,

die murine Pigmentepithel-Zelllinie ARPE19 herangezogen.

Die Zellen wurden zunachst in Zellkulturflaschen mit Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium, mit Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin und fetalem
Kalberserum (FKS) im Zellkulturschrank bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Dabei enthielt das Medium fur die RGC-5- und 661W-
Zellen Medium 5% FKS, wahrend das Medium der ARPE19-Zellinie 10% FKS

enthielt.

Zur Passagierung der Zellen wurde zunachst das Medium abgesaugt bevor ein
einmaliger Waschschritt mit 5 ml PBS und schlie3lich das Absaugen des Puffers
folgte. Mittels 2 ml 0,25% Trypsin + EDTA konnten die adharenten Zellen unter
stetem vorsichtigem Klopfen vom Flaschenboden geldst werden. Nach
lichtmikroskopischer Kontrolle der vollstandigen Losung der Zellen erfolgte

anschlieRend die Resuspension der Zellen in 8 ml frischem Medium.

Die Bestimmung der Zellkonzentration der Suspension mithilfe einer

Neubauerzahlkammer ermoglichte im nachsten Schritt die Suspension durch
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Zugabe von weiterem Medium auf die fur die Aussaat erforderliche Konzentration

zu verdunnen.

Platte Zellkonzentration Medium / Well
6-Well 2x10° Zellen/ml 2 ml/Well
12-Well 1x10° Zellen/ml 1 ml/Well
24-Well 0,5x10° Zellen/ml 0,5 mi/well
96-Well 1x10* Zellen/ml 100 pl/Well

Tabelle 4: Kultivieren der Zellen in verschiedenen Platten
3.2 Die Behandlung mit den Beads

Nachdem die Zellen fir die verschiedenen Versuchsansatze ausgesat wurden
und 24 h anwachsen konnten, erfolgte anschlielRend die Behandlung mit den
unterschiedlichen Beads in verschiedenen Konzentrationen. Man kann davon
ausgehen, dass sich in jedem Well ungefahr dieselbe Anzahl Zellen befinden.
Daher wurde nur von einem Well die Zellzahl bestimmt und die Beads der Zellzahl
angemessen in dem der Zelllinie angepassten Nahrmedium verdunnt. Das
Medium der Ubrigen Proben wurde nun ebenfalls vorsichtig abgesaugt, die
Proben mit 10.000 beziehungsweise 50.000 Beads/Zelle behandelt, mit neuem
Medium aufgeflillt und darauffolgend flr 24h inkubiert. Fir Versuchsansatze in
96-Well Platten wurden die Beads im Verhaltnis 1:50 bzw. 1:500 im adaquaten

Medium verdunnt und die Proben im dieser Losung resuspendiert.

3.3 Elektronenmikroskopie

Die Aufnahme der Beads in die Zellen stellt die Grundlage aller weiteren
Versuche dar. Deshalb wurde mittels Elektronenmikroskopie die Aufnahme der
Beads in die Zellen wie in [63] von einer Mitarbeiterin der AG Schnichels
durchgefuhrt.
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3.4 Isolation

Zur Optimierung des Isolationsverfahrens der mit Beads markierten Zellen sollte
das Vorgehen zunachst in vitro an bestehenden Zelllinien optimiert werden. Zur
Isolation der Zellen, welche die Beads aufgenommen hatten, wurden mehrere

Isolationsverfahren getestet.

Zunachst wurde ein Verfahren unter Verwendung einer magnetischen Platte
(Chemicell MagnetoFACTOR96-Plate) getestet (Abbildung 4 (a)). Hierbei wurden
die Zellen in einer 96-Well Platte ausgesat und am Folgetag mit Beads behandelt.
Nach 24 stundiger Inkubationszeit konnten die adharenten Zellen mittels Trypsin-
EDTA gel6st und in eine neue Platte Uberfihrt werden. AnschlieRend wurde die
Ausgangszellzahl durch auszahlen von 6 Wells bestimmt und die 96-Well Platte
auf die magnetische Grundplatte gestellt. Die Zellen, welche magnetische Beads
aufgenommen hatten, wurden durch die magnetischen Anziehungskrafte auf
dem Boden der Wells fixiert. Nach 20 min konnte der Uberstand abgenommen
und verworfen werden. Es folgten drei Waschschritte mit PBS. Nach Entfernung
der magnetischen Grundplatte und Resuspension der Zellen folgte die Ermittlung

der Zellzahl mithilfe der Neubauerzahlkammer.
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Abbildung 4: Verwendete Isolationsverfahren

Neben der Isolation liber die magnetische Chemicell Magneto Factor 96 Plate (a) wurde auch
der Miltenyi MACSIMAG ™ Separator (b) und die magnetischen Saulchen Miltenyi OctoMACS™
Separator (c) getestet. [a-c] Chemicell, Miltenyi, Miltenyi.

AulBerdem erfolgte die Erprobung der Aufreinigung mittels Miltenyi MACSIMAG ™
Separator (Abbildung 4 (b)). Hierzu wurden die Zellen in 6-Well Platten ausgesat
und wie oben beschrieben behandelt. Im Anschluss konnten die Zellen in einem
Well abtrypsinisiert und die Ausgangszellzahl bestimmt werden, welche als
Grundlage der Berechnung der Aufreinigung dienen sollte. Als nachster Schritt
wurde der Uberstand der (brigen Wells abpipettiert, in 2ml Eppendorf Gefale
uberfuhrt und mittels Miltenyi MACSIMAG™ Separator die Beads bestimmt,
welche nicht von den Zellen aufgenommen worden waren. Bei dieser Methode
liegt das Magnetfeld seitlich an (Abbildung 4). Nach Einbringung der Gefalke
mittels einer Halterung in die unmittelbare Nahe des Magneten fuhrten die
entstehenden Anziehungskrafte schlief3lich dazu, dass die magnetischen Beads
an der Gefallwand hefteten. Danach wurden die Zellen geldst, in Eppendorf
Gefalke uberfuhrt und in das Magnetfeld eingebracht. Innerhalb einer viertel
Stunde bildete sich ein Pellet aus Zellen, die erfolgreich Beads aufgenommen
hatten an der Wand der Gefalde, wahrend die Zellen, welche keine Beads

aufgenommen hatten zum Boden des Gefalies sedimentierten.
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Als weiteres Verfahren zur Aufreinigung der Zellen dienten die magnetischen
Saulchen des Miltenyi OctoMACS™ Separator (Abbildung 4 (c)).

Dies erforderte zunachst, eine Spulung der Saulen mit 500 pl PBS, bevor die, wie
oben beschrieben behandelten, und anschlieend gelosten Zellen in das System
eingebracht werden konnten. Die ferromagnetischen Kugelchen im Inneren der
Saulen sind so gepackt, dass Zellen, die nicht magnetisch markiert sind, frei
hindurch sedimentieren konnen. Das, durch die ferromagnetischen Saulen
10.000-fach verstarkte, Magnetfeld des Miltenyi OctoMACS™ Separator
(Abbildung 4 (c)) hingegen halt magnetisch markierte Zellen gegenuber der
Schwerkraft zurtick. Der Durchfluss wurde aufgefangen und unter dem
Mikroskop mithilfe einer Neubauer Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Nach
Spulung der Saulen mit 1 ml DPBS mit 5% BSA, wurde im letzten Schritt mit
demselben Puffer eluiert. Auch die Zellzahl des Eluats konnte bestimmt und
schliel3lich zur Ausgangszellzahl in Bezug gesetzt werden um die Effizienz der

Aufreinigung zu ermitteln.

(a) (b) (c)

B
U &
v/

Abbildung 5: Schematische Zeichnung der Isolationsverfahren

(a) Die Zellkultur Platte wurde auf der magnetischen Platte (Chemicell Magneto Factor 96 Plate)
in das Magnetfeld eigebracht. Die Zellen, welche Beads aufgenommen hatten (schwarze Kreise)
wurden durch das Magnetfeld am Plattengrund fixiert, wahrend Zellen ohne Beads (weiRRe
Kreise) durch Absaugen des Mediums entfernt werden konnten. (b) Mittels Miltenyi MACSIMAG
™ Separator wurde ein seitliches Magnetfeld angelegt, wodurch sich die mit Beads markierten
Zellen als Pellet an der GefaBwand sammelten. (c) Solang die magnetischen Saulchen des
Miltenyi OctoMACS™ Separator in das Magnetfeld eingebracht waren, konnten nur Zellen, die
keine Beads aufgenommen hatten, abflieRen (links). Nachdem Entfernen der Sadulchen aus dem
Magnetfeld konnten nun die markierten Zellen eluiert werden (rechts).
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Im Anschluss an die Isolation erfolgte die Aussaat der Zellen und Kultivierung
Uber mehrere Tage um sicherzustellen, dass die Aufreinigung nicht mit

irreparablen Schaden der Zellen einhergeht.

3.5 Toxikologie

Vor der Durchfiihrung der in vivo-Versuche erfolgte die Uberpriifung méglicher
toxischer Eigenschaften der Beads in der Zellkultur. Dazu wurde die Vitalitat der
Zellen mittels MTS Assay, die Zellzahl durch Kristallviolett-Farbung und

abschlielend die Caspaseaktivitat mittels Caspase 3/7-Assay untersucht.

3.5.1 MTS Assay

Der MTS-Assay erlaubt Ruckschlusse auf die Quantitat vitaler Zellen und
ermdglicht es somit, die Toxizitat einer Substanz auf die Zellpopulation zu

erfassen.

Das verwendete Kit (The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega) enthalt neben dem Elektronenakzeptor Phenazinethosulfat
(PES) auch 3-(4,5-Dimethyl-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-Tetrazol (MTS). Vitale Zellen reduzieren, durch die
Reduktionsaquivalente NADH oder NADPH, Uber eine Kette an Redoxreaktionen
schliel3lich MTS zum blau-violetten Formazan. Dieses ist im Zellmedium I6slich
und weildt ein Absorptionsmaximum bei 490nm auf. Da NADH bzw. NADPH nur
von vitalen Zellen regeneriert werden koénnen, gestattet das Ausmal} des

Farbumschlags Ruckschlisse auf die Menge an vitalen Zellen.

Den mit Beads behandelten und Uber 24 h inkubierten Zellen wurden 20pl/Well
der MTS-Reagenz hinzugefligt und die Platten anschlieend fir 90 min bei 37°C
im Zellkulturschrank inkubiert. Vor der Messung wurden die 96-Well-Platten
anschlieBend 5min bei 3.000RPM zentrifugiert und nur der Uberstand in eine
neue 96-Well-Platte Uberfuhrt, um mdgliche Interaktionen durch die Eigenfarbe

der Beads zu minimieren.
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Anschlieltend wurde mithilfe des ELISA-Readers die Absorption bei 490nm und
690nm gemessen. Hierbei erfolgte die Messung jeweils in flinffacher Ausfihrung
und anschliefend die Ermittlung von Mittelwert und Standardabweichung. Der
Mittelwert der Kontrolle wurde als 100% festgelegt und die Messwerte der Proben

dazu in Bezug gesetzt.

3.5.2 Kiristallviolettfarbung

Die verbliebenen Zellen wurden direkt mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA) in

PBS fixiert und somit fur die Kristallviolettfarbung vorbereitet

Als weitere Toxizitatsuntersuchung folgte eine Kristallviolettfarbung. In diesem
Verfahren werden zunachst alle Zellen angefarbt und anschlieRend die Tatsache
genutzt, dass nur gesunde adharent wachsende Zellen am Boden haften bleiben,
wahrend die abgestorbenen Schritt fir Schritt ausgewaschen werden. Misst man
nun die Absorption der Proben, so kann man auf ihren Gehalt an vitalen Zellen
zurlckschliel3en [64, 65].

Die Kristallviolettfarbung konnte direkt im Anschluss an den MTS-Assay

durchgefuhrt werden.

Dazu wuschen wir die mit 4%igem PFA 15min bei Raumtemperatur (RT) fixierten
Zellen zweimal mit 200 pl/Well destilliertem H20. Anschliel3end folgte die Zugabe
von 100 pl Crystal Violet Solution (Firma: Sigma Aldrich) pro Well und Inkubation
fur 30 min bei Raumtemperatur. Nach vergangener Inkubation schlossen sich
drei Waschschritte mit jeweils 200 ul destilliertem Wasser pro Well an. Schlief3lich
wurden die Zellen durch einstindige Inkubation mit 100 pl 1%igem
Sodiumdodecylsulfat (SDS) pro Well lysiert und abschlieRende die Absorption bei
595nm mithilfe des ELISA-Readers gemessen. Auch hier erfolgte die Messung
der Proben in 5facher Ausfihrung, Mittelwerte und Standardabweichungen

wurden gebildet und mit der, auf 100% gesetzten Kontrolle verglichen.
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3.5.3 Caspase 3/7-Assay

Mithilfe des Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit (Promega, Madison, USA) kann die
Aktivitat der Effektor Caspasen 3 und 7 ermittelt werden. Diese spielen bei der
Apoptose eine zentrale Rolle und erlauben somit Ruckschlisse auf eine

mogliche Apoptoseinduktion durch die Beads [66].

Das Reagenz lysiert die Zellen und setzt die enthaltenen Caspasen frei. Diese
spalten die in dem Reagenz enthaltenen Substrate und setzen letztendlich
Aminoluziferin frei. Dieses wird von der, ebenfalls enthaltenen, Luziferase unter
Entstehung von Licht umgesetzt. Durch die Messung der Lumineszenz kann also

die Aktivitat der Caspasen bestimmt werden.

Die mit Beads behandelten Zellen wurden mit 100 ul der Reagenz pro Well fur
eine Stunde bei Raumtemperatur abgedunkelt inkubiert. Es folgte die
Zentrifugation der Platten 5min bei 3000rpm und die Uberflihrung des
Uberstandes in eine neue 96-Well-Platte, vor der Messung der Lumineszenz
mithilfe des ELISA-Readers bei mehreren Sensitivitaten (100, 125, 150, 175,
200). Die Auswertung erfolgte bei der Sensitivitat, welche die Messwerte aller
Proben erfassen konnte. Die Proben wurden in 5facher Ausfiihrung gemessen,
Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet und mit den auf 100% gesetzten

Kontrollen verglichen.

3.6 Quantitative real-time PCR

Als weitere Untersuchung der Toxizitdt der Beads wurde die Messung der
Expression verschiedener Gene mittels real-time Polymerase Chain Reaction
(rtPCR) durchgefihrt. Da die Beads noch keinen Einsatz in neuronalem Gewebe
fanden, flhrten wir zunachst eine in vitro-Testung anhand bekannter
Stressmarker durch. Hierzu wurden Toll-like-Receptor 9 (TLR9), Interleukin 12
(IL12), Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und das Verhaltnis des pro-
apoptotischen Bax zum anti-apoptotischen Bcl2 (Bax/Bcl2) ausgewahlt und mit
den Housekeeping Genen L32 bzw. GAPDH verglichen. Als Positivkontrolle

wurde Lipopolysacharid (LPS) verwendet.
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3.6.1 cDNA Synthese

Um die, fur die rtPCR notwendige cDNA zu gewinnen wurde das MultiMACS
cDNA Synthese Kit, sowie ein MultiMACS™ M96thermo Separator verwendet.
Dieses Kit nutzt magnetische uMACS Oligo(dT) MicroBeads um die mRNA zu
markieren und so Uber magnetisch geladenen Multi-8 Séulen zu isolieren, bevor
mittels reverser Transkriptase cDNA generiert wird. Bei den uMACS Oligo(dT)
MicroBeads handelt es sich um 50nm grol3e, magnetische Beads mit einem
Oligo(dT) Schwanz, welcher die Hybridisierung mit dem Poly(A)Schwanz der
MRNA ermdglicht. Multi-8 Saulen enthalten eine Vielzahl kleiner Eisenkugeln,
welche zulassen, dass Pufferlésungen hindurch sedimentieren, aber die
magnetisch markierte mRNA zurtckhalten, wenn sie in das Dauermagnetfeld des
MultiMACS™ M96thermo Separator eingesetzt sind. Wird nun mittels reverser
Transkriptase die mRNA in cDNA umgeschrieben, so wird diese zunachst uber
die gebundenen mRNA Strange magnetisch von den Saulen zurickgehalten.
Trennt man anschlieRend die Wasserstoffbricken zwischen mRNA und cDNA

und spult die Saulen, so kann die reine cDNA eluiert werden.

Zur Durchfihrung des Versuchs wurden die behandelten Zellen mithilfe eines
Cell-Scrapers vom Boden der Wells gelost, in 2 ml Eppendorf-Gefale tberflhrt
und drei Minuten bei 2000rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abpippetiert und die gewonnenen Zellpellets bei -20°C gelagert. Zur Synthese
der cDNA wurden die Zellpellets zunachst in 800 pl Lysis Binding Buffer lysiert
und kamen bei 1400rpm flr drei Minuten auf den Schuttler, um die das Gewebe
vollstandig zu lysieren und die mRNA frei zu setzen. Im nachsten Schritt folgte
die magnetische Markierung der mRNA mithilfe der uMACS Oligo(dT)
MicroBeads. Dazu erfolgte die Zugabe von 10 pl der Beads zum Lysat. Die
folgenden Schritte fanden unter Verwendung eines MultiMACS™ M96thermo
Separators statt. Es wurden Multi-8 Columns und Filter eingesetzt, welche mit
100 ul Lysis Binding Buffer aquilibriert wurden, bevor die Proben eingebracht und
anschlieBend zweimal mit je 200 pl Lysis Binding Buffer gewaschen wurden.
Anschlieltend wurden die Filter entfernt und viermal mit je 100 ul Wash Buffer

und zweimal mit 100 pl Equilibration/Wash Buffer gewaschen. Nach Zugabe von
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20 pl des reversen Transkriptase Mixes folgte die Inkubation fir eine Stunde bei
42°C. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit 100 pl Wash Buffer konnten 20
Ml cDNA Release Solution hinzugegeben und die Proben 10 Minuten bei 42°C
inkubiert werden, bevor schliellich mit 60 pl Elution Buffer die cDNA gewonnen

und in 1,5 ml Eppendorf Gefale Uberfihrt bei -20°C gelagert werden konnte.

3.6.2 Quantifizierung

Die so gewonnene cDNA liel} sich am NanoQuant auf ihre Reinheit und
Konzentration hin quantifiziert. Nach der Leerwertmessung mit 2 yl Elution Buffer
wurde auf die 16er-TecanPlatte je 2 ul der Probe aufgetragen und die Absorbtion

der Wellenlangen bei 260nm und 280nm gemessen.

3.6.3 Qrt-PCR

Fir die Durchfliihrung der eigentlichen rt-PCR wurde fiir jeden nachzuweisenden

Marker /Gen ein Reaktionsmix mit einem spezifischen Primerpaar angesetzt:

15 pl Reaktionsmix

1l Destilliertes Wasser

2 ul Forward Primer 1puM

2 ul Reverse Primer 1uM
10 pl SYBR® Green Master Mix

Tabelle 5: Zusammensetzung des PCR Reaktionsmix

Der SYBR® Green Master Mix beinhaltet neben einem Puffer, den notwendigen
Desoxyribonucleosidtriphosphaten (dNTPs), MgCI2 und der DNA-Polymerase,
auch einen Doppelstrang-DNA (dsDNA) bindenden Fluoreszenzfarbstoff (SYBR
FGreen). Dieser Farbstoff fluoresziert nur im an dsDNA gebundenen Zustand
Licht einer speziellen Wellenlange. Da sich nach jedem Zyklus der dsDNA Gehalt
der Probe vergrolert, steigt auch die gemessene Fluoreszenz proportional an.
Den 15 pl Reaktionsmix wurden 5 pl verdinnter cDNA hinzugefugt. Die cDNA
war entsprechen ihrer ermittelten Konzentration auf 1 ng/ul verdiinnt worden. Die
Probenzahl betrug pro Ansatz 4 (n=4). Jede dieser Proben wurde im

Doppelansatz getestet.
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Es wurden 40 Zyklen gemessen, wobei jeder Zyklus nach demselben Schema
ablauft. Als erstes erfolgt die Denaturierung der dsDNA bei 95°C. Bei dieser
Temperatur werden die Wasserstoffbriickenbindungen aufgebrochen, welche die
DNA-Strange verbinden, sodass fur den zweiten Schritt nun Einzelstrange
vorliegen. Dieser zweite Schritt, die Primerhybridisierung, erfolgt nach raschem
Abkihlen bei 60-65°C gefolgt von der Polymerisation der DNA durch die
hitzebestandige DNA-Polymerase, welche ausgehend von den Primern dnTPs
zum neuen DNAstrang polymerisiert. Als letzter Schritt folgt nun die Messung der
Fluoreszenz. Da alle, auch die im vorigen Zyklus entstandenen, DNA-
Doppelstrange fir den jeweils folgenden Schritt als Vorlage zur Verfigung
stehen, ergibt sich eine exponentielle Vervielfaltigung der Zielsequenz.
Uberschreitet das Fluoreszenzsignal einen bestimmten Schwellenwert, wird

dieser Punkt als Ct- Wert annotiert.

Der Zeitpunkt des Uberschreitens des Schwellenwerts hing dabei von dem
ursprunglichen Gehalt an DNA der Zielsequenz ab. Somit lassen sich
Ruckschlisse auf die mRNA Expression ziehen. Die ermittelten Werte wurden
anhand der delta-delta-Ct Methode von Pfaffl [67] in Bezug zu den Housekeeping

Genen und den unbehandelten Kontrollen gesetzt.

3.7 Western Blot

Um modgliche toxische Eigenschaften der Beads auf die Zellen auch auf
Proteinebene  zu untersuchen  wurde  eine Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis; SDS-PAGE) mit anschlieendem Western Blot durchgefihrt.
Ziel der SDS-PAGE ist die Auftrennung der einzelnen Proteine eines
Proteingemisches nach ihrer Molekiilmasse. Die so aufgetrennten Proteine
konnen anschlielend mittels Western Blot auf Nitrozellulosemembranen

transferiert und Uber Antikdrper detektiert werden.

SDS-PAGE nutzt zur Auftrennung des Proteingemisches ein elektrisches Feld,
entlang dessen die geladenen Proteine durch ein Polyacrylamidgel wandern. Die

Geschwindigkeit, in der die Proteine die gitterartige Struktur des
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Polyacrylamidgels durchwandern, hangt dabei von ihrer Gré3e und Struktur ab.
Da Proteine neben unterschiedlichen Molekulmassen auch verschiedene
Ladungen und Strukturen besitzen, welche ebenfalls Einfluss auf die
Flussgeschwindigkeit im elektrischen Feld haben, bendtigt es Schritte um die
Proteine zu normieren. Dies erfolgt mittels Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium
dodecyl sulfate; SDS). SDS ist als Sulfatester des Dodekanols ein stark negativ
geladenes Detergens. Mit seinem hydrophoben Anteil lagert sich SDS in einem
festen Verhaltnis von 1,4g SDS pro 1g Protein [68] an Proteine an und sorgt somit
durch seine stark negative Ladung flr eine konstante Ladungsverteilung. SDS
hat auch einen stabilisierenden Effekt auf die Struktur der Proteine, da die
AbstoBung der negativen Ladungen zu einer linearen Ausrichtung von
denaturierten Proteinen fuhrt. Um diesen Effekt nutzen zu kénnen werden die
Proteine auf 95° C erhitzt und zusatzlich mittels 3-Mercaptoethanol auch tber
Disulfidbricken stabilisierte Konformationen zerstort. So vorbehandelte Proteine
werden bei der Durchwanderung des Gels einzig nach ihrer Molekllmasse
aufgetrennt. In einer festgelegten Zeit wandern hierbei kleinere Proteine weiter in
Richtung der Anode als groRere Moleklle, welche durch die Gitterstruktur des

Gels gebremst werden.

Abbildung 6: SDS Wirkungsmechanismus

Denaturierung eines Proteins (unten-links) mittels SDS (links oben). SDS lagert sich an das
entfaltete Protein an (rechts) und stabilisiert durch elektrostatische AbstoBung eine lineare
Struktur. Die durch die regelméaRige Anlagerung entstehende konstante negative Ladungsdichte
stellt die treibende Kraft in der Elektrophorese. Ubernommen von Fdardel[69].

Im Anschluss konnen die Proteinbanden mittels Western Blot auf eine

Tragermembran Ubertragen werden um sie fur weitere Untersuchungen



31

zuganglich zu machen. Beim Western Blot werden sowohl das Polyacrylamidgel,
als auch die Nitrozellulosemembran in ein elektrisches Feld einer Nasskammer
eingebracht. Entlang des elektrischen Feldes wandern die Proteine nun
senkrecht zur ehemaligen Laufrichtung auf die anliegende
Nitrozellulosemembran. Der so entstandene Abklatsch kann im Folgenden
verwendet werden, um nahere Bestimmungen der einzelnen Proteinbanden

mittels spezifischer Antikdrpern durchzufihren.

Im Folgenden kdnnen bestimmte Proteine mit entsprechenden Erstantikdrpern
markiert werden. Daraufhin wird die Membran geblockt, um im nachsten Schritt
ein unspezifisches Binden der Zweitantikbrper zu verhindern. Diese sind

fluoreszenzmarkiert, erlauben somit eine semi-quantitative Auswertung.
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Abbildung 7: Das Prinzip der Proteindetektion mittels fluoreszierenden Antikérpern

Die auf der Membran sitzenden Proteine (dunkelgrau) werden von Erstantikérpern gebunden
(a). Nachdem unspezifische Bindungen durch Blocken der Membran (WeiRe Kreise) verhindert
wurden binden Zweitantikorper die Erstantikorper (b) und fluoreszieren bei Anregung in
entsprechender Wellenlange (c).

Zur Probengewinnung wurden die Zellen in 6-Well-Platten ausgesat und jeweils
4 Wells pro Versuchsansatz (n=4) verwendet. Neben einer Kontrolle, Lipid-,
Casein-, und ARA-Beads, wurde auch ein Ansatz mit Staurosporin als
Positivkontrolle flr die Apoptose angesetzt. Nach 24 h wurden sie mit 1:100
verdinnten Beads, beziehungsweise 1:1000 verdinntem 1uM Staurosporin
versetzt oder als Kontrolle belassen. Nach einer eintagigen Inkubationszeit
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe

von 100 ul Cell Extraction Buffer (Invitrogen, Germany) konnten die Zellen lysiert,
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mittels Cell Scraper vom Boden geldst und in Eppendorfgefalie tberfuhrt werden.
Nach 30-mindtiger Inkubation auf Eis erfolgte die 10-mindtige Zentrifugation bei
13.000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR

uberfuhrt und bei -20°C bis zum weiteren Gebrauch eingefroren.

Der Proteingehalt des Lysates wurde anschlieend mittels BCA Protein Assay Kit
(Pierce, Deutschland) ermittelt. Alle Proben wurden auf eine Konzentration von
15 pg/pL verdunnt, im Anschluss bei 95°C Uber 5 Minuten denaturiert und
daraufhin auf Eis abgekuhlt.

Fir die folgende Gelelektrophorese wurden Mini-PROTEAN TGX Precast Gele
(Biorad, Deutschland) verwendet. Die Gele wurden in die Kammer gestellt,
welche mit Running Buffer gefullt wurde. Neben den Proben wurde PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) als Marker in eine
Tasche pipettiert. Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 200
Volt tuber 60 min.

Anschlieend fand im mit Towbin-Puffer gefuliten Wet/Tank Blotting System
(Biorad, Deutschland) bei 350mA, 60 min unter Kuhlung der Transfer der
Proteinbanden auf die Nitrozellulosemembran statt. Die Membranen wurden
zunachst fur eine Stunde mittels 5% BSA in TBS-T geblockt, bevor sie mit
Antikérpern gegen B-Tubulin (1:3000), HSP70 (1:1000) und Caspase 3 (1:500)
uber Nacht bei 4°C inkubiert wurden. Nach drei 10-minutigen Waschschritten in
TBS-T erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden Zweitantikdrpern fur 60

min bei Raumtemperatur.
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Protein Beschreibung MolekiilgroRe

Chaperon welches unter schadlichen
HSP70 Bedingung zum Schutz zellularer 70 kDa

Proteine vermehrt ausgeschiittet wird

B-Actin Haushaltsgen 45 kDa

Zahlt zu den Effektor-Caspasen des 35 kDa
Caspase 3 .

programmierten Zelltods.

Aktivierte Form der Caspase 3 in 19 kDa
Cleaved Caspase 3 _

apoptotischen Zellen 17 kDa

Tabelle 6: Zielproteine der verwendeten Erstantikorper

Um die Proteinbanden zu Visualisieren und einer Auswertung zuganglich zu
machen wurde mittels Licor Odyssey FC (Li-cor, USA) die Fluoreszenz grafisch
dargestellt und die einzelnen Banden anhand ihrer Molekilmasse und des
verwendeten Markers identifiziert. Anschlieend konnte die Fluoreszenz der
einzelnen Banden gemessen und die Messwerte der Proben zum
Referenzprotein relativiert werden. Die Kontrolle wurde als 100% definiert, die
Proben zur entsprechenden Kontrolle in Relation gesetzt und der Mittelwert

sowie die Standardabweichung berechnet.

3.8 In Vivo-Versuche

Nach ausgiebiger Testung der Isolationsmethoden und der Toxizitat der Beads
wurden die Versuche am Tiermodell begonnen. Diese Versuche erfolgten im

Rahmen der Tierversuchsgenehmigung mit der Nummer AK7/13.

Hierzu wurden die 8 Wochen alten Lister Hooded-Ratten zunachst gewogen und
anschlieBend durch intraperitoneale Verabreichung der 3-Komponenten-
Narkose bestehend aus Fentanyl (0,005 mg/kg), Midazolam (2,0 mg/kg) und
Medetomidin (0,15 mg/kg) narkotisiert. Die narkotisierten Tiere wurden auf einer
Warmematte gelagert, das Operationsgebiet des Schadels rasiert und die Augen
zum Hornhautschutz mit einer Augencreme (Artelac, Bausch&Lomb, USA)
benetzt. Nach Beendigung der Vorbereitungen folgte eine subkutane Analgesie
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mit Carprofen (5 mg/kg KG). Das Operationsgebiet wurde mit Jod desinfiziert und
mit Lidocain betaubt. Mittels Einmalskalpell wurde sowohl der sagittale
Hautschnitt entlang der Mittellinie, als auch die Praparation des
Schadelknochens durchgefihrt. Die Kopfhaut wurde, zur besseren Ubersicht des

Operationsfeldes, seitlich aufgespannt.

Die Injektion der Beads erfolgte 3 mm tief in den Colliculus superior (Abbildung
8). Hierzu wurden mittels Prazisionsbohrer die Schadeldenke beidseits Uber den
Colliculi  superiores aufgebohrt und unter Verwendung einer Hamilton
Mikroliterspritze 7 pl der Versuchslésung pro Bohrloch appliziert. Es folgte der
Wundverschluss durch fortlaufende Naht mit 5er Seiden Faden. Nach sorgfaltiger
Sauberung der Wunde schloss sich die topische Applikation von Lidocain und
Gentamycin, sowie eine 15-mindtigen postoperativen Ruhephase auf der
Warmematte an. AbschlieRend erfolgte die subkutane Antidot-Injektion mit

Naloxon (0,12mg/kg), Flumazenil (0,2mg/kg) und Atipamezol (0,75mg/kg).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des retrograden Transports nach Injektion
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Nach Injektion der Beads (rote Punkte) in den Colliculus superior (SC) gelangen sie Uber
retrograden Transport entlang der Sehbahn bis in die RGZ. Abbildung modifiziert nach Thaler et
al[54].Heiduschka et al 2010

Wahrend des Versuchszeitraums standen die Versuchstiere unter regelmafigen
Allgemeinzustands- und Wundkontrollen. Neben starken Entzindungsreaktionen
an der Injektionsstelle oder den Augen wurden Infektionen im Operationsgebiet,
neurologische Stdérungen und Verhaltensauffalligkeiten, sowie starker
Gewichtsverlust als Abbruchkriterien definiert. Wunddehiszenzen durch

Aufkratzen der OP-Narbe sollten durch Sekundarnaht verschlossen werden.
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Zur lIsolation der Augen und des Gehirns wurden die Tiere einzeln mit COz2
eingeschlafert und nach erfolgter Dekapitation wurden die Gehirne und Augen
entfernt. Das Gewebe wurde in Tissue Tek (Sakura) eingebettet und in flissigen
Stickstoff gefroren. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -28°C

gelagert.

Zunachst wurde durch mikroskopische Analysen Uberprtft, wie die Beads in
Gehirn und Auge aufgenommen und transportiert wurden. In folgenden Ansatzen
wurde jeweils nur ein Auge kryokonserviert, wahrend das andere fur die Isolation

verwendet wurde.



Versuchstag Versuchstier Verwendete Beads

1. OP Tag Ratte 1 Lipid Beads 1:100
Ratte 2 Lipid Beads 1:1
Ratte 3 ARA Beads 1:100
Ratte 4 ARA Beads 1:1

2. OP Tag Ratte 5 Lipid Beads 1:10

3. OP Tag Ratte 6 ARA Beads 1:10
Ratte 7 Lipid Beads 1:10

4. OP Tag Ratte 8 Casein Beads 1:3
Ratte 9 Nur DNA 100uM
Ratte 10 Lipid Beads 1:3
Ratte 11 Casein Beads 1:10
Ratte 12 Lipid Beads 1:10

5. OP Tag Ratte 13 DNA 100uM
Ratte 14 PAA Beads 1:1
Ratte 15 Casein Beads 1:1
Ratte 16 Lipid Beads 1:1

6. OP Tag Ratte 17 Nur DNA 100uM
Ratte 18 PAA Beads 1:1
Ratte 19 Casein Beads 1:1
Ratte 20 Lipid Beads 1:1

Tabelle 7: Protokoll der in vivo-Experimente:
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Den Ratten wurden unterschiedliche Beads in verschiedenen Konzentrationen injiziert. Hierzu
wurden sie in den angegebenen Verhaltnissen in PBS verdiinnt. Nach 7, beziehungsweise 14
Tagen unter taglichen Wund- und Allgemeinzustandskontrollen wurden die Versuchstiere

euthanasiert.
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3.9 Kryoschnitte

Die Anfertigung der Gewebeschnitte der entnommenen Gehirne erfolgte in der
Sagittalebene. Zunachst wurde schichtweise so viel Gewebe entfernt, bis die
Schnittebene in der Nahe der Einstichkanale im Hirngewebe, beziehungsweise
des maximalen Augeninnendurchmessers und des Sehnervens lag. Von nun an
wurden die Schnitte mit einer Dicke von 12 pm durchgefuhrt und auf 10
beschriftete Objekttrager Ubertragen. AnschlieBend wurde erneut geschnitten
und 10 Schnitte in Folge auf dieselben Objekttrager aufgenommen. Diese
Schritte wurden solange wiederholt, bis drei Gehirn-, beziehungsweise vier
Augenschnitte auf jedem Objekttrager aufgetragen waren. Daraufhin erfolgte die
Lagerung sowohl der Schnitte, als auch der Ubrigen Gewebeproben im
Gefrierschrank bei -28°C.

3.10 Farbungen

Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) kann die, durch das
Fixieren zerstorte Zellmembran durchdringen und an AT-reiche Regionen in der
kleinen Furche doppelstrangiger DNA binden. DAPI besitzt bei Anregung mit UV-
Licht ein Emissionsmaximum mit einer Wellenlange von 461 nm und wird zur

Farbung von Zellkernen genutzt [70].

Hierzu wurden die Schnitte mit Aceton/Methanol (1:1) Gber 15 Minuten fixiert und
anschlie®fend dreimal 10 Minuten mit TBS auf dem Ruttelbrett gewaschen. Es
folgte die Farbung mit DAPI (1 pg/mlin TBS) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur.
Daraufhin folgte zweimaliges Waschen mit TBS sowie einmal mit destilliertem
Wasser. Abschlielend erfolgte nach kurzem Lufttrocknen der Objekttrager unter

Verwendung von Fluorsafe die Auflage der Deckglaschen.
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3.11 Statistische Analyse

Um die Ergebnisse aus den Assays und Western Blots statistisch zu Uberprufen,
folgte die Analyse mittels ANOVA und anschlieRender post Hoc Analyse mittels
Tukey-Kramer- bzw. Dunnett-Test (Signifikanzniveau a = 0,05) mit der
Statistiksoftware GraphPad PRISM. So konnte eine Aussage daruber getroffen
werden, inwieweit die Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen (Tukey
Kramer) und im Bezug zur Kontrolle (Dunnett) als zuféallig oder signifikant
unterschiedlich gewertet werden kdnnen. Dabei wurde von folgender gangiger
Einteilung Gebrauch gemacht: p < 0,05 = signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit
kleiner als 5 %), p < 0,01= sehr signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als

1 %), p < 0,001 = hdchst signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 1 %o).
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4.  Ergebnisse

4.1 Etablierung der Beads

Bevor die Beads wie vorgesehen in vivo eingesetzt werden konnten erfolgte eine
sorgfaltige EinflUhrung mittels in vitro-Experimenten. Als erster Schritt in der
Etablierung der Beads sollte gezeigt werden, dass diese von den Zellen
aufgenommen werden, denn erst die Aufnahme in die Zellen erlaubt eine sichere
Isolation der Zellen Uber magnetische Sortierungsverfahren. Um diesen
Nachweis zu erbringen wurden elektronenmagnetische Untersuchungen
durchgefuhrt. In der elektronenmikroskopischen Untersuchung konnten Lipid-

Beads bereits nach 18h Inkubationszeit im Zytosol der RGC-5 Zellen

nachgewiesen werden.

Kontrolle

- Lipid-Beads

Abbildung 9: Elektronenmikroskopie von RGC5-Zellen nach Behandlung mit Lipid-Beads

18h nach der Behandlung mit den Lipid-Beads sind diese deutlich im Zytosol der RGC5-Zellen
nachweisbar.

Anschlie3end folgte die Optimierung des Isolationsverfahrens in vitro, bevor es
bei Tierexperimenten zum Einsatz kommen sollte. Hierzu wurden drei mdgliche
Isolationsmethoden untersucht. Sie alle nutzen die ferromagnetischen
Eigenschaften der Beads unterscheiden sich aber in der Starke der
magnetischen Felder, und der Art und Weise wie die mit Zellen beladenen Beads

diese durchwandern. Es zeigte sich, dass die Isolation Uber die magnetische 96-
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Well Platte aufgrund der kleinen Zellzahlen und vielen Wells sowohl mit einem
geringen Ertrag, als auch mit einem unverhaltnismalig hohen Aufwand
einherging. Die Aufreinigung uber Miltenyi MACSIMAG™ Separator stellte zwar
einen einfacheren Prozess dar, konnte allerdings nicht konstant verlassliche
Ertrage produzieren (Daten nicht gezeigt). Die Aufreinigung mittels der
magnetischen Saulchen des Miltenyi OctoMACS™ Separator zeigte sich
hingegen als verlassliche Methode. Eine Konzentration von 50.000 Beads/Zelle
erbrachte die besten Isolationsergebnisse. Sowohl Ansatze mit hdheren als auch
geringeren Konzentration fuhrten nicht zu einer adaquaten Isolation (Daten nicht
gezeigt). Je nach untersuchter Variante der Beads und Zellreihen konnten
Aufreinigungen von bis zu 96% erzielt werden (Abbildung 10). Die an Oligo(dT)
gekoppelten Beads zeigten in allen Zelllinien eine Aufreinigung von <5% und
erwiesen sich somit als ungeeignet fur dieses Forschungsprojekt. Auch die mit
ARA verbundenen Beads wurden entweder nicht in ausreichender Menge von
den Zellen aufgenommen oder ihre magnetischen Krafte waren zu gering. Es
konnten 20% der RGC-5, 9% der 661W und 0% der eingesetzten ARPE19-Zellen
mittels ARA-Beads isoliert werden (Abbildung 10). Fur die Lipid-Beads konnte
eine hohe Aufnahme und resultierende Aufreinigung in allen drei Zelllinien
gezeigt werden (RGC-5: 64%; 661W: 69%; ARPE19: 74%) (Abbildung 10). Auch
PAA- (RGC-5: 71%; 661W: 71%; ARPE19: 96%) und PEI-Beads (RGC-5: 48%;
661W: 80%; ARPE19: 56%) erwiesen sich in allen getesteten Zelllinien als
zuverlassig. Im Gegensatz zu den anderen Beads, welche in allen Zelllinien
vergleichbare Ergebnisse erbrachten, konnte bei Casein gekoppelten Beads
gezeigt werden, dass die Isolation in der 661W- (12%) deutlich geringer ausfiel,
als in der RGC-5 (61%) und ARPE19-Zelllinie (66%) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Isolation der mit 50.000 Beads/Zelle inkubierten RGC-5, 661W und ARPE19
Zellen Uber magnetische Saulchen

Gezeigt ist der prozentuale Anteil der isolierten Zellen im Bezug zur jeweiligen Ausgangszellzahl.
Fir die meisten Beads waren die Ergebnisse konstant Uber alle verwendeten Zellreihen,
wahrend sich mit Casein-Beads nur eine Isolation von 9% der 661W Zellen erzielen lies. An
Oligo(dT) bzw. ARA gekoppelte Beads zeigten fir 661W bzw. ARPE19 eine ungeniigende
Isolation. Die mit ARA beschichteten Beads erbrachten zumindest bei den RGC-5 Zellen einen
héheren Ertrag, wahrend Beads mit Oligo(dT)-Beschichtung auch hier nur eine ungeniligende
Isolation erzielten. N=3.

Die anschlielend ausgesaten Zellen zeigten phasenmikroskopisch keine
Anzeichen fur verstarkten Zelluntergang oder aufgetretene Zellschaden im
Vergleich zu Zellen, die weder behandelt worden waren, noch die

Isolationsschritte durch die magnetischen Saulchen durchlaufen hatten
(Abbildung 11).

Abbildung 11: Phasenmikroskopie von RGC-5-Zellen vor bzw. nach Isolation

RGC-5 Zellen zeigen mikroskopisch keine morphologischen Unterschiede vor (A) und 24h
nach lsolation Uber Miltenyi OctoMACS™ Separator und vorrausgehender Behandlung mit
50.000 Beads/Zelle.
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4.1.1 Toxikologie

Da die Beads bisher nicht in neuronalem Gewebe eingesetzt worden waren,
erfolgte zunachst eine in vitro-Untersuchung maoglicher toxischer Wirkungen auf
die Zellen. Hierzu wurden wiederum die RGC-5, 661W und ARPE19 Zelllinien
verwendet. In einem ersten Schritt erfolgte die Untersuchung mit Hilfe von drei
Assays. Mit dem MTS Assay kann Uber einen, durch vitale Zellen vermittelten,
Farbumschlag und anschlielfende Messung der Absorption, der Anteil der vitalen
Zellen bestimmt werden. Die Kristallviolettfarbung farbt zunachst alle Zellen an,
bevor in mehreren Waschschritten alle geschadigten, also nicht mehr
adharenten, Zellen ausgewaschen werden und Uber Messung der Absorption der
Anteil der vitalen Zellzahl bestimmt werden kann. Mit Hilfe des Caspase Assay
lasst sich die Aktivitat der Caspasen 3 und 7 als Marker flr Apoptoseaktivitat

nachweisen.

RGC-5 Zellen zeigten nach 24 stindiger Inkubation mit ARA-Beads eine
reduzierte Zellzahl in der Kristallviolettfarbung auf. Dies fand sich sowohl bei
Verdunnung im Verhaltnis 1:500, als auch bei der h6heren Konzentration von
1:50. Die Zellzahl fiel hierbei auf 56% (p < 0,05), beziehungsweise in der héheren
Konzentration auf 49% (p < 0,001) der Kontrollzellzahl ab. Des Weiteren
resultierte die Inkubation mit 1:50 konzentrierten PEI|-Beads in einem 65%igen
Anstieg (p < 0,05) der Caspaseaktivitat (Abbildung 12). Fir die Ubrigen Beads

konnten keine toxischen Effekte auf RGC-5 Zellen nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Toxikologische Untersuchungen an RGC-5 Zellen nach Behandlung mit den
Beads

Die RGC-5 Zellen zeigten nach Behandlung mit ARA-Beads eine deutlich reduzierte Zellzahl. Nach
Inkubation mit PEI-Beads der Konzentration 1:50 stieg die Caspaseaktivitat auf 165%. Fir die
anderen Beads konnten keine toxischen Reaktionen gezeigt werden. n=5; One-way-ANOVA Test;
Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. * = p < 0,05; ** = p £ 0,05 *** = p < 0,001,
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle
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Die Untersuchungen an der 661W Zelllinie erbrachten flr keine der untersuchten
Beads Anhaltspunkte auf mogliche schadliche Wirkungen (Abbildung 13). Nach
Inkubation mit Lipid- (1:500) und Casein-Beads (1:50) zeigte sich eine um 23%
bzw. 28% (p < 0,01) gesteigerte Viabilitat.
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Abbildung 13: Toxikologische Untersuchungen an 661W Zellen nach Behandlung mit den
Beads

Nach Behandlung der 661W Zellen mit den Beads konnten keine toxischen Effekte gezeigt
werden. Es zeigte sich sogar ein signifikanter Anstieg der Viabilitdt nach Inkubation mit Lipid-
(1:500) und Casein-Beads (1:50). n=5; One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als Mittelwert +
SEM angegeben. * = p £ 0,05; ** = p < 0,05 *** = p < 0,001, signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle.
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Die Applikation von PEI-Beads resultierte in einer reduzierten Vitalitat der
ARPE19 Zellen. Diese fiel unter der Konzentration 1:500 auf 72% und unter 1:50
verdunnten Beads auf 69% der Kontrolle. Nach Behandlung mit Casein- und PEI-
Beads der Konzentration 1:50 zeigte sich eine um 78% bzw. 80% (p < 0,001)
erhohte Zellzahl. Des Weiteren zeigten sich keine toxischen Auswirkungen
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Toxikologische Untersuchungen an ARPE19 Zellen nach Behandlung mit
den Beads

ARPE19 Zellen wiesen eine erniedrigte Vitalitdt nach der Behandlung mit PEI-Beads auf. Die
Zellzahl der ARPE19 Zellen war nach Behandlung mit 1:50 verdiinnten Casein-, sowie PEI-Beads
erhoht. Fur die anderen Beads konnten keine toxischen Effekte nachgewiesen werden. Die
Inkubation mit Casein- und PEI-Beads der Konzentration 1:50 resultierte in einer gesteigerten
Zellzahl. n=5; One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als Mittelwert £+ SEM angegeben. * = p <
0,05; ** = p < 0,05 *** = p < 0,001, signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.
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Weitere Untersuchungen madglicher toxischer Wirkungen erfolgten durch
Kontrolle verschiedener Stressmarker mittels PCR. Die hierbei verwendeten
Marker TNFa, IL-12 und TLR9 sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems
und werden bei zellularem Stress auch in neuronalem Gewebe hochreguliert.
AuRerdem wurde das Verhaltnis von Bax/Bcl2 verwendet. Bax und Bcl2 haben
antagonistische Wirkungen auf die Caspaseaktivitat der Zellen und ihre Ratio
stellt einen guten Marker fur apoptotische Aktivitat dar. Als Positivkontrolle wurde

der Bakterienwandbestandteil LPS verwendet.

Wahrend fir RGC-5 Zellen keine Veranderung im Bax/Bcl-2Verhaltnis gezeigt
werden konnte (Abbildung 15 a), steigerte sich die Ratio von Bax/Bcl-2 in den
661W-Zellen nach Inkubation mit PEI-Beads auf das 30-fache (p < 0,001)
(Abbildung 15 b) und die der ARPE19-Zellen auf das 16-fache (p < 0,001)

(Abbildung 15 c) im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen.
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Abbildung 15: Bax/Bcl2 Ratio in den Zellen nach Inkubation mit verschiedenen Beads

RGC5 Zellen zeigten nach Behandlung mit den Beads kein signifikant gesteigertes Bax/Bcl2
Verhaltnis gegenlber der Kontrolle (a). In 661W Zellen stieg das Bax/Bcl2 Verhaltnis nach 24-
stiindiger Inkubation mit PEI-Beads auf das 30-fache der Kontrolle (b). Eine 16-facher Anstieg
zeigte sich in ARPE19 Zellen nach Inkubation mit PEI-Beads (c). n=4; One-way-ANOVA Test; Die
Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. *** = p < 0,001, signifikant unterschiedlich zur
Kontrolle.

Auch die Expression der TNFa mRNA in den RGC-5 Zellen wies nach
Behandlung keine Veranderung im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle auf
(Abbildung 16 a). Die Inkubation der 661W-Zellen mit den unterschiedlichen
Beads, sowie LPS flhrte zu einer signifikanten verminderten Expression der
TNFa mRNA auf jeweils weniger als das 0,04-fache (p < 0,001) im Vergleich zu
der Kontrolle (Abbildung 16 b). Auch in den ARPE19-Zellen wurde eine reduzierte
Expression der TNFa mRNA nach Behandlung mit Lipid-Beads (5,5-fach, p <
0,05), Casein-Beads (12,5-fach, p < 0,01), ARA-Beads (10-fach, p < 0,05) und
LPS (5,3-fach, p < 0,01) ermittelt (Abbildung 16 c).
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Abbildung 16: TNFa-mRNA Expression in den Zellen nach Inkubation mit verschiedenen
Beads

Es konnte kein signifikanter Einfluss der Beads auf die TNFa-mRNA Expression der RGC5 Zellen
gefunden werden (a). Sowohl alle getesteten Beads, als auch LPS fihrten zu einem signifikantem
(p £ 0,001), 25-fachen Abfall der TNFa-mRNA Expression in 661W Zellen im Vergleich zu der
Kontrolle (b). In ARPE19-Zellen zeigte sich eine Reduktion der TNFa-mRNA Expression nach
Behandlung mit Lipid-Beads (5,5-fach), Casein-Beads (12,5-fach), ARA-Beads (10-fach) und LPS
(5,3-fach) (c). n=4; One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. * = p
<£0,05; ** =p £0,01 *** = p < 0,001, signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.

Die IL12-Expression wies keine Veranderung bei RGC-5-Zellen auf (Abbildung
17 a). 661W-Zellen zeigten eine signifikant (p < 0,001) geringere 1L12 mRNA
Expression auf die Behandlung mit den Beads und LPS (alle >4,5-fache
Reduktion im Vergleich zu der Kontrolle) (Abbildung 17 b). Auch konnte in den
ARPE19-Zellen eine reduzierte IL12 mRNA Expressionen nach Behandlung mit
Lipid-Beads (3,3-fach, p < 0,01), Casein-, sowie PEI- und ARA-Beads (alle 10-
fach, p £0,001), LPS (3,3-fach, p < 0,001) und PAA-Beads (2,5-fache Reduktion
im Vergleich zu der Kontrolle, p < 0,01) ermittelt werden (Abbildung 17 c).
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Abbildung 17: IL12 mRNA Expression in den Zellen nach Inkubation mit verschiedenen
Beads

Die Expression von IL12 mRNA in RGC5-Zellen wurde weder durch die Inkubation mit den Beads,
noch durch LPS beeinflusst (a). Sowohl die Behandlung mit den Beads, als auch mit LPS
resultierte in einer signifikanten (p < 0,05) Reduktion der IL12-Expression in 661W- und ARPE19
Zellen (b,c). n=4; One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. * =p <
0,05; ** = p<0,01; *** = p < 0,001, signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.

Die TLR9 mRNA Expression der RGC5-Zellen stieg unter Behandlung mit PAA-
Beads auf das 3,6-fache (p < 0,01) und durch die ARA-Beads (p < 0,05)
Inkubation auf das 3,5-fache der Kontrolle an (Abbildung 18). Untersuchungen
an RGC-5 und ARPE19 Zellen nicht gezeigt.
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Abbildung 18: TLR9-mRNA Expression von RGC5 mittels PCR nach Behandlung mit den
Beads

RGC5-Zellen reagierten mit einer gesteigerten Expression von TLR9 auf die Inkubation mit PAA-
und ARA-Beads. n=4; One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als Mittelwert £ SEM angegeben. *
= p <£0,05; ** = p <0,01, signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.

Zum Abschluss folgte die Untersuchung maoglicher toxischer Wirkungen auf
Proteinebene mittels Western Blot. HSP70, welches als Chaperon unter anderem
bei Zellschadigungen hochreguliert wird um entstandene Fehlfaltungen zu
korrigieren, diente hier als Stressmarker. Zusatzlich wurde Caspase 3 und ihre
aktivierte Form als gespaltene Caspase 3, welche einen wichtigen Bestandteil
bei der Regulation der Apoptose spielt als Marker flr zellularen Stress

herangezogen. Als Referenzprotein wurde p-Actin genutzt.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl RGC-5- (2,4-fach, p < 0,001), als auch
661W-Zellen (2,2-fach, p < 0,01) auf die Inkubation mit Staurosporin mit einer
Steigerung der relativen Expression von HSP70 auf Uber das Doppelte der
Kontrollen reagierten. Nach Exposition zu Lipid-Beads konnte ein Anstieg der
Proteinexpression in RGC-5-Zellen auf das 1,5-fache (p < 0,01) verzeichnet
werden. Casein- und ARA-Beads Exposition fuhrten jeweils ungefahr zur
Reduktion bis auf die Halfte der (p < 0,05) der HSP70 Expression in RGC-5-
Zellen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: HSP70 Expression in RGC-5 und 661W nach Behandlung mit verschiedenen
Beads

a: Nachweis HSP70 und B-Actin Expression in RGC-5 und 661W Zellen durch Immunoblot.
Proteine wurden mit spezifischen Primarantikorpern und fluoreszenzgekoppelte
Sekundarantikérpern nachgewiesen.

b: Beide Zelllinien reagierten mit einer deutlich gesteigerten Expression von HSP70 auf die
Staurosporin Exposition. Auch die Inkubation mit Lipid-Beads fiihrte zu einer erhodhten
Expression in RC5 Zellen, wahrend unter Inkubation mit Casein- und ARA-Beads die HSP70
Proteinexpression absank.

c: 661W-Zellen zeigten keine Verdnderung der HSP70 Expression nach der Behandlung mit den
Beads. n=4; One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. *=p <0,05;
**=p<0,01; *** = p<0,001, signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.

Wahrend die Behandlung mit Lipid-Beads in RGC-5-Zellen einen Anstieg der
Caspase 3 Expression auf das 1,5-fache (p < 0,01) verursachte sank diese nach
Inkubation mit Casein-Beads um die Halfte (p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle.
Fir ARA-Beads und Staurosporin konnte kein Effekt nachgewiesen werden
(Abbildung 20 a). 661W-Zellen reagierten sowohl auf Casein-, als auch auf ARA-
Beads mit einer Erhéhung der relativen Caspase 3 Expression auf das Doppelte
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(p < 0,01) der Kontrollen. Fur die Inkubation mit Lipid-Beads oder Staurosporin
konnte keine Veranderung der Caspase 3 Expression gezeigt werden (Abbildung
20 b).
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Abbildung 20: Caspase 3 Expression in RGC-5 und 661W nach Behandlung mit
verschiedenen Beads

a: Nachweis Caspase 3 und B-Actin Expression in RGC-5 und 661W Zellen durch Immunoblot.
Proteine wurden mit spezifischen Primarantikorpern und fluoreszenzgekoppelte
Sekundarantikérpern nachgewiesen.

b: Caspase 3 Expression in RGC-5 ist erhdoht nach Lipid- und reduziert nach Casein-Beads
Exposition.

c: 661W Zellen zeigen eine gesteigerte Expression der Caspase 3 nach Inkubation mit Casein-
und ARA-Beads Fur die Gibrigen Beads und Staurosporin konnte kein Effekt gezeigt werden. n=4;
One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als Mittelwert + SEM angegeben. *=p <0,05; **=p <0,01;
*** = p <0,001, signifikant unterschiedlich zur Kontrolle.

Die Untersuchung der Expression der gespaltenen Caspase 3 in 661W-Zellen
zeigte einen deutlichen Anstieg auf das 7,7-fache (p < 0,001) der Kontrollen nach

Staurosporin Exposition. Die Inkubation mit Casein-, beziehungsweise ARA-
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Beads resultierte in einer Erhdhung auf das 3-fache (p < 0,001), beziehungsweise
2,4-fache (p < 0,01) der Kontrollen.
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Abbildung 21: cleav. Caspase 3 Expression in 661W nach Behandlung mit verschiedenen

Beads

a: Nachweis der gespaltenen Caspase 3 und B-Actin Expression in 661W Zellen durch
Immunoblot. Proteine wurden mit spezifischen Primarantikérpern und fluoreszenzgekoppelte
Sekundarantikérpern nachgewiesen.

b: Relative Expression der gespaltenen Caspase 3 in 661W Zellen stieg nach Inkubation mit
Casein- und ARA-Beads. Der deutlichste Anstieg (7,7-fache der Kontrolle, p <0,001) wurde nach
Exposition zu Staurosporin verzeichnet. n=4; One-way-ANOVA Test; Die Daten sind als
Mittelwert £+ SEM angegeben. *= p < 0,05; **= p < 0,01; *** = p < 0,001, signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle.



54

4.2 Invivo-Versuche

Nach Abschluss der Vorversuche, Optimierung des Isolationsverfahrens,
Selektion der Beads und Ausschluss toxischer Wirkungen in vitro konnte mit den
Tierversuchen begonnen werden. Im Anschluss an den operativen Eingriff wurde
bei den taglichen postoperativen Kontrollen der Wundverhaltnisse und des
Allgemeinzustands der Versuchstiere beim Grolteil der Tiere ein regelrechter
Verlauf festgestellt. Ratte 4 wurde am ersten Tag nach der Operation tot
aufgefunden. GemaR dem Versuchsprotokoll wurde anschlielend das Gehirn
entnommen und untersucht. Hierbei zeigte sich eine ausgepragte, intrazerebrale
Blutung, welche als wahrscheinlichste Todesursache anzunehmen ist. Au3erdem
zeigte Ratte 13 einen so drastisch geminderten Allgemeinzustand, dass eine
vorzeitige Euthanasierung durchgeflihrt wurde (Tabelle 8). Post-mortem konnte
keine Ursache des abfallenden Allgemeinzustands ermittelt werden. Die Ubrigen

Versuchstiere (n=18) konnten das Protokoll wie geplant durchlaufen.



55

Versuchstier  Bead-Injektion Allgemeinzustand Euthanasiezeitpunkt

Ratte 1 Lipid Beads 1:100 schlechte Verfassung

Ratte 2 Lipid Beads 1:1 schlechte Verfassung 7 Tage post-OP

Ratte 3 ARA Beads 1:100 gute Verfassung

verstarb, Hirnblutung 1. Tag post-OP

Ratte 4 ARA Beads 1:1

Gehirn wurde entnommen verstorben
Ratte 5 Lipid Beads 1:10 gute Verfassung 2 Wochen
Ratte 6 ARA Beads 1:10 gute Verfassung
Ratte 7 Lipid Beads 1:10 gute Verfassung
Ratte 8 Casein Beads 1:3 gute Verfassung
Ratte 9 Nur DNA 100uM gute Verfassung 7 Tage post-op
Ratte 10 Lipid Beads 1:3 gute Verfassung
Ratte 11  Casein Beads 1:10 gute Verfassung
Ratte 12 Lipid Beads 1:10 gute Verfassung
Ratte 13 DNA 100uM sehr schlecht, euthanasiert 1. Tag post-OP
Ratte 14 PAA Beads 1:1 schlechte Verfassung )

Ratte 15 Casein Beads 1:1 gute Verfassung

Ratte 16 Lipid Beads 1:1 gute Verfassung

Ratte 17 Nur DNA 100uM mittlere Verfassung > 7 Tage post-op

Ratte 18 PAA Beads 1:1 gute Verfassung

Ratte 19 Casein Beads 1:1 gute Verfassung

Ratte 20 Lipid Beads 1:1 gute Verfassung Y,

Tabelle 8: Verlauf der Tierversuche

Ratte 4 verstarb vorzeitig. Ratte 13 wurde aufgrund ihres sehr schlechten Allgemeinzustands
nach einem Tag vorzeitig euthanasiert. Die Uibrigen Tiere durchliefen den Versuchsaufbau wie
geplant und wurden nach 7 Tagen euthanasiert. Die Wundverhaltnisse zeigten sich stets reizlos
und trocken.



Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der Gewebeschnitte konnten
Lipid-Beads an der Einstichstelle im Colliculus superior, in der Sehbahn, und im
Sehnerv bis hin zur Papille nachweisen (Abbildung 22). Es konnte allerdings kein
Nachweis von Beads in der Retina erfolgen. Durchgeflihrte Isolierungsversuche
aus den entnommenen Retinas flhrten zu keiner erfolgreichen Aufreinigung, da

keine Beads die Retina erreichten (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 22: Beads in vivo

Nachweis der rot fluoreszierenden Lipid-Beads im Tractus opticus (a), der Papille (b), des
Sehnervs, sowie an der Einstichstelle am Colliculus superior (c,d). Die Bilder entstanden jeweils
7 Tage nach Injektion. VergroRerung 50x-200x.
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5. Diskussion

5.1 Zellisolation unter Verwendung magnetischer Beads

Magnetische Beads finden in vielen verschiedenen Feldern der Forschung
Anwendung. Neben der Verwendung als MRT-Kontrastmittel sowie Versuchen
zum gezielten Gen- und Medikamententransport, stellt die Isolation Uber Beads
eines dieser Felder dar. Allerdings erfolgt das Markieren der Zellen in den meisten
Fallen nicht, wie hier vorgesehen, durch Internalisierung der Beads, sondern
durch spezifisches Anheften Uber Antikdrper [59]. Die Endozytose von
Nanopartikeln ist dabei haufig ein ungewolltes Phanomen [61, 71, 72], welches
jedoch fur den hier beschriebenen Ansatz eine essentielle Grundlage darstellt.
Die Interaktionen zwischen Zellen und Nanopartikeln wie den hier zu
untersuchenden Beads sind aulerst komplex und hangen neben der GroRe,
Ladung, Oberflachenbeschaffenheit auch in hohem Malde von der untersuchten
Zellpopulation ab. Hier muss nochmals betont werden, dass alle Untersuchungen
mangels einer funktionierenden RGZ-Zelllinie an den umstrittenen RGC-5, sowie
den verwandten 661W und ARPE19 Zellen durchgeflhrt wurden. Es ist davon
auszugehen, dass RGZ sich in ihrem Verhalten in vielen Aspekten den
untersuchten Zellen ahneln, mogliche Unterschiede bleiben jedoch zu beachten.
Mittels Elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass Lipid-Beads binnen

18h in das Zytosol von RGC-5-Zellen aufgenommen wurden (Abbildung 9).

Die Isolation Uber die magnetischen Saulen des Miltenyi OctoMACS™ Separator
(Miltenyi Biotec, Deutschland) zeichnete sich als die verlasslichste und
effizienteste Isolationsmethode aus. Aulerdem wurde dargelegt, dass Oligo(dT)-
Beads aufgrund des geringen Ertrags flr eine solche Isolation ungeeignet sind
(Abbildung 10). Als ideale Konzentration konnte 10.000 Beads/Zelle ermittelt
werden. Hohere Konzentrationen fuhren vermutlich zu verstarkter Aggregation
der Beads, welche sowohl die Endozytose, als auch eine verlassliche
Zellseparation erschwert. Bei niedrigerer Konzentration werden nicht
ausreichend Beads internalisiert und somit zu wenige Zellen markiert, um eine

ideale Aufreinigung zu gewahrleisten.
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5.2 Toxikologische Untersuchungen der Beads

Inwieweit Nanopartikel, wie die hier verwendeten magnetischen Beads, toxisch
wirken hangt von vielen Faktoren ab und lasst sich im Einzelfall nicht
vorhersagen. Im Allgemeinen Iasst sich feststellen, dass Beads nach Endozytose
in Zellen akkumulieren und dort mit dem Zellstoffwechsel interagieren konnen
[59]. Es lasst sich allerdings nicht generell sagen, ob diese Interaktionen
schadlich [62] oder ohne negative Konsequenzen sind [61, 73]. Es konnte auch
beobachtet werden, dass Beads die nicht durch Endozytose in Zellen
aufgenommen werden im Medium Konglomerate bilden und auf die Oberflache
sedimentieren. Auch diese Umstande koénnen beispielsweise Einfluss auf
Stoffaustausch der Zellen nehmen. Die teilweise gegensatzlichen Erkenntnisse
werden unter anderem auf die verschiedenen verwendeten Zellarten, die grolRe
Diskrepanz der verwendeten Konzentrationen und die grolde Spanne an
verwendeten Beads zuruckgefuhrt. Bevor die Beads in vivo zur Anwendung
kommen konnten waren deshalb zunachst umfangreiche toxikologische
Untersuchungen in vitro nétig, um madgliche schadliche Wirkungen auf die Zellen
auszuschlielen. Zunachst konnte phasenmikroskopisch gezeigt werden, dass
RGC-5-Zellen keine nachhaltige Schadigung durch die Inkubation mit den Beads

oder den Isolationsvorgang erleiden (Abbildung 11).

Mittels MTS-, Caspase 3/7-Assay und Kiristallvioletfarbung erfolgte die
Untersuchung der Viabilitat, der Caspaseaktivitat sowie der Zellzahl. Die
toxikologischen Untersuchungen zeigten toxische Wirkungen der PEI-Beads auf
RGC5- und ARPE19-Zellen. So reagierten die RGC-5-Zellen mit einer
gesteigerten Caspaseaktivitat (Abbildung 12) nach Behandlung mit PEI-Beads
der Konzentration 1:50, wahrend die Viabilitat der ARPE19-Zellen bereits bei der
geringeren Konzentration von 1:500 signifikant gesunken war (Abbildung 14). In
der Kristallviolett-Farbung wiesen auch ARA-Beads beider Konzentrationen
toxische Eigenschaften auf RGC-5-Zellen auf (Abbildung 12). Fur die anderen
Beads konnten keine toxischen Wirkungen gezeigt werden. Mehrere potentielle
Einflussfaktoren muissen bei der Interpretation dieser Ergebnisse beachtet

werden.
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Nanopartikel wie die hier verwendeten magnetischen Beads stehen aufgrund der
Vielzahl ihrer Anwendungsgebiete seit Jahren im Fokus der Forschung.
Allerdings bringen sie durch ihre besondere Struktur und die dadurch
entstehenden toxischer Wirkungen eine hohe Anforderung an toxikologische
Untersuchungen mit sich. Diese Aufgabe wird dadurch erschwert, dass die Beads
haufig Interaktionen mit den verwendeten Tests und somit die Erhebung
verlasslicher Ergebnisse erschweren. Die Auswahl der Tests muss folglich wohl

bedacht und gegebenenfalls angepasst werden.

Die physikalischen Eigenschaften der Beads fuhrten zu einigen Problemen bei
der Durchfuhrung der geplanten Experimente. Zum einen besitzen die Beads
eine starke braunliche Farbe, welche auch bei hdheren Verdlinnungen bereits
mit dem bloRen Auge noch gut zu erkennen ist. Diese Eigenfarbe stellt besonders
bei Untersuchungen, welche, wie auch der MTS Assay, auf Messungen der
Absorption basieren, eine Fehlerquelle dar. Um diese Fehlerquelle so gering wie
moglich zu halten, wurde der Uberstand der Proben abpipettiert und nur dieser
der Messung zugefuhrt. Die meisten Beads hatten sich im Laufe der
Inkubationszeit am Boden der Wells abgesetzt und ihre Interaktion konnten auf
diese Weise minimiert werden. Allerdings ist nicht ausgeschlossen, dass
weiterhin geléste Beads im Uberstand enthalten waren und Einfluss auf die
Messungen der Absorption genommen haben. Dies wirde sich durch falsch hohe
Werte in der Messung der Vitalitat mittels MTS Assay zeigen und stellt eine
mogliche Erklarung flr die gesteigerte Vitalitit der RGC-5-Zellen nach
Behandlung mit Casein- bzw. ARA-Beads dar (Abbildung 12).

Ein weiterer Versuch diese Interaktion zu minimieren war die Durchfihrung der
Kristallviolett-Farbung. Zum einen wird hier die Absorption in einem weiter
entfernten Farbspektrum gemessen, zum anderen bietet das Verfahren die
Moglichkeit stérende Beads zu entfernen. Die enthaltenen Wachschritte, welche
dazu vorgesehen sind freien Farbstoff, sowie nicht adharente Zellen mitsamt
enthaltenem Farbstoff zu eliminieren, konnten auch die Anzahl an Beads
reduzieren. Allerdings sind hiervon nur die Beads betroffen, welche frei im

Medium geldst oder von nicht adharenten Zellen aufgenommen waren. Die
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Beads welche von den vitalen Zellen aufgenommen worden waren, wurden von
den Waschschritten nicht entfernt und sind somit ein mdglicher Grund flr erhéhte
Zellzahlen in der Kristallviolett-Farbung, wie sie beispielsweise in den Versuchen
mit ARPE19-Zellen zu beobachten waren (Abbildung 14). Moglicherweise spielt
die Kombination an besonders dunkler Braunfarbung der Konstrukte und der
gezeigten hervorragenden Aufnahme der Casein- und PEI-Beads in ARPE19-
Zellen (Abbildung 14) eine Rolle in der Erklarung der deutlich gesteigerten
Zellzahl.

Einen weiteren Versuch die Interaktion durch Absorption der Beads zu umgehen
stellte die Verwendung des Caspase 3/7-Assays dar. Dieses Verfahren macht
sich die Messung der Lumineszenz zunutze. Auch hier kann eine Interaktion
durch die Beads jedoch nicht ausgeschlossen werden. Es ist moglich, dass die
Beads durch ihre dunkle Farbe einen Teil der Lumineszenz absorbieren. Um
diesen Einfluss moglichst gering zu halten, wurden die Proben zentrifugiert, der

Uberstand abpipettiert und anschlieRend der Messung zugefiihrt.

Interaktionen mit Verfahren welche auf Absorption beruhen sind trotz
durchgefuhrter SicherheitsmalRnahmen nicht ausgeschlossen und allgemein
bekannt [74, 75]. Auch das MTS Assay kann durch die groflde Oberflache und die
chemischen Eigenschaften der Beads verfalscht werden [59, 76] . Durch die
Endozytose der Beads kann es zu Steigerungen der mitochondriellen Aktivitat
kommen, welche zu einer erhdhten gemessenen Viabilitat fuhrt [74]. Einer der
wichtigsten Mechanismen, Uber die Beads toxische Wirkungen entfalten ist die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [62]. Eine Uberproduktion von
ROS wurde sowohl mit DNA Brichen, Veranderungen der Transkription als auch
der Erzeugung von Proteinradikalen, der Schadigung von Zellmembran und
Apoptoseinduktion in Verbindung gebracht [77, 78]. ROS entstehen hierbei
sowohl direkt an der Oberflache der Beads durch Alteration der mitochondrialen
Funktion, als auch durch Induktion von Signalkaskaden [62]. Diese
Veranderungen der mitochondriellen Enzymaktivitdt spiegeln eine weitere

Maoglichkeit der Interaktion mit dem MTS Assay wieder [59].



61

Beads neigen wie alle Nanopartikel dazu, an ihrer groRen Oberflache
Interaktionen mit dem umgebenden Medium einzugehen. So bildet sich
beispielsweise eine Proteinhille, (sog. Corona) um Nanopartikel aus. Die dazu
notigen Proteine werden dem Medium entzogen, stehen den Zellen nicht mehr
zur Verfugung und kénnen so zu suboptimalem Wachstum und verminderter
Viabilitat fuhren. Dieser Einfluss ist allerdings nicht als eigentliche Toxizitat der
Beads zu sehen und ware durch eine Anpassung der Protokolle zu verhindern
[79]. Sie empfehlen die Suspensionen der Nanopartikel 24 h vor dem Einsatz in
der Zellkultur zu erstellen und anschlieBend das Medium, welches nun
madglicherweise signifikant in seiner Zusammensetzung verandert wurde, durch
frisches zu ersetzen. Diese Anpassung wurde sich auch auf die hier verwendeten
Protokolle anwenden lassen und konnte helfen noch verlasslichere Resultate zu

erzielen.

Die Auswahl der richtigen toxikologischen Tests flir die Untersuchung neuer
Nanopartikel ist schwierig und keine Generalldsung bekannt. Einige generelle
Aussagen lassen sich jedoch treffen. Wie hier durchgefuhrt sollten absorptions-
oder fluoreszenzbasierte Tests nicht alleinstehend, sondern durch mindestens
einen weiteren Test abgesichert werden [76]. Eine Moglichkeit dies zu Umgehen

waren Untersuchungen mittels Zellzahlung.

Als weitere Untersuchung auf mdgliche schadliche Eigenschaften der Beads
wurde ihr Einfluss auf die Expression verschiedener Stressmarker mittels Real-
time PCR Uberprtift.

Die untersuchten Marker TNFa, IL-12 und TLR9 stellen Bestandteile des
angeborenen Immunsystems dar und werden als solche bei moglichen oder
bestehenden Zellschaden hochreguliert. Die genauen Kaskaden und
Zusammenhange sind hierbei sehr komplex und noch nicht vollstandig erfasst.
Sowohl TNFa, als auch IL-12 werden durch bakterielle Bestandteile, wie
beispielsweise den Wandbestandteil LPS, aber auch durch Stress hochreguliert
[80, 81]. Anders als lange Zeit angenommen, wird TNFa nicht nur von Zellen des
angeborenen Immunsystems ausgeschuttet, sondern in einer Vielzahl von

Geweben, wie beispielsweise auch murinen Neuronen produziert [82].
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In unseren Experimenten konnten wir keinen Anstieg der TNFa mRNA
Expression in den Zellen nach Inkubation mit den verschiedenen Beads oder LPS
zeigen (Abbildung 16).

In 661W- und ARPE19-Zellen war sogar eine Reduktion im Vergleich zu den
Kontrollen zu beobachten. Eine mogliche Erklarung dafir liegt in einer zu
geringen TNFa Expression in diesen Zellen. Denkbar ist auch, dass der Zeitraum
falsch gewahlt wurde und deshalb keine Hochregulation beobachtet werden

konnte.

AuRerdem wurde die mRNA Konzentration von TLR9 untersucht. TLR9 ist ein
weiterer Bestandteil der angeborenen Immunabwehr und gehort zur Familie der
toll-like-receptors welche verschiedene schadliche Liganden erkennen und Uber
Signalkaskaden schliellich NFkB aktivieren und somit die Expression
proinflammatorischer Gene induzieren [83]. TLR9 wurde hier als Marker einer
mdglichen Reaktion des angeborenen Immunsystems auf die eingebrachten
Beads verwendet. In unseren Versuchen in RGC-5-Zellen steigerte sich die TLR9
MRNA Expression insbesondere auch nach Inkubation mit PAA- und ARA-Beads
(Abbildung 18). Glucuronsaure (ARA) findet sich in vivo auch in Form von
Hyaluronsaure. Diese ist Bestandteil der Extrazellularmatrix und in vielen
Geweben vorhanden [84]. Kommt es nun zum Zerfall des Makromolekdls in
Oligosacharide, im Folgenden auch fragmentierte Hyaluronsaure genannt, so
fuhrt dies zur Aktivierung der Signalkaskaden tber TLR4 [85, 86].

Ein weiterer untersuchter Marker war das Verhaltnis von Bax zu Bcl-2. Beide
gehoren zur Bcl2-Genfamilie, welche eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Apoptose spielen. Bax und Bcl2 nehmen hierbei antagonistische Stellungen ein.
Wahrend eine erhdhte Bax-Expression mit einer gesteigerten Caspaseaktivitat
und Apoptoseinduktion einhergeht, wirkt Bcl-2 antiapoptotisch. Somit stellt
insbesondere das Verhaltnis von Bax zu Bcl-2 einen guten Marker fur die
apoptotische Aktivitat dar [87-89].

In den Versuchen zeigte sich in 661W- bzw. ARPE19-Zellen nach der
Behandlung mit PEI-Beads ein 30- bzw 16-facher Anstieg der Bax/Bcl-2 Ratio im
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Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 15). Dies ist, neben der oben gezeigten
vermintderten Zellviabilitat in ARPE19 Zellen und der gestiegerten
Caspaseaktivitat in RGC-5 als weiterer Nachweis der Toxizitat der PEI-Beads zu

werten.

In Zusammenschau mit dem Toxizitatsnachweis in den vorangegangenen
toxikologischen Untersuchungen flhrte dies dazu, dass PEI-Beads nicht in den

in vivo-Experimenten verwendet wurden.

PEI-Beads waren als mogliche Konstrukte in Betracht gekommen, da sich PEI
als ein zuverlassiger non-viraler Vektor herauskristallisiert hat [90]. PEI besitzt
durch seine stark positive Ladung die Moglichkeit DNA zu binden und zu
stabilisieren. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass an PEI gekoppelte DNA
eine deutlich gesteigerte Aufnahme in die Zellen und schlieBlich auch den
Zellkern erfuhr [91]. Diese Eigenschaft sollte nun auch fir die Beads genutzt
werden, welche durch die Beschichtung mit PEI nicht nur leichter von den Zellen
aufgenommen werden sollten. Obwohl PEI ein weitldufig verwendeter Vektor ist,
so gibt es doch auch viele Berichte Uber toxische Wirkungen. Diese toxischen
Wirkungen werden teilweise auf die Struktur und stark positive Ladung
zurtckgefuhrt [92, 93]. Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass PEI sowohl
apoptotische, als auch nekrotische Prozesse induziert und reaktive
Sauerstoffspezies hierbei eine Rolle spielen [92, 94, 95]. Die toxische Wirkung,
aber auch die Fahigkeit DNA zu kondensieren und die Transfektionsrate sind
hierbei von der MolekllgroRe, der kationischen Ladungsdichte und der Dosis
abhangig [90, 96]. Eine Moglichkeit die Toxizitat durch Verwendung kleinerer PEI
Molekule mit geringerer Ladung zu reduzieren ginge somit stets auch mit einer
Reduktion der gewlnschten Funktionen einher. Ein weiterer Ansatz die Toxizitat
zu vermindern stellt die Verwendung von acetylierten PEls dar [92]. Hier konnte
eine reduzierte Toxizitat bei erhaltener Transfektions- und
Kondensationsfahigkeit gezeigt werden. Somit ware es maglich, dass auch die
gezeigten toxischen Wirkungen der PEI-Beads auf diese Weise reduziert werden

konnten.
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Zusatzlich wurde mittels Western Blot die mogliche Toxizitat auch auf
Proteinebene untersucht. Hierbei wurde zunachst die Expression des in allen
Organismen hochgradig konservierten Heat Shock Protein 70 (HSP70)
untersucht [97]. HSP70 fungiert in der Zelle als Chaperon, es erleichtert also die
korrekte Faltung neu synthetisierter Proteine. Neben dieser konstanten Funktion
spielt es auch bei Zellschadigungen durch Mechanismen, welche zu
Proteinschaden wie Fehlfaltungen fuhren, eine protektive Rolle [97, 98]. Somit
kann eine Hochregulation von HSP70 als zellulare Antwort auf zytotoxische

Stressoren gewertet werden.

Nach Inkubation mit Lipid-Beads zeigte sich ein Anstieg der relativen HSP70
Expression in RGC-5-Zellen auf das 1,5-fache der Kontrollen (p < 0,01).
Verglichen mit der Reaktion auf Inkubation mit Staurosporin ist der hier gezeigte
Stress fur RGC-5-Zellen sicherlich als gering zu werten. Casein- und ARA-Beads
fuhrten zu einer halbierten Expression in RGC-5-Zellen (Abbildung 19 a). Somit
konnte kein vermehrter Zellstress durch Casein- und ARA-Beads auf RGC-5-

Zellen nachgewiesen werden.

Aulerdem wurde Caspase 3 als weiterer Marker verwendet. Caspasen spielen
eine Schlusselrolle in der Regulation und Initiation der Apoptose. Caspasen
liegen in der inaktiven Form im Zytosol der Zellen vor und werden durch Spaltung
und Heterodimerisierung in ihre aktive Form Uberfuhrt [99]. Die Apoptose kann
hierbei sowohl Uber den extrinsischen, als auch Uber den intrinsischen Weg
induziert werden (Abbildung 23). Wahrend der extrinsische Weg Uber eine
Ligandenbindung an einem Death Receptor und die Aktivierung der
Initiatorcaspase Caspase 8 auf die gemeinsame Endstrecke mundet, liegt dem
intrinsischen Weg eine Zellschadigung mit Austritt von Cytochrom C aus der
Mitochondrienmembran und Aktivierung der Caspase 9 Uber Bildung eines
Apoptosomes zugrunde. Beide Wege enden mit der Aktivierung der
Effektorcaspasen. Neben den Caspasen 6 und 7 stellt auch die Caspase 3 eine
solche Effektorcaspase und somit einen zentralen Punkt in der Einleitung der
Apoptose dar [66, 100].
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Abbildung 23: Schemazeichnung der Apoptose-Signalkaskaden

1: Intrinsischer Weg - Durch Zellstress kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C aus der
Mitochondrienmembran. Dieses fiihrt zur Bildung eines Apoptosom, also zur Aktivierung der
Pro-Caspase 9 welche wiederum die Effektorcaspase Pro-Caspase 3 spaltet. 2: Extrinisischer
Weg — Durch Bindung von Liganden an Death Receptors wie den TNFa Rezeptor wird Caspase 8
aktiviert. Diese spaltet die Effektorcaspasen und miindet in die gemeinsame Endstrecke 3.
Caspasenunabhingige Apoptoseninduktion iiber Apoptose inducing factor (AIF). Ubernommen
von Briisch et al. [101]

Lipid-Beads verursachten einen Anstieg der Caspase 3 Expression in RGC-5-
Zellen auf das 1,5-fache der Kontrolle (p < 0,01). Nach Inkubation mit Casein-
Beads sank die Caspase 3 Expression in RGC-5-Zellen auf die Halfte (p < 0,05;
Abbildung 20 a). In 661W-Zellen konnte eine Verdopplung (p < 0,01) nach

Inkubation mit Casein- und ARA-Beads gezeigt werden (Abbildung 20 b). Die
Inkubation mit Staurosporin flihrte zu keiner Erhéhung der Caspase 3
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Expression, was in der weiter fortgeschrittenen Apoptose begriindet liegt, da die

Caspase nur noch in ihrer aktiven Form als gespaltene Caspase 3 vorliegt.

Zur naheren Uberpriifung wurde auch die gespaltene Caspase 3 untersucht. Die
Inkubation mit Casein-, beziehungsweise ARA-Beads resultierte in einer
Erhéhung der gespaltenen Caspase 3 Expression auf das 3-fache (p < 0,001),
beziehungsweise 2,4-fache (p < 0,01) der Kontrollen in 661W-Zellen. Nach
Behandlung mit Staurosporin zeigte sich ein Anstieg auf das 7,7-fache der
Kontrolle (p < 0,001; Abbildung 21). Somit kann davon ausgegangen werden,
dass Inkubation mit Casein- und ARA-Beads zur Induktion apoptotischer
Prozesse in 661W-Zellen gefuhrt hat.

5.3 Invivo

Unter Verwendung der vorselektierten Beads konnten im Anschluss die
Tierversuche begonnen werden. Die geplanten Operationen wurden
komplikationslos durchgefuhrt. Im 7 Tage langen Beobachtungsintervall zeigten
sich nur bei zwei der 20 operierten Versuchstiere schwere gesundheitliche
Beeintrachtigungen welche zum Abbruch, beziehungsweise den Tod des Tieres
fuhrten. Mittels Fluoreszenzmikroskopie an Kryoschnitten konnten Lipid-Beads
sowohl an der Einstichstelle der Operation, als auch deren Transport im Verlauf
des Tractus-, bzw. Nervus opticus bis hin zur Papille nachgewiesen werden
(Abbildung 22).

In den in vivo-Versuchen konnten keine der eingesetzten Beads in der Retina
nachgewiesen werden. Dieser Nachweis stellt die Grundlage jeder weiteren
Entwicklung des Verfahrens dar. Ein moglicher Grund dafur, dass der bewahrte
retrograde Transportweg nicht zum Erfolg geflihrt hat, liegt in dem verwendeten
Marker, den Beads. Wahrend sich der retrograde axonale Transport Uber den
Colliculus superior in die RGZs fur verschiedene fluoreszierende Farbstoffe wie
Fast-Blue oder Fluoro-Gold [102-104] und Oligonukleotide [54] bewahrt hatte, ist
die Verwendung von Beads flr diese Anwendung bisher nicht etabliert. Da die
Beads im Sehnerv nachgewiesen werden konnten (Abbildung 22), liegt die

Vermutung nahe, dass die Beads langsamer transportiert werden. In der Arbeit
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von Thaler et. al. [54] konnten Cy3-markierten ODN nach erfolgten retrograden
Transport bereits nach einem Tag in RGZ nachgewiesen werden. Im gewahlten
Beobachtungszeitrum von zwei Wochen konnte hierbei eine zunehmende
Anreicherung in den RGZ beobachtet werden. In Anlehnung an diese Arbeit
welche Inkubationszeiten von 1-14 Tagen gewahlt hatte und bereits nach einem
Tag eine Transfektion nachweisen konnte, wurde eine Inkubationszeit von 7
Tagen gewahlt. Moglicherweise genugt eine Verlangerung dieser Inkubationszeit,
um eine erfolgreiche Anreicherung der Beads in RGZs zu erreichen. Allerdings
konnten die meisten Beads weder im Sehnerv noch im Tractus opticus
nachgewiesen werden. Als Ursache ist hier eine zu geringe Resorption am
Injektionsort in Betracht zu ziehen. Hierbei ist zunachst zu beachten, dass die
Konzentration Beads/Zelle in vivo deutlich geringer ist. AulRerdem stellen
unterschiedliche  Ladungen der verwendeten Konstrukte  mogliche
Resorptionshindernisse dar. Zusatzlich gilt es zu beachten, dass in vivo im
Gegensatz zur Zellkultur keine Monokultur vorliegt und die Neurone von einer
Vielzahl an Gliazellen umgeben sind, welche durch Phagozytose der Beads ein
Eindringen in die Axone verhindern konnen. Als weiteres Hindernis der
Resorption sind auch die Myelinscheiden zu nennen, welche in vielen Schichten
die Axone der RGZ umgeben. Ein moglicher Ansatz ware somit eine
intraoperative chemische Lyse der Myelinscheiden mit dem Ziel die Endozytose

der Beads zu erleichtern und das Verfahren zu beschleunigen.

5.4 Aktueller Stand der Forschung
5.4.1 Isolationsmethoden

Momentan wird an einer Vielzahl an Isolationsmethoden geforscht, denn auch
wenn einzelne Methoden exzellente Ergebnisse in bestimmten Bereichen des
Anforderungsprofils erzielen so zeigen sie Schwachen in anderen und sind
deshalb nicht fiir jedes Vorhaben geeignet. Grundsatzlich lasst sich sagen, dass
eine wohldurchdachte Methodenauswahl einem jeden Experiment, welches auf
RGZ-Isolierung beruht, zugrunde liegen muss. Obwohl reichlich Verfahren
Bestandteil der aktuellen Forschung sind, so handelt es sich bei den meisten um
eine Abwandlung folgender Methoden:
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Das Two-step-immunopanning (TIP) beruht auf zwei Schritten zur Selektion der
RGZ. Da sowohl RGZ als auch Makrophagen Thy-1 auf ihrer Oberflache
exprimieren mussen diese zunachst der Suspension entzogen werden. Dies
erfolgt Uber Adhasion an mit Anti-Makrophagen Antikdrpern bezogene
Oberflachen. AnschlieBend erfolgt in einem ahnlichen zweiten Schritt die
Adhasion der RGZ an Gefale, welche mit Anti-Thy-1 Antikdrpern Uberzogen
worden waren [105, 106]. Das TIP zeichnet sich durch hohen Ertrag und gute

Vitalitat der Zellen aus. Allerdings zu Lasten einer geringeren Reinheit.

Die Isolation durch Two-step-Immuno-magneto-panning (TIMP) ist eine
Abwandlung des TIP, bei der der zweite Schritt durch magnetische Beads erfolgt.
Diese binden, genauso wie die Antikorper, im zweiten Schritt des TIP an Thy-1.
Im Anschluss werden die magnetisch markierten RGZ Uber magnetische
Saulchen selektiert. Im Vergleich zum TIP zeigte sich eine geringer Ertrag, bei
hoherer Reinheit und reduzierter Vitalitat [107].

Desweiteren steht mit der Durchflusszytometrie retrograd markierter RGZs ein
Verfahren zur Verfigung, welches eine enorme Reinheit erzielen kann. Hierzu
werden zunachst RGZs uber denselben retrograden Transport markiert.
Anschlielend werden die Zellen enzymatisch gelést und durchlaufen die
Durchflusszytometrie [102]. Wahrend diese Methode durch die nétigen
Injektionen in vivo, sowie der Inkubationszeit einen hohen Zeitaufwand mit sich
bringt, erreicht sie Ergebnisse von nahezu 100%iger Reinheit. Allerdings ist der
Ertrag sehr gering, sodass biochemische Untersuchungen nur dann mdglich
waren, wenn mehrere Retinas einem Ansatz zugeflihrt werden wtrden. Einen
weiteren Aspekt stellt die deutlich reduzierte Vitalitat dar. Wahrend es in einer
vergleichenden Arbeit gelungen war RGZs nach Isolation durch TIP und TIMP
Uber mehrere Tage in Kultur zu halten, war dies nach Durchflusszytometrie nicht
moglich gewesen [107]. Als mogliche Ursache wird die relativ lange Zelltrennung
und der geringe Ertrag als zusatzliches Zeichen entstehender Zellschaden
genannt. Hier konnte die Isolation Uber magnetische Beads die Vorzige der
verschiedenen Verfahren kombinieren. Zum einen kdnnten die RGZ Uber den

gleichen retrograden Transport markiert und somit eine ahnliche Reinheit
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angestrebt werden. Auf der anderen Seite entsprechen die anschlieliend
angewandten Isolationsschritte in groRen Teilen denen der TIMP, sodass nicht
mit vergleichbarem Vitalitatsverlust oder dem geringen Ertrag der

Durchflusszytometrie gerechnet werden muss.

DZ TIP TIMP

Ertrag * * f
Reinheit f f * f
Vitalitét * * f

Tabelle 9: Vergleich géngiger Isolationsmethoden

Die Durchflusszytometrie (DZ) zeichnet sich durch eine nahezu 100%ige Reinheit aus, wahrend
Ertrag und Vitalitat sich als duBerst gering erweisen. Two-step-Immunopanning (TIP) ergibt den
hochsten Ertrag, bei bester Vitalitdt, aber geringster Reinheit. Two-step-Immuno-magneto-
panning (TIMP) weilSt ordentlichen Ertrag und Vitalitat bei hoher Reinheit auf. Tabelle adaptiert
nach [107].

5.5 Limitationen des Verfahrens

Selbst bei erfolgreicher Etablierung des Verfahrens bleiben einige Limitationen
bestehen. Zum einen muissen zur Isolation Uber retrograden Transport
magnetischer Beads weiterhin Tierversuche durchgefuhrt werden. Zum anderen
ist die zu erwartende Lebensdauer in Kultur ohne Immortalisierung als gering
anzusehen. Aufgrund dieser kurzen Uberlebensdauer stiinde vor jedem
geplanten Experiment eine erneute Isolation aus Tierversuchen, welche sowohl
zeitlichen und materiellen Aufwand, sowie ethische Problemstellungen mit sich
bringt. Dieses Problem kénnte nur dadurch umgangen werden, dass isolierte
RGZ im Anschluss immortalisiert wirden. Die Immortalisierung von RGZ ist
aktuell Bestandteil verschiedener Forschungsprojekte.
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6. Zusammenfassung

Die Forschung an RGZ, die auch in der Glaukomforschung eine zentrale Rolle
spielt, steht vor der Herausforderung, ein adaquates Verfahren zur Isolation von
RGZ zu finden. Die aktuell verwendeten Ansatze sind vielfaltig, kdnnen aber der
Aufgabe, Kulturen von hohem Reinheitsgrad zu einem geringen Zeit- und

Kostenaufwand zu produzieren, nicht gerecht werden.

In dieser Arbeit wird ein neues Verfahren zur Isolation von RGZ uber den
retrograden axonalen Transport magnetischer Beads in RGZ erarbeitet. Dieser
Transportweg ist beispielsweise zur selektiven Anfarbung von RGZ bereits

etabliert.

Diese Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Erster Bestandteil dieser Arbeit ist die
Selektion geeigneter magnetischer Beads. Hierbei wurde zunachst ihre
Aufnahme in RGC-5-Zellen nachgewiesen, sowie eine ausfiihrliche Uberprifung
maoglicher toxischer Wirkungen auf die RGC-5-, die ARPE19- und die murine
661W-Zelllinie durchgeflhrt. Hierzu wurden Beads mit verschiedenen
Beschichtungen verwendet. Neben Beads mit einer Lipid-Ummantelung (Lipid),
angeheftetem Casein (Casein) und Polyaspartinsauren (PAA), wurden auch
Beads verwendet, die Polyethylenimin (PEI), Poly-Thymidin-Strange (Oligo dT)
oder Glukuronsaure (ARA) tragen. AulRerdem erfolgte die Etablierung eines
Isolationsverfahrens der magnetisch markierten Zellen in vitro, welches die

Grundlage fur die Anwendung in vivo darstellte.

Im zweiten Teil erfolgte der Einsatz der selektierten Beads in vivo mittels Injektion
in den Colliculus superior von Lister-hooded Ratten. Die Tiere wurden flr eine
Woche beobachtet und anschlie3end euthanasiert. Mittels
Fluoreszenzmikroskopie konnten Beads im Tractus opticus, der Papille des
Sehnervs, sowie an der Einstichstelle am Colliculus superior nachgewiesen
werden. Da kein Nachweis magnetischer Beads in RGZ erfolgt war, konnte in
vivo keine Isolation durchgefuhrt werden. Weitere Optimierungen des

retrograden Transports sind daher notwendig.
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