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Einleitung und Problemstellung

Die Katarakt ist eine Augenerkrankung, die durch die Triubung der Augenlinse zu einer
Verschlechterung der Sehleistung fuhrt. Nach der aktuellsten Analyse der WHO waren im
Jahr 2010 weltweit 20 Millionen Menschen aufgrund einer Katarakt erblindet, was einem
Anteil von 51 % an den gesamten Erblindungsfallen entspricht (World Health Organi-
zation, 2010). Bedingt durch weltweites Bevolkerungswachstum und den demographi-
schen Wandel in westlichen Landern steigt die Kataraktpravalenz kontinuierlich an. Es
gibt bis dato weder erfolgreiche Praventivmalinahmen noch erfolgreiche konservative Be-
handlungsmaoglichkeiten. Die einzige Therapieoption ist die chirurgische Entfernung der

getrubten Linse und die Implantation einer Kunstlinse.

In Entwicklungslandern besteht aufgrund der hohen Kosten und der fehlenden arztlichen
Versorgung meist ein erschwerter Zugang zur chirurgischen Katarakttherapie. Die Kata-
raktpravalenz ist hier sehr hoch, haufig erblinden bereits junge Erwachsene und Kinder.
Die sozialen und 6konomischen Folgen sind somit verheerend fir den Einzelnen wie auch

fur die Gesellschaft.

In den Industrienationen ist die Katarakt Uberwiegend eine Erkrankung des Alters und die
Katarakt-Operation, mit einer fur Deutschland geschatzten Zahl von 900.000 Operationen
pro Jahr, der am haufigsten durchgefihrte elektive chirurgische Eingriff (Hirneil3 et al.,
2014; Walter et al., 2020). Die jahrlichen Kosten flir Katarakt-Operationen in Deutschland
sind mit Uber 600 Millionen Euro erheblich (Hirneil® et al., 2014). Fur die Betroffenen ist
dieser Eingriff zudem mit dem Risiko mdglicher peri- oder postoperativer Komplikationen
verbunden. Nach Hochrechnungen von Congdon (2001) kdnnte eine Herauszdgerung der
Kataraktentstehung um 10 Jahre die Anzahl an Katarakt-Operationen auf 50 Prozent sen-

ken.

Daher ist es sinnvoll und notwendig neue Erkenntnisse uber die Entstehungs- und Patho-
mechanismen der Katarakt zu gewinnen und diese in konservative, kostengunstigere und

fur mehr Menschen zugangliche praventive Therapien umzusetzen.

Neben der natlrlichen Alterung der Linse, genetischen Faktoren und Grunderkrankungen

wie Diabetes mellitus stellt UVB-Strahlung die wichtigste modifizierbare Ursache flr die



11

Kataraktentstehung dar (Hockwin et al., 1999; Ilvanov et al., 2018; Roberts, 2011). Die
Ursache ist eine Schadigung der hoch organisierten Mikrostruktur der Linse durch absor-
bierte Strahlung, insbesondere im Bereich der UVB-Wellenlangen. Dadurch entsteht eine
Tribung der Linse, die als ,Katarakt® definiert ist. Die UVB-bedingte Kataraktogenese wird
zunehmen, da die rapide globale Erwarmung und das dadurch mitbedingte Voranschrei-
ten des Ozonabbaus zu einem Anstieg der UVB-Strahlung auf der Erde fuhrt (Ohneiser
et al., 2021; von der Gathen et al., 2021).

Zur Erhaltung der Linsenfunktion und -struktur ist das Epithel als einziges stoffwechsel-
aktives Gewebe der Linse zentral wichtig (Dahm et al., 2011). Hier zeigen sich pathologi-
sche Veranderungen bereits vor Ausbildung der sichtbaren Linsentribung (Uga et al.,
1988). Deshalb sollte das Linsenepithel bei der Erforschung der molekularen Katarakto-
genese-Mechanismen besondere Beachtung finden. Im Fokus der Kataraktforschung auf
molekularer Ebene standen bisher vor allem die Oxidation der Linsenproteine durch re-
aktive Sauerstoffspezies (ROS) als bedeutendster Pathomechanismus der Proteinaggre-
gation und resultierender Kataraktogenese (Davies und Truscott, 2001; Moreau und King,
2012a; Pau et al., 1990; Truscott, 2005).

Allerdings treten Katarakte auch im Rahmen von Zytokin-assoziierten und systemisch ent-
zundlichen Erkrankungen auf. Die hierbei zugrundeliegenden Pathomechanismen sind
nicht bekannt, wurden jedoch bisher unabhangig von der Pathogenese der senilen Kata-
rakt gesehen (Chen et al., 2014). Es gibt jedoch mehrere Hinweise auf einen Zusammen-
hang zwischen systemisch erhohten Entziundungsfaktoren und der Entstehung einer
senilen beziehungsweise UVB-bedingten Katarakt (Klein et al., 2006; Meyer et al., 2013).
Zudem gelang auch auf lokaler Ebene der Nachweis, dass das Epithel kataraktogener
Linsen in der Lage ist, verschiedene Entzindungsfaktoren zu exprimieren (Nishi et al.,
1995).

Die Entzindungsfaktoren MCP-1 (Monocyte chemoattractant Protein-1) und Substanz P
sind entscheidende Initiatoren und Regulatoren von Entzindungsprozessen im Auge.
Mehrere frihere Studien geben Hinweise darauf, dass diese Zytokine insbesondere bei
der UVB-bedingten Kataraktogenese von Bedeutung sind. Fiir Substanz P konnte in einer

friheren Studie gezeigt werden, dass seine Expression in okularen Geweben durch UVB-
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Strahlung getriggert wird (Gross et al., 2018). Zudem wurde festgestellt, dass die Katarakt
beim Menschen und im Tiermodell mit einem vermehrten Vorkommen des Entzindungs-
faktors MCP-1 im Kammerwasser assoziiert ist (Gao et al., 2016; Kawai et al., 2012;
Kokubun et al., 2017).

Nach jahrzehntelangen Forschungsbemuhungen zur Entstehung der senilen Katarakt
konnten zwar zahlreiche Risikofaktoren ermittelt werden, jedoch keine praventive Thera-
pie daraus entwickelt werden. Daher ist es notwendig und dringlich, den bestehenden
Hinweisen auf einen Entziindungsprozess als involvierten Pathomechanismus der Kata-
rakt nachzugehen. Dies kdnnte einen Fortschritt bei der Umsetzung der gewonnenen For-
schungsergebnisse in prophylaktische MaRnhahmen und konservative Therapieansatze

bewirken.

In der vorliegenden Arbeit wird deshalb die Rolle von entzindungsvermittelnden Zytoki-
nen und Neuropeptiden bei der durch UVB-Strahlen induzierten Kataraktogenese in-vivo
untersucht. Im Fokus stehen dabei MCP-1 und Substanz P mit ihrem Rezeptor NK1R
(Neurokinin-1 Rezeptor). Es wird die mdgliche Beteiligung dieser Entzindungsfaktoren
an der UVB-bedingten Kataraktogenese und die Regulierung eines moglichen begleiten-
den Entzindungsprozesses durch diese in vivo am Mausmodell (C57BL/6-Mause,
Charles River) analysiert. Mittels ELISA-Test uberpruft werden soll die Hypothese, dass
eine einseitige UVB-Exposition im bestrahlten Auge zur Erhéhung der MCP-1- und NK1R-
Level im Linsenepithel fuhrt. Es wird dabei auch die Annahme Uberprtft, dass héhere
UVB-Dosen zu hoheren Zytokinspiegeln im Linsenepithel fuhren. Auch eine mdgliche
UVB-bedingte Erhdhung der Zytokinlevel im contralateralen Auge soll untersucht werden.
Die Morphologie der UVB-bedingten Linsentriibungen wird mittels Dunkelfeldmikroskopie
dargestellt und Computer-gestutzt quantifiziert; hier wird die Hypothese einer Dosis-ab-

hangigen Verstarkung der Linsentribung evaluiert.
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1 Einfuhrung in die theoretischen Grundlagen

1.1 Anatomie des Auges und seine Bedeutung flr das Immunprivileg

1.1.1 Anatomie des Auges

Lederhaut
Aderhaut
Netzhaut

Ziliarkoérper

Iris Gelber Fleck (Makula

Blinder Fleck

BlutgefalRe
Pupille

Hornhaut

Linse Sehnerv

Zonulafasern

Abbildung 1:  Anatomischer Uberblick des Auges
Quelle: Eigene Abbildung

Der menschliche Augapfel (Bulbus oculi) ist ein kugelférmiger Kérper mit einem Gewicht
von 7,5g (Schmidt et al., 2010). Er liegt in der Augenhohle (Orbita) umgeben von schut-
zenden knochernen Strukturen. Die Bulbuswand besteht aus drei Schichten: Die elasti-
sche und stabilisierende Hulle des Bulbus wird durch die Lederhaut und die Cornea
gebildet. Die mittlere Augenhaut, die aufgrund ihres Gefaldireichtums als Gefalthaut oder
Uvea bezeichnet wird, setzt sich aus der Regenbogenhaut (Iris), Ziliarkorper (Corpus Zi-
liare) und Aderhaut (Choroidea) zusammen. Die Iris bildet die Pupille und dient dabei als
verstellbare Blende. Der Ziliarkorper produziert das Kammerwasser, das zur Ernahrung
von Cornea (Hornhaut) und Linse dient. Die Netzhaut (Retina) als innere, den Bulbus

auskleidende Augenhaut wird von der Choroidea mit Blut versorgt (Aumuller, 2007).

Im Inneren des Auges unterscheidet man drei Kammern. Die vordere Kammer liegt zwi-
schen Cornea-Ruckflache und Iris und beinhaltet das Kammerwasser sowie im Randbe-
reich das Trabekelwerk. Durch dieses fliel3t das Kammerwasser ab nach Passage von

der hinteren in die vordere Kammer. Die hintere Kammer erstreckt sich von der Iris zur
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Vorderflache des Glaskorpers. Die hintere Augenkammer beinhaltet den groften Teil der
Linse, die in einer Ausbuchtung des Glaskorpers, der Fossa hyaloidea, liegt. In ihrer Po-
sition wird die Linse durch die sogenannten Zonulafasern gehalten, ein Ring aus fibrésen
Fasern, der um den Aquator der Linse verlauft und diese mit dem 0,5mm entfernten Zili-
arkorper verbindet (Lang, 2000). Der dritte Raum des Auges ist der Glaskorperraum, er
erstreckt sich Uber zwei Drittel des Augeninneren. Die gelartige Konsistenz des Glaskor-
pers setzt sich aus Hyaluronsaure, Kollagenfasern und Wasser zusammen (Quantock et
al., 2015).

1.1.2 Anatomie der Linse

Zum Verstandnis dieser Arbeit ist es hilfreich, einen Einblick in die Anatomie und die Phy-

siologie der Linse zu geben.

Im aquatorialen Durchmesser misst die Linse eines Erwachsenen 8,8- 12,25mm (Lang,
2000). Im Gegensatz zum Augapfel, der seine endgultige Grolke zum Ende der Pubertat
hin erreicht, wachst die Linse durch den Erhalt der Linsenfasern ein Leben lang. lhr Ge-
wicht erhéht sich von 65mg bei der Geburt auf bis zu 260mg im Alter von 90 Jahren
(Pescosolido et al., 2016).

Die Linse ist ein Organ ektodermalen Ursprungs. Sie hat keinen Kontakt zu Mesen-
chymalzellen und ist durch ihre kollagene Kapsel abgegrenzt von den umgebenden Struk-
turen. Da die Linse frei von Nerven und Gefal3en ist, erhalt sie Nahrstoffe und Mineralien
ausschlieBlich durch den Transport aus dem Kammerwasser. Zusammen mit Cornea,
Kammerwasser und Glaskorper gehort die Linse zu den einzigen klaren Strukturen des
Korpers. Diese bilden den dioptrischen Apparat, dessen Funktion es ist, das durch die
Pupille eintretende Licht so zu blindeln, dass ein scharfes Bild auf der Netzhaut entsteht
(Hejtmancik und Shiels, 2015).

Im Inneren gliedert sich die Linse in die Rinde und den Kern, die beide aus Linsenfasern
bestehen (Abbildung 2). Das einzige stoffwechselaktive Gewebe der Linse ist das Linse-
nepithel. Es verlauft vom vorderen Linsenpol bis zum Aquator und besteht aus einer Reihe
kubischer Zellen mit einer Gréf3e von 10 bis 20um (Frederikse et al., 2012).
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Das anteriore Linsenepithel bildet die Wachstumszone (Zona germinativa), in der es le-
benslang zur Zellteilung kommt (Abbildung 2). Im Rahmen der Elongation wandern die
Tochterzellen in Richtung des Aquators und differenzieren sich dort zu proteinreichen se-
kundaren Linsenfaserzellen, die bis zu 10mm lang sein kénnen (Perng et al., 2007; Ray,
2015).

Germinativ- Linsen- Linsen- Germinativzone
zone epithel nahte

Aquator
(Linsenbogen)

Linsenrinde
Linsennahte mit Faserzellen

Abbildung 2:  Frontalschnitt der Linse
Quelle: In Anlehnung an Graw (2003)

Im Rahmen der Elongation verlieren die Fasern ihren Kern, nach und nach alle Organellen
sowie ihr Zytoplasma (Naumann, 1980). Sie bestehen nun aus sehr stabilen, dicht ge-
packten, wasserloslichen Linsenfaserproteinen, den Kristallinen (Flaugh et al., 2005;
Hejtmancik et al., 2015). Die neu gebildeten langlichen Linsenfasern lagern sich zwiebel-
schalenartig an die altere Zellschicht an, das heif3t von der Oberflache in Richtung Zent-
rum. Es gehen bei diesem Prozess keine Linsenfasern verloren, sondern es kommt im
Laufe des Lebens zu einer Verdichtung des Linsengewebes, bis hin zur Kernsklerosierung
im Alter. So entsteht zentral der harte und dichte Linsenkern, in dessen Zentrum sich
mitunter die altesten Proteine unseres Korpers befinden und auf3en die weniger dichte
Linsenrinde mit jingeren Linsenfasern und -proteinen (Lang, 2000; Naumann, 1980). So-
wohl die Kernsklerosierung als auch Schadigungen der Linsenfasern und des Linse-

nepithels kdnnen zur Tribung der Linse fuhren (siehe Kapitel 2.3).
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1.1.3 Ermdglichung des Immunprivilegs durch anatomische Besonderheiten des Auges

Das Auge ist ein Organ mit vielen besonderen und teils einzigartigen Eigenschaften. Dazu
zahlt die im Koérper sonst kaum vorkommende optische Transparenz von Cornea, Linse
und Glaskorper, wodurch die Passage des Lichtes zur Retina hin ermoglicht wird. Zudem
ist die Retina Teil des zentralen Nervensystems und zeichnet sich durch eine stark einge-
schrankte Regenerationsfahigkeit aus. Diese Eigenschaften stellen das Immunsystem vor
eine Herausforderung, da schadliche Keime abgewehrt werden muissen, jedoch der
Schutz der optischen Transparenz und der Netzhaut gewahrt sein muss, um die Sehfunk-
tion zu erhalten. Inflammatorische Immunantworten mussen folglich ohne Gewebezersto-
rung und ohne Vernarbung ablaufen, um okuldre Begleitschaden zu verhindern. Als
Anpassung an diese Anforderungen ist das Auge bedingt durch zwei anatomische Beson-

derheiten vom Blut- und Lymphsystem isoliert (Grisanti, 1998).

Zum einen verhindert die Blut-Augen-Schranke das Einwandern von Plasmaproteinen
und Immunzellen und reguliert den Stofftransport Uber Transporter. Die Blut-Augen-

Schranke besteht aus:

e Blut-Retina-Schranke mit Tight Junctions im Pigmentepithel und ungefenstertem

Epithel in den retinalen Gefallen.

e Blut-Kammerwasser-Schranke mit Tight Junctions im nicht-pigmentierten Zilia-

repithel und ungefensterter Epithelauskleidung in den Irisgefallen.

Zum anderen besitzt das Auge keine abflieRenden Lymphbahnen und somit fehlt der Kon-
takt zu Lymphknoten, in denen eine unmittelbare Immunantwort initiiert wird. Stattdessen
verlassen Antigene das Auge Uber das Trabekelwerk und den Schlemmschen Kanal. Sie
gelangen so direkt in das vendse Blut und zur Milz als erstes Lymphorgan (Campbell und
Humpbhries, 2012).

Die genannten anatomischen Besonderheiten fihren zur immunologischen Isolierung des
Auges und zur Ausbildung immunprivilegierter Raume, in denen die Immunantwort abge-
schwacht ablauft, so dass Antigene trotz ihrer Histo-Inkompatibilitat langer im Gewebe

Uberleben. Die immunprivilegierten Raume sind die Kammerwasser gefillte
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Vorderkammer, der Glaskorper und der Subretinalraum zwischen der Nervenzellschicht

und dem Pigmentepithel der Retina.

Das Immunprivileg in den isolierten Bereichen des Auges entsteht nicht nur passiv durch
anatomische Barrieren, sondern es findet ein durch Entzindungsfaktoren gesteuerter Re-

gulationsmechanismus lokal im Auge und auf systemischer Ebene statt (Grisanti, 1998).

1.1.4 Regulierung des Immunprivilegs durch Entziindungsfaktoren

Im Rahmen der ersten Untersuchungen zum Immunprivileg des Auges wurde die Tole-
ranzausbildung in der Vorderkammer bei Antigenkontakt untersucht, woraufhin das Pha-
nomen des Immunprivilegs von da an als Vorderkammer-assoziierte abweichenden
Immunantwort (ACAID) bezeichnet wurde (Streilein, 1996).

Kammerwasser
AA Anti
A ntigene
TNF-a
GefaRe der Iris l GefaRe der Milz
MCP-1 TGF-f VIP
l Al Schlemm AAA S imi d |
- upprimierende mmun-
LG e G Kanal i T-Zelle toleranz

Abbildung 3: Induktion des Immunprivilegs durch Entziindungsfaktoren
Bei Antigenkontakt erhéht der Entziindungsfaktor TNF-a die Synthese
von MCP-1, das daraufhin Antigen-prédsentierende Monozyten ins
Kammerwasser rekrutiert. Dort wirken die immunsuppressiven
Entziindungsfaktoren TGF-b und VIP auf die Antigen-présentierenden
Zellen ein, die tiber den Schlemm-Kanal zur Milz gelangen und dort an
der Induktion von immunsupprimierenden T-Lymphozyten beteiligt sind.
TNF- a: Tumornekrosefaktor-a, MCP-1: Monocyte chemoattractant
Protein-1, APC: Antigen-presenting Cell, TGF-b: Transforming Growth
Factor-B, VIP: Vasoactive Intestinal Peptide
Quelle: Eigene Abbildung in Anlehnung an Cone und Pais (2009)
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Unterscheiden lassen sich die Immunsuppression auf lokaler okularer Ebene und die Aus-
bildung einer Immuntoleranz auf systemischer Ebene im gesamten Korper. In beiden Fal-
len erfolgt die Regulierung der Immunsuppression durch Entziindungsfaktoren (siehe
Abbildung 3).

Lokal wird die Immunreaktion des Auges durch im Kammerwasser enthaltene immun-
suppressive Entzundungsfaktoren wie TGF-$ (Transforming growth factor- ), VIP (Va-
soactive intestinal peptide) und a-MSH (a-Melanocyte-stimulating hormone) gesteuert,
deren Synthese durch Antigene verstarkt wird. Diese Entziindungsfaktoren werden aus
den umliegenden Augengeweben sezerniert. Bei Antigenkontakt induzieren sie in einer
Kaskade die verstarkte Synthese von Chemokinen, die daraufhin Antigen prasentierende
mononukleare Lymphozyten und Monozyten ins Kammerwasser rekrutieren. Da die Rek-
rutierung antigenprasentierender Zellen in die Vorderkammer vom CCR2-Rezeptor ab-
hangig ist, wird davon ausgegangen, dass der Ligand fur diesen Rezeptor - der

Entzindungsfaktor MCP-1 - hierbei eine zentrale Rolle spielt (Cone und Pais, 2009).

Die im Kammerwasser enthaltenen Entziindungsfaktoren wirken auf die rekrutierten An-
tigenprasentierenden Zellen ein und sorgen lokal fur die Inhibierung sensibilisierter Lym-
phozyten sowie die Deletion aktivierter Lymphozyten (Ishida et al., 2003; Stein-Streilein
und Streilein, 2002; Taylor, 1996).

Auch die systemische Immuntoleranz wird durch das Einwirken der Entziindungsfaktoren
des Kammerwassers auf die ins Auge rekrutierten Antigenprasentierenden Immunzellen
ermoglicht. Die Antigenprasentierenden Zellen werden dabei spezifisch in ihrer Funktion
verandert. Daraufhin bewirken sie nach Auswanderung in die Milz, die Induktion und
Proliferation von antigenspezifischen immunsupprimierenden T-Lymphozyten, die die
Synthese antikérperbildender B-Lymphozyten unterdriicken und auf diese Weise eine

systemische Immunantwort hervorrufen (Streilein und Niederkorn, 2007; Taylor, 2016).

Das Immunprivileg besteht nicht absolut und kann aufgehoben werden, indem trigeminale
Fasern auf einen Reiz hin den proinflammatorischen Entziindungsfaktor Substanz P aus-
schutten. Substanz P antagonisiert die immunsuppressive Wirkung oben erwahnter Fak-
toren und ist so in der Lage, die Blut-Kammerwasser-Schranke zu stéren und das
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Immunprivileg ganzlich aufzuheben (Bill et al., 1979; Seiger et al., 1985). Die Immunprivi-
leg aufhebende Wirkung von Substanz P kann durch Blockade seines Rezeptors antago-
nisiert werden und so das Immunprivileg wieder hergestellt werden (Ferguson et al., 1995;
Lucas et al., 2012; Paunicka et al., 2015).

Substanz P und MCP-1 sind folglich entscheidend daran beteiligt, entweder eine Immun-
toleranz im Korper auszuldsen, oder im Gegenteil, das Privileg aufzuheben und eine Im-
munantwort im Auge stattfinden zu lassen. Auch dann, wenn es zu dieser Immunreaktion
kommt, sind beide Entziindungsfaktoren an der Regulierung beteiligt. Daher stehen diese

Entzindungsfaktoren im Fokus dieser Arbeit.

Die Entdeckung der abweichenden Immunantwort des Auges und im besonderen Malde
auch die Erkenntnis ihrer Aufhebbarkeit, haben das Verstandnis okularer Entziindungs-
prozesse verandert (Grisanti, 1998). Dieses Wissen sollte auch bei der Erforschung einer

entzundlichen Komponente bei der Kataraktogenese Beachtung finden.

Im Folgenden werden Substanz P, dessen Rezeptor NK1R sowie MCP-1 vorgestellt und
in das weite Feld der Entzlindungsfaktoren eingeordnet sowie ihre herausragende Rolle
fur die Regulierung von Entziindungsprozessen im Auge und fir die Fragestellung dieser
Arbeit erortert.

1.2 Entzindungsfaktoren

Zu den Entzindungsfaktoren zahlen Zytokine und ihre Unterformen wie Chemokine,
Wachstumsfaktoren und Tumornekrosefaktoren. Zusatzlich kénnen auch Neuropeptide
Entzindungen modulieren und damit auch als Entziindungsfaktoren agieren. Die Aufgabe
der Entzindungsfaktoren ist die Rekrutierung von Blutzellen in das Gewebe sowie die
Modulierung und Stimulierung anderer Immunzellen. Im Auge werden Entziindungsfakto-
ren sowohl unter physiologischen als auch verstarkt unter pathologischen Bedingungen
von Retina, Hornhaut, Iris und Ziliarkérper gebildet. Die Fahigkeit des Linsenepithels zur
Synthese von Entzindungsfaktoren wurde durch Kultivierung von Linsenepithelzellen ge-
zeigt (Kawai et al., 2012; Nishi et al., 1992; Nishi et al., 1996).
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Auch das Kammerwasser beinhaltet Entzindungsfaktoren, die aus den umliegenden Au-
gengeweben sezerniert werden, so dass sich laut Grisanti (1998) das ,okulare Milieu® im
Kammerwasser wiederfindet. Abweichende Zusammensetzungen der Entziindungsfakto-
ren im Kammerwasser konnten im Rahmen verschiedener okularer Erkrankungen beo-
bachtet werden, wie beispielsweise in Bezug auf das Glaukom (Chua et al., 2012), die
altersbedingte Makuladegeneration (Jonas et al., 2010), Uveitiden (Ongkosuwito et al.,
1998) und Retinopathien (Funatsu et al., 2005). Auch fir die Kataraktogenese konnten
bereits erste bedeutende Erkenntnisse, in Hinsicht einer entzindlichen Komponente ge-
wonnen werden. Dies trifft sowohl auf die Zusammensetzung lokaler Entzindungsfakto-
ren als auch auf den Anstieg systemischer Entzindungsfaktoren zu. Die bisherigen
Studienergebnisse werden unter dem Punkt 2.6.5 vorgestellt. Diese Arbeit geht der Rolle

von Entzindungsfaktoren insbesondere flir die UVB-induzierte Kataraktogenese nach.

1.2.1 Das Neuropeptid Substanz P und sein Rezeptor NK1R

Substanz P ist ein Neuropeptid aus 11 Aminosauren, das zur Familie der Tachykinine
gehort. Es ist das erste im Auge entdeckte Neuropeptid. Seinen Namen erhielt es auf-
grund der puderigen Konsistenz nach Extraktion aus Pferdehirn und -Dinndarm. (Euler
und Gaddum, 1931). Es wird in vielen Geweben des Kdrpers und von unterschiedlichen
Zellarten gebildet. Sein Vorkommen im Korper ist weit verbreitet und umfasst das Nerven-
system, das kardiovaskulare System, Magen, Darm, Driisengewebe und den Respirati-
onstrakt. Die Synthese findet in Epithelzellen, in Immunzellen wie Makrophagen,
Eosinophilen, Lymphozyten und dendritischen Zellen sowie Nervenzellen statt (Mashaghi
et al., 2016; O'Connor et al., 2004).

Der erste wichtige Wirkungsbereich von Substanz P ist die Entzindungsregulierung. Als
Entzindungsmediator bewirkt es die Dilatation und Durchlassigkeit von Blutgefafden und
rekrutiert Immunzellen. Diese regt Substanz P zur Synthese von Chemokinen (wie zum
Beispiel MCP-1), proinflammatorischen Zytokinen und auch zur Bildung von entzin-
dungsférdernden Substanzen wie Arachnoidonsaurederivaten, Sauerstoffradikalen und
Histamin an (Hartung und Toyka, 1983; Murris-Espin et al., 1995). Das zweite wichtige

Wirkspektrum des Neuropeptids Substanz P ist die neuronale Ubertragung. Es fungiert
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als Transmitter im zentralen Nervensystem, wobei seine schmerzverstarkende Wirkung

bisher am ausfuhrlichsten analysiert wurde.

Seine Wirkung vermittelt Substanz P Uberwiegend Uber den Neurokinin-1 Rezeptor
(NK1R), fur den es eine sehr hohe Affinitat aufweist. Dieser Rezeptor gehort zur Familie
der G-Protein gekoppelten Rhodopsinrezeptoren mit sieben hydrophoben transmemb-
ranaren Bereichen, die durch extra- und intrazellulare schleifenférmige Proteinketten ver-
bunden sind (Nakanishi, 1991).

Das an den Rezeptor gekoppelte G-Protein vermittelt die Wirkung von Substanz P Uber
eine intrazellulare Signalkaskade. Diese mindet in die Aktivierung der Signalkaskaden
ERK1/2 (extrazellulare Signal-bezogene Kinasen1/2), die in den Zellkern wandern, um
dort die Synthese von Transkriptionsfaktoren zu initiieren, die die Fahigkeit besitzen, die

Expression von Zytokinen zu steigern oder zu senken (Mashaghi et al., 2016).

Wenn Substanz P an NK1R bindet, wird der gesamte Komplex in die Zelle aufgenommen.
Nach vermittelter Substanz P-Wirkung wird der Rezeptor wiederverwertet. Durch Ande-
rung der Geschwindigkeit, mit der dieser Prozess ablauft, kann die Wirkstarke von Sub-
stanz P auf die Zelle reguliert werden. Einfluss kann zum einen Uber verschiedene
zytosolische Proteine und Enzyme, aber auch Uber andere Entzindungsfaktoren ausge-
ubt werden. So tragt TGF-[3 zu einer Drosselung der Internalisierungsgeschwindigkeit bei,
wohingegen proinflammatorische Zytokine die Rezeptorverfugbarkeit erhdhen
(Roosterman et al., 2004; Suvas, 2017).

Die Halbwertszeit von Substanz P wird durch den chemischen und enzymatischen Abbau
sowie durch die beschriebene Zellbindung und Zellinternalisierung bestimmt. Im Gewebe
ist sie kurz und liegt im Bereich von Sekunden bis wenigen Minuten, im Plasma handelt
es sich dagegen um eine Halbwertszeit von Stunden (Corbally et al., 1990; Erdos und
Skidgel, 1989; Skidgel et al., 1984). Aufgrund der geringen Halbwertszeit von Substanz P
gibt der experimentelle Nachweis des NK-1-Rezeptors ein praziseres Abbild der Substanz
P-Aktivitat. Die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse zur Physiologie des NK-1-Rezeptors der
Maus auf den menschlichen NK-1-Rezeptor ist durch die hohe Homologie von NK1R
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zwischen verschiedenen Spezies wie Mensch, Maus und Ratte begunstigt (Gerard et al.,
1993; Gerard et al., 1991).

1.2.2 Bedeutung von Substanz P fur Entziindungsprozesse im Auge

Substanz P istim grof3en Ausmal an der Induktion okularer Entzindungen beteiligt. Zum
einen ermaoglicht es den Ablauf von Entzindungsprozessen durch Aufhebung des Immun-
privilegs (siehe Kapitel 2.2.1.) und zum anderen verstarkt und reguliert es Entzindungen
im Auge durch Rekrutierung von Entzundungszellen und die Induktion der Zytokinsyn-
these. Proinflammatorisch wirkt Substanz P im Auge zudem durch seine Verstarkung der

Gefalproliferation und -permeabilitat.

In vielen okularen Geweben konnte Substanz P durch Tiermodelle und Zellkulturen bisher
nachgewiesen werden. Es kommt sowohl in Nervenfasern als auch in den Epithel- und
Parenchymzellen okularer Gewebe vor. So wurde an Ratten, Mausen und Hasen gezeigt,
dass Substanz P von trigeminalen Fasern produziert wird, die zu Iris, Cornea und Trab-
ekelwerk ziehen (Jones und Marfurt, 1998; Keen et al., 1982; Miller et al., 1981; Stone et
al., 1987; Tervo et al., 1981). Des Weiteren konnte Substanz P und auch sein NK-1-Re-
zeptor in cornealen Epithelzellen, Stroma-Keratozyten, Iris und Ziliarkorper, in bipolaren
und amakrinen Zellen der Retina sowie 2018 erstmalig im Linsenepithel nachgewiesen
werden (Brecha et al., 1989; Casini et al., 2002; Catalani et al., 2006; Gross et al., 2018;
Watanabe et al., 2002).

Die Ausldser fur die Substanz P Freisetzung und die Hochregulierung des NK-1-Rezep-
tors sind mannigfaltig. Der folgende Uberblick fasst die wichtigsten Erkenntnisse zur Ak-
tivierung und Wirkung von Substanz P fur die jeweiligen okularen Gewebe zusammen
(siehe auch Abbildung 4).



23

Cornea
» UVB-Strahlung » Verlust des Immunprivilegs
* Mechanische Verletzung * Neovaskularisierung
» Alkali Veratzung » Leukozyteninfiltration
* Herpes Keratitis *  Wundheilungsférderung
* P. Aeruginosa Infektion * Apoptosehemmung

* Hochregulierung von
Zytokinen und

Wachstumsfaktoren
Linse
» UVB-Strahlung
Retina
» Laser Verbrennung » Verlust Immunprivileg
» UVB-Strahlung * Apoptosehemmung

» Verhinderung
Neovaskularisation
» Zytokinsynthese

Konjunctiva

- Konjunctivitis - Erhéhung der Ausloéser fir Erhéhung SP/NK1R
Gefalpermeabilitat [ ] wirkung Substanz P/NK1R

Abbildung 4: Die Wirkung von Substanz P am Neurokinin-1 Rezeptor im okuléren
Gewebe. SP: Substanz P, NK1R: Neurokinin-1 Rezeptor
Quelle: Eigene Abbildung

Fur die Cornea konnte eine Substanz P-Exprimierung nach mechanischer Verletzung so-
wie im Rahmen einer Herpes-Infektion nachgewiesen werden (Bignami et al., 2014;
Twardy et al., 2011). Dabei wurde im Rahmen der Herpes-induzierten Keratitis bei der
Maus eine Korrelation zwischen dem Schweregrad der Schadigung und der messbaren
Substanz P-Menge im Hornhaut-Epithel beobachtet, was die Rolle von Substanz P als

proinflammatorischem Entziindungsfaktor unterstreicht (Twardy et al., 2011).

In der Tranenflissigkeit des Menschen ist Substanz P physiologisch enthalten, seine Be-
deutung ist dabei noch nicht erforscht (Varnell et al., 1997). Im Rahmen der allergischen
Konjunktivitis konnte ein Anstieg der Substanz P-Konzentration im Tranensekret nachge-
wiesen werden sowie eine Substanz P-abhangige Erhéhung der GefalRpermeabilitat in
der Konjunktiva (Fujishima et al., 1997; Yamaiji et al., 1997). Es ist folglich davon auszu-
gehen, dass Substanz P seine proinflammatorische Wirkung auch im Rahmen von Auto-

immunprozessen ausubt.
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FUr die Retina ist die Bedeutung von Substanz P als zentrales proinflammatorisches Zy-
tokin besonders grof3, da das retinale Gewebe neuronalen Ursprungs und damit einge-
schrankt regenerationsfahig ist. Substanz P ist hier in der Lage ab einem gewissen Grad
der Gewebeschadigung das Immunprivileg - das heildt die Unterdriickung einer Immun-
antwort - aufzuheben und eine Entzindung zu initiieren, die im neuronalen Gewebe zur
Vernarbung fuhren kann. So wurde dies nach Argon-Laserbehandlung der Maus-Retina

nachgewiesen (Lucas et al., 2012).

Fur die Linse konnte Gross (2018) erstmalig das Vorkommen des NK-1-Rezeptors im

Linsenepithel der Maus durch Immunostaining nachweisen (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: Fluoreszierender Neurokinin-1-Rezeptor im anterioren Linsenepithel und
Linsenbogen
Quelle: Gross, 2018

Gezeigt wurde dabei zum einen das physiologische Vorkommen von NK1R im nativen
Linsenpraparat und zum anderen die Induktion des NK-1-Rezeptors durch UVB-Bestrah-
lung der Linse. Es ist davon auszugehen, dass die von Gross festgestellte UVB-induzierte
Synthese des NK-1-Rezeptors im Linsenepithel ebenfalls mit dem Anstieg seines Ligan-

dens, Substanz P, korreliert.
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1.2.3 Das Chemokin MCP-1

Das aus 76 Aminosauren aufgebaute MCP-1 (nach neu eingeflhrter Nomenklatur CCL2,
Ligand fur den Chemokinrezeptor 2) gehdrt zu den chemotaktisch wirksamen Zytokinen,

den Chemokinen.

Es ist eines der am frGhesten entdeckten und besten erforschten Chemokine. Zunachst
in vitro (Leonard und Yoshimura, 1990) und spater in vivo (Boring et al., 1997) konnte
gezeigt werden, dass MCP-1 das potenteste Chemokin zur Anlockung und Aktivierung
von Monozyten ist. Die Monozyten wandern aus dem Blut in das verletzte oder entziindete
Gewebe ein und differenzieren dort zu Makrophagen. Diese eliminieren Erreger MCP-1-
induziert durch Phagozytose und durch die Bildung von Stickoxiden und reaktiven Sauer-

stoffspezies.

Synthetisiert wird MCP-1 von Immun- und Gewebezellen, Uberwiegend von aktivierten
Monozyten, Makrophagen, Endothel- und Epithelzellen (Furie und Randolph, 1995). Die
Synthese und Sekretion von MCP-1 wird durch Wachstumsfaktoren, andere Zytokine (IL-
1, IL-4, TNF-q, IFN-y), Lipopolysaccharide, Lipoproteine und oxidativen Stress induziert
(Chakravarty et al., 1998). In vitro wurde bei Stimulierung von humanen Mastzellen mit
Substanz P eine vermehrte MCP-1-Exprimierung beobachtet (Castellani et al., 2009).
Derselbe Effekt konnte ebenfalls in vitro fir humane Makrophagen beobachtet werden (s.
Abbildung 6) (Spitsin et al., 2017).

Monozyt/

Makrophage Substanz P

MCP-1

Abbildung 6: Wechselwirkungen zwischen Substanz P und MCP-1
MCP-1: Monocyte chemoattractant Protein-1
Quelle: Eigene Abbildung

MCP-1 wirkt im Gegensatz zu anderen Chemokinen nur an einem Rezeptor, dem G-Pro-

tein gekoppelten Rezeptor CCR2, der hauptsachlich auf Monozyten exprimiert wird
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(Deshmane et al., 2009; Lu et al., 1998; Palframan et al., 2001). Die Bindung von MCP-1
an seinen Rezeptor triggert intrazellulare Signalkaskaden, die die Adenylatzyklase hem-
men und Kalzium mobilisieren und so die Transmigration der Rezeptor-tragenden Zelle
zum Ort der Chemokine auslésen (Vaddi et al., 1997).

MCP-1 spielt in verschiedenen Organsystemen des Korpers eine Rolle und wurde bereits
als moglicher Therapie-Ansatzpunkt bei verschiedenen Krankheiten wie beispielsweise
der Multiplen Sklerose (Sorensen et al., 2004), Asthma (Gonzalo et al., 1998), koronarer
Herzerkrankung, Artherosklerose (Kusano et al., 2004), Rheumatoider Arthritis und in-

flammatorischen Hauterkrankungen erforscht (Hayashidani et al., 2003).

1.2.4 Bedeutung von MCP-1 fur Entzindungsprozesse im Auge

Im Auge wird MCP-1 durch das Endothel der Cornea, durch das Pigmentepithel der Re-
tina sowie durch das vaskulare Endothel in den uvealen Organabschnitten Iris und Ziliar-
korper produziert. Die Synthese ist dabei abhangig von anderen Zytokinen. Fir das
retinale Pigmentepithel (Hollborn et al., 2000) und das corneale Endothel (Yamagami et
al., 2003) konnte experimentell gezeigt werden, dass Stimulierung mit proinflammatori-
schen Zytokinen wie TNF-a die MCP-1-Synthese verstarkt. Fur das Linsenepithel wurde
in der Zellkultur ein signifikanter Anstieg der MCP-1 Synthese durch Stimulierung mit
TGF-B nachgewiesen (Kawai et al., 2012).

MCP-1 wirkt im Auge Uber die Rekrutierung von Immunzellen, insbesondere Monozyten
aus dem Blut ins Gewebe. Die eingewanderten Monozyten kdnnen, abhangig vom umge-
benden Zytokinmilieu, an Entzindungsprozessen beteiligt sein oder auch antiinflamma-
torisch wirken, indem sie die Ausbildung der Immuntoleranz gegenuber okularen
Antigenen (Immunprivileg) férdern, wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben (Cone und Pais,
2009).

Die bisher bekannten Ausldser fur die Synthese sowie die wichtigsten Funktionen von

MCP-1 im Auge werden im Folgenden zusammengefasst (siehe auch Abbildung 7).
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Vorderkammer/Kammerwasser
* Uveitis * Monozyten Rekrutierung
» Erhohter intraokularer Druck
» Hoheres Alter
* Phakoemulsifikation
* Aphakie
Linsenhinterkapsel
» Phakoemulsifikation * Monozyten Rekrutierung
» Epithelzellproliferation
Retina
* Retinale Ischamie * Monozyten Rekrutierung
» Gamma-Bestrahlung * Neovaskularisierung
» N. Opticus Stimulierung + ROS-Bildung ; ; .
\ elm A [ ] Ausloser fir MCP-1 Erhohung
« Apoptoseforderung [ ] wirkung MCP-1

Abbildung 7: Die Wirkung von MCP-1 im okuldren Gewebe
MCP-1: Monocyte chemoattractant Protein-1
Quelle: Eigene Abbildung

MCP-1 wird im Rahmen zahlreicher okularer Pathologien und Eingriffe verstarkt expri-
miert. Erhdhte MCP-1 Werte im Kammerwasser sind mit verschiedenen Formen des
Glaukoms assoziiert, da ein erhohter intraokularer Druck zu erhohten MCP-1-Werten im
Kammerwasser fihrt (Kawai et al., 2012; Kokubun et al., 2017). Auch der Schweregrad
von Autoimmun-Uveitiden sowie der ischamischen Retinopathie korreliert mit der Hohe
der MCP-1-Werte im Kammerwasser und der Menge an MCP-1-abhangig rekrutierten

Monozyten (Crane et al., 2001).

Die Fahigkeit des Linsenepithels zur MCP-1-Synthese konnte nach Katarakt-Operation
(Phakoemulsifikation) in Linsenepithelzellen nachgewiesen werden, die im Kapselsack
verblieben waren (Kawai et al., 2012; Zhu et al., 2015). Die Auspragung der post-operati-
ven Hinterkapseltribung durch Linsenepithelzell-Proliferation korreliert dabei mit der
Hohe der MCP-1-Synthese sowie der resultierenden Monozyten-Einwanderung (Lois et
al., 2003). Durch MCP-1-aktivierte Monozyten fihren zur erhdhten Synthese von Sauer-
stoffradikalen (Yang et al., 2011). Sauerstoffradikale stellen durch ihre Fahigkeit der Pro-
teinoxidation den gréf3ten bekannten Faktor bei der Entstehung von Katarakten dar (siehe
Kapitel 2.6.3). Passend dazu kann eine MCP-1-Erhéhung im Kammerwasser von
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Patienten mit seniler Katarakt nachgewiesen werden (Gao et al., 2016; Kawai et al., 2012;
Kokubun et al., 2017).

1.3 Die Katarakt

Die Katarakt umfasst alle Linsentriibungen, unabhangig ihrer Lokalisation und unabhan-
gig des zugrundeliegenden Pathomechanismus. Die Folge der Linsentribung ist die Ab-
nahme der Sehleistung bis hin zur Erblindung. Der Begriff Katarakt stammt aus dem
Griechischen (Kataraktes = herabstlirzen) und wird im medizinischen Sprachgebrauch in
weiblicher latinisierter Form benutzt. Das im Deutschen gebrauchliche Synonym grauer
Star geht auf die grauliche Verfarbung der Linse im fortgeschrittenen Stadium zurlck
(Axenfeld, 1992).

Zur LinsentrUbung und damit verbundenen storenden Lichtstreuung kommt es durch
Schadigung von Linsenfaserproteinen. Die geschadigten Linsenfaserproteine lagern sich
zusammen, es kommt zur Ausfallung sowie zur Bildung hochmolekularer Proteinkom-
plexe (Moreau und King, 2012b; Pirie, 1968). Zum einen fuhren die Proteinaggregate
selbst zur Linsentriibung und zum anderen verstarken sie die Linsentribung durch Scha-
digung weiterer Zellstrukturen und Stérung des Zellmetabolismus (Graw und Loster, 2003;
Hejtmancik und Kantorow, 2004). Die Ursachen der Schadigung von Linsenfaserprotei-
nen sind vielfaltig, der bedeutendste Umweltfaktor ist die UVB-Strahlung. Kapitel 2.6.3

stellt die Pathophysiologie der UVB-induzierten Linsenzellschadigung ausflhrlich dar.

1.3.1 Klinik und Symptome

Klinisch zeigt sich die Katarakt als Tribung und Verfarbung der Augenlinse mit dadurch
reduzierter Sehscharfe. Im fortgeschrittenen Stadium ist sie mit bloRem Auge zu sehen.
Bei der Untersuchung mit der Spaltlampe sind Lokalisation und Schweregrad der Linsen-
tribung zu erkennen. Je nach Stadium kann die Katarakt Farben von hellgelb bis dunkel-
braun annehmen (Pirie, 1968). Mit zunehmender Abdunkelung und Triubung der Linse
wird der rote Fundusreflex bei der Spaltlampenuntersuchung abgeschattet, bis er im fort-
geschrittenen Stadium nicht mehr vorhanden ist (Axenfeld, 1992).
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Die Zerstorung der Linsenstruktur im Rahmen der Kataraktogenese fluhrt in den betroffe-
nen Bereichen zur Veranderung des refraktiven Index, so dass einfallendes Licht diffus

gebrochen wird, was zur vermehrten Lichtstreuung auf der Retina fuhrt (Abbildung 8).

Eingetribte
Linse
7 // 7
I /e
Lichtstrahlen HH——==
\\ | \\
Lichtstrahlen Lichtstrahlen treffen
werden abgelenkt diffus auf die Netzhaut

Abbildung 8: Diffuse Lichtstreuung durch Linsentriibungen
Quelle: In Anlehnung an Truscott (2005)

Daraus resultiert eine erhdhte Blendungsempfindlichkeit bei Sonnenstrahlung oder
Scheinwerferlicht. Typisch ist zudem das Entstehen von Lichteffekten (Halos) um Licht-
quellen. Je nach Ausmald und Lage der Linsentribung kommt es zu einer entsprechenden
Abnahme der Sehfahigkeit, teilweise begleitet durch eine zunehmende Myopisierung. Die
Abnahme des Visus fallt zunachst vor allem beim Lesen und in dunklerer Umgebung auf.
Das Bild wird unscharf, Farben werden getriibt wahrgenommen, Kontraste und Konturen

verblassen und auch Doppelbilder kénnen auftreten (Campbell, 1999).

1.3.2 Lokalisation

Durch unterschiedliche Pathomechanismen treten Trubungen in verschiedenen Berei-
chen der Linse auf. Im Rahmen der Cataracta nuclearis kommt es mit zunehmendem Alter
zur Gelb- und spater Braunfarbung des Linsenkerns. Die Cataracta corticalis entsteht
durch mechanisches Zerreil3en von Linsenfasern zwischen der Linsenrinde und dem skle-
rosierten Kern. Sie ist die haufigste Auspragung einer Katarakt und entspricht dem typi-
schen grauen Altersstar (Axenfeld, 1992; Naumann, 1980). Bei der Cataracta
subcapsularis anterior ist die Tribung im Bereich der vorderen Linsenkapsel lokalisiert

und geht mit einer Schadigung des vorderen Linsenepithels einher (Kanski, 2008). Bei
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den meisten Patienten kommt es zu einer Kombination aus den verschiedenen Tribungs-

lokalisationen.

1.3.3 Ursachen und Risikofaktoren

Fur die Kataraktentwicklung sind viele Ursachen und Risikofaktoren bekannt, die zusam-

menwirkend und in gegenseitiger Verstarkung zur Trubung fuhren.

Dazu zahlen ein hohes Alter, die Einnahme bestimmter Medikamente wie zum Beispiel
Glucocorticoide sowie Allgemeinerkrankungen wie Diabetes mellitus und die arterielle Hy-
pertonie. Insbesondere entzundliche Erkrankungen gehen mit einer Dysbalance der Ex-
pression von Entzindungsfaktoren einher und sind mit einer erhdhten Kataraktpravalenz
assoziiert. Dazu zahlen sowohl entzlindliche Systemerkrankungen (z.B. Morbus Behcet),
als auch entziindliche Hauterkrankungen (z.B. atopische Dermatitis, Vitiligo) und entziind-
liche Augenerkrankungen (z.B. Uveitis, Retinitis, intraokulare Infektionen) (Arnarsson et
al., 2002; Leske et al., 1998; McCarty et al., 1999; Truscott, 2005; West et al., 1998).

Der grofte modifizierbare Risikofaktor der Umwelt fiir die Kataraktentstehung ist die UVB-
Strahlung (Hockwin et al., 1999; lvanov et al., 2018; Roberts, 2011). Vom Linsengewebe
absorbierte Strahlung schadigt, insbesondere im Bereich der UVB-Wellenlangen, die
hoch organisierte Mikrostruktur der Linse und fuhrt so zur Tribung. Bekannt und gut er-
forscht ist, dass die lebenslange Einwirkung von UVB-Strahlung den oxidativen Stress in
der Linse erhdht und so zur Kataraktbildung fuhrt (Hockwin et al., 1999).

1.4 Ultraviolette Strahlung

Ultraviolette Strahlung ist fur den Menschen nicht sichtbare elektromagnetische Strah-
lung, wie Abbildung 9 zeigt, im Bereich zwischen 1 und 400nm. Unterteilt wird die UV-
Strahlung in UVA (315-380 nm) UVB (280-315 nm) UVC (100-280 nm) und Vakuum- UV
(1-100nm). UV-Strahlung ist im Sonnenlicht und in artifiziellem Licht enthalten. Durch
Ozon in der Stratosphare und Troposphare wird der gesamte UVC- sowie ein Teil der

UVB-Strahlung des Sonnenlichtes absorbiert, so dass im Sonnenlicht, das die Erde
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erreicht, neben sichtbarem Licht (62%) und Infrarot-Strahlung (42%) auch UVA (5,6%)
und der geringe ungefilterte UVB-Anteil (0,5%) enthalten sind (Brix et al., 2012).

1.4.1 Bedeutung von UV-Strahlung fir die Gesundheit

UV-Strahlung ist von Bedeutung fur die menschliche Gesundheit. Wir bendtigen sie fur
die korpereigene Synthese von Vitamin D, das maligeblich an der Regulierung des Kal-
zium-Stoffwechsels beteiligt ist. Daneben wird UV-Strahlung in der Therapie verschiede-
ner Hauterkrankungen wie Psoriasis und dem atopischen Ekzem eingesetzt sowie als
Lichttherapie zur Stimmungsstabilisierung bei Depressionen und bipolaren Stérungen
(Bae et al., 2017; Williams und Grindlay, 2008) (Sit et al., 2017).

Die UV-Exposition schadigt jedoch Haut und Augen und kann auf systemischer Ebene
immunsuppressiv wirken. Die Folge der UV-Exposition sind Sonnenbrande (McKenzie et
al., 1999), vorzeitige Hautalterung (Yaar und Gilchrest, 1998), Hautkrebs (Liu-Smith und
Ziogas, 2017; Mohania et al., 2017) und Augenerkrankungen wie Pterygium, Keratopa-
thien und die Katarakt (Chandler, 2011; Taylor, 1989; Taylor et al., 1988).

Das Auge kann sowohl chronisch im Laufe des Lebens als auch durch intensive akute
Strahlung geschadigt werden. Akute Schadigungen entstehen beispielsweise durch Blen-
dung mit einer artifiziellen Lichtquelle (Klein et al., 2009; Sliney, 1997, 2005).

1.4.2 Wirkfaktoren der UV-Strahlung

Die Wirkung der UV-Strahlung auf menschliches Kdrpergewebe im Allgemeinen und auf
die Linse im Speziellen hangt entscheidend davon ab, wie stark die Strahlung auf dem
Weg bis zur Erdoberflache abgeschwacht wird, und in welchem Winkel, in welchem Wel-

lenlangenbereich und in welcher Dosis die Strahlung auf das Gewebe einwirkt.

In der unteren Stratosphare, etwa 10km-16km oberhalb der Erdoberflache, liegt die schit-
zende Ozonschicht. Diese Schicht, die zum gréRten Teil aus Nitrogen (N2) und Sauerstoff
(O2) besteht, absorbiert Strahlung mit Wellenlangen unter 300nm, so dass sie die Erd-
oberflache nicht erreichen (Bachem, 1956). Reaktive Gase, wie das anthropogene Fluor-

chlorkohlenwasserstoff (FCKW) und CO2, fuhren zunehmend zu einem Abbau der
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Ozonschicht, was zu einem Gesamtanstieg der UVB-Strahlungsdosis auf der Erdoberfla-
che fuhrt (Farmer et al., 1987). Im Durchschnitt lie sich allein zwischen 1980 und 2010
eine weltweite Ozonabnahme in der Stratosphéare von 4% feststellen (Aucamp et al.,
2011). Die fortschreitende Klimaerwarmung verstarkt diese Entwicklung (Solomon et al.,
2016; von der Gathen et al., 2021). Durch die Reduktion der Ozonschicht erhoht sich die
Inzidenz von Sonnenbrand, Hautkrebs und Katarakten. In einer Hochrechnung aus dem
Jahr 1998 wurden fir je ein Prozent Ozonabnahme weltweit 100.000 bis 150.000 weitere
Kataraktfalle geschatzt (Longstreth et al., 1998). In einer aktuelleren Berechnung fur die
USA wird bei einer Abnahme der Ozonschicht um 5-20 % bis zum Jahr 2050 mit zusatz-
lichen 167.000- 830.000 kortikalen Katarakten jahrlich allein in den USA gerechnet (West
et al., 2005).

UVB-Wirkung ist abhangig vom Einstrahlungswinkel. Deshalb ist die Strahlungsintensitat
von der Hohenlage, dem Breitengrad sowie Tages- und Jahreszeiten abhangig. Eine Stu-
die aus dem Jahr 1994 zeigte fur die USA eine Zunahme an Katarakt-Operationen um 3

% pro Breitengrad sudlicher Richtung (Javitt und Taylor, 1994).

Die Spiegelung von UV-Strahlung an der Erdoberflache (zum Beispiel durch Schnee oder
Wasser) erhoht die Strahlungsintensitat und andert den Einfallwinkel der Strahlung. Auch
durch die reflektierende Wirkung von Staubpartikeln und Wolken kann UV-Strahlung ab-
gelenkt werden, so dass sie parallel zur Erdoberflache verlauft und den Menschen seitlich
trifft. Das Auge ist durch seine Lage in der Augenhdhle nach oben hin geschutzt. Strah-
lung, die seitlich oder von unten auf das Auge trifft, kann die Linse jedoch ungehindert
erreichen (Sliney, 1986). Auch die Lichtblindelung und Reflexion innerhalb des Auges
spielt hierbei eine Rolle. Coroneo et al. stellten die Blindelung des Lichtes an der tempo-
ralen Seite der Cornea hin zur unteren nasalen Seite des Limbus und der Linse fest
(Coroneo et al., 1991; Maloof et al., 1994). Passend dazu treten in diesem Bereich der
Linse UVB-bedingte Tribungen signifikant haufiger auf (Sasaki et al., 2003; Schein et al.,
1994).

Je kurzer die Wellenlange der UV-Strahlung ist, desto grof3er ist die enthaltene Energie
und damit das Schadigungspotenzial fur biologisches Gewebe. Eine groRere Wellenlange

wie zum Beispiel UVA-Strahlung kann auch gewebeschadigend wirken, der Einfluss auf
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die DNA ist aber wesentlich geringer als der von UVB-Strahlung, obwohl der Anteil an
UVA im Sonnenlicht ein Vielfaches ist (Taylor et al., 1988).

Gemal des ersten Gesetzes der Fotochemie von Grotthus-Draper kommt es nur dann zu
schadigenden photochemischen Reaktionen, wenn die einwirkende elektromagnetische

Strahlung vom Gewebe absorbiert wird (Groot et al., 2013).
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- /
/ > Retina
UV-A 350 / ——>  Absorption von
340 / ———————————  Wellenldngen >340 nm
330 / -
320 [ ,
- Linse
310 " Absorption von
> Wellenlangen
.8 300
AAz > zwischen 295 - 340
290 — nm
280
270
260 >
uv-c

250 e
Cornea

Absorption von
Wellenldngen < 295nm

Abbildung 9: Absorption ultravioletter Strahlung von den Geweben des Auges
Quelle: Eigene Abbildung

Die verschiedenen okularen Gewebe haben je spezifische Grenzwerte fir die Strahlungs-
absorption (siehe Abbildung 9). Die Cornea absorbiert Strahlung mit einer Wellenlange
bis zu 295nm, alle Wellenlangen daruber treten durch sie hindurch. Die Linse ist durch-
l&ssig fur alle Wellenlangen uber 340nm. Die dazwischenliegenden Wellenlangen zwi-
schen 295nm und 340nm werden von der Linse absorbiert und schadigen diese (Roberts,
2011).
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1.5 UVB-induzierte Katarakt

1.5.1 Epidemiologische Nachweise fur UVB als kataraktogener Faktor

Eine grol3e Anzahl epidemiologischer Studien hat einen kausalen Zusammenhang zwi-
schen UVB-Strahlung und der Entwicklung einer senilen Katarakt nachgewiesen. Die Er-
gebnisse stimmen darin Uberein, dass die lebenslange Exposition gegenuber UV-
Strahlung die Ausbildung einer Katarakt beglnstigt. Dabei wurde ein Zusammenhang der
lebenslangen Sonnenexposition mit kortikalen Katarakten (Storey et al., 2013), nuklearen
Katarakten, insbesondere bei Exposition als junger Erwachsener (Hayashi et al., 2003;

Neale et al., 2003) und gemischten Katarakttypen gefunden (Yu et al., 2016).

Die Kataraktraten sind abhangig von der durchschnittlichen UV-Strahlungsintensitat eines
Ortes (Zhu et al 2015.), von der Hohenlage (Yu et al., 2016), der individuell verbrachten
Zeit im Freien und der Nutzung von schutzenden Mallnahmen wie Sonnenbrillen (Neale
et al., 2003).

Die Schwierigkeiten epidemiologischer Studien ergeben sich aus den vielfaltigen mdgli-
chen Ursachen fir die Entwicklung einer Katarakt und aus den methodischen Grenzen
bei der Ermittlung der genauen UV-Dosis, der ein Individuum im Laufe des Lebens aus-
gesetzt war (Neale et al., 2003). Daher werden Tiermodelle bendtigt, zur Untersuchung
des Einflusses von UVB-Strahlung auf die Kataraktogenese sowie zur Analyse, welche

Rolle Entziindungsfaktoren in diesem Prozess spielen.

1.5.2 Experimentelle Nachweise fur UVB als kataraktogener Faktor

Das einheitliche Resultat der epidemiologischen Forschung wird in experimentellen Stu-
dien bestatigt. Eine grof3e Anzahl experimenteller Studien hat einen kausalen Zusammen-
hang zwischen UVB-Strahlung und der Entwicklung einer senilen Katarakt bestatigt.
Bereits 1891 entdeckte Widmark die kataraktogene Wirkung von UV-Strahlung sowie die
Fahigkeit der Linse UV-Strahlung zu resorbieren und damit abzuschwachen (Widmark,
1891). 1901 dokumentierte er erstmalig unter kontrollierten Laborbedingungen am Ha-
senauge, wie UV-Strahlung das Linsenepithel schadigt und Linsenfasern zum Aufquellen

bringt (Widmark, 1901). Bis heute folgten weitere experimentelle Studien an Hasen,



35

Eichhoérnchen und Mausen, die Ubereinkommend zum Ergebnis gelangen, dass UV-
Strahlung zur Tribung der Linse fuhrt (Hightower und McCready, 1993; Hockwin et al.,
1999; Meyer et al., 2008; Meyer et al., 2014; Pitts et al., 1977; Soderberg, 1989).

Die Ultrastruktur von UVB-geschadigten Linsenepithelzellen wurde in einer friheren Stu-
die im Rasterelektronenmikroskop dargestellt (Meyer et al., 2014). Nach Bestrahlung von
C57BL/6-Mausen mit der doppelten UVB-Schwellendosis, zeigten sich angeschwollene
und zerrissene Faserzellen im vorderen Rindenbereich und nukleare Chromatinkonden-

sationen und Apoptosekdrperchen im vorderen Linsenepithel (Abbildung 10).

Abbildung 10: Struktur UVB-geschéadigter Linsenepithel- und Linsenfaserzellen im
Raster-Elektronenmikroskop
a): Membranschéden an Linsenfaserzellen b): Die Linse von anterior mit
geschédigten Linsenepithelzellen unter der Kapsel
UVB: Ultraviolettstrahlung im Wellenldéngenbereich 280 — 315nm
Quelle: Meyer et al. (2014)

Beobachtet wurde neben der Zellschadigung auch der Verlust von Epithelzellen entlang
der gesamten anterioren Linsenflache. Epithelzellverluste durch UVB-Strahlung kénnen
im Auge der C57BL/6-Maus und des Hasen jedoch innerhalb einer Woche durch Zell-
proliferation behoben werden (Meyer et al., 2014; Yamada et al., 2001). Dabei stellten
Meyer et al. (2014) fest, dass die Wachstumsrichtung des proliferierenden Epithels ret-
rograd zur sonstigen Richtung vom Aquator hin zu den Linsennahten stattfindet.

Die Mechanismen, Uber die UVB-Strahlung zur Schadigung des Epithels fuhrt, wurden

bisher hauptsachlich auf Photooxidationsprozesse zurickgefuhrt. In den letzten Jahren
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wurden neben der Forschung zur Photooxidation zunehmend Erkenntnisse gewonnen,
die auf eine inflammatorische Komponente der UVB-induzierten Kataraktogenese hindeu-
ten. In den nachsten zwei Abschnitten wird ein Uberblick zum aktuellen Wissensstand

beider Schadigungswege gegeben.

1.5.3 Pathophysiologie der UVB-bedingten Kataraktogenese durch Photooxidation

Wie in Kapitel 2.4.4 beschrieben, flhrt die Schadigung von Linsenfaserproteinen zur Aus-
fallung, Aggregation und Komplexbildung der Proteine. In der Folge kommt es zur Linsen-
trdbung und Kataraktbildung (Moreau und King, 2012b; Pirie, 1968). Dabei ist der
wichtigste Pathomechanismus kataraktogener Proteinmodifikation die Oxidation von Ami-

nosaureresten der Linsenfaserproteine durch Sauerstoffradikale.

Die lebenslange Exposition gegentber UV-Strahlung als grof3ter kataraktogener Faktor
der Umwelt fihrt zur Entstehung von Sauerstoffradikalen, auch reaktive Sauerstoffspe-
zies (ROS) genannt (siehe Abbildung 11).

e e
H,O +
0, e O, H,0, i
2H* H* OH
Sauerstoff Superoxid Wasserstoffperoxid Hydroxilradikal

Abbildung 11: Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies durch Aufnahme von
Elektronen
Quelle: In Anlehnung an Possel (2018)

ROS entstehen durch Elektronenaufnahme von Sauerstoff. Es entstehen Hydroxylradi-
kale und Superoxidradikale mit jeweils einem ungepaarten Elektron sowie Wasserstoff-

peroxid (H202) mit zwei ungepaarten Elektronen (Varma et al., 2011) .

ROS oxidieren die Sulfhydrylgruppen (R-SH) der Aminosaure Cystein, die als einzige
Aminosaure eine randstandige Schwefelgruppe aufweist. Daraufhin wird aus zwei Sulf-
hydrylgruppen eine kovalente Disulfidbindung (SS), die starkste vorhandene Bindungs-
form zwischen Aminosauren (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Bildung einer Disulfidbindung
Durch ROS-abhéngige Oxidation kommt es zur Ausbildung einer
kovalenten Bindung der Schwefel-Atome zweier Cysteine
(Disulfidbindung). ROS: Reactive Oxygen Species

Quelle: Rhiner (2018)

Die Photooxidation wirkt sich auf die Energiegewinnung, den Stofftransport und die Zell-
DNA aus (Chen et al., 1989; Lofgren und Soderberg, 2001; Reddy und Bhat, 1998).

Die Oxidierung von Membran-Transportproteinen, wie der Na-K-Pumpe, resultiert in einer
Elektrolytverschiebung und in der Erhéhung des osmotischen Drucks. Folge ist das Auf-
quellen der Linse im Rindenbereich mit Ausbildung von Flussigkeitsraumen zwischen den
Fasern (Naumann, 1980; Padgaonkar et al., 1989; Padgaonkar et al., 1999; Soderberg,
1989; Torriglia und Zigman, 1988). An Nukleinbasen der DNA in Linsenfaser- und Epithel-
zellen bewirken UVB-induzierte ROS Mutationen, Strangbriiche und Exzisionen in der
DNA der Linsenepithel- und Faserzellen, die zur Stérung der DNA-Konformation und da-

mit auch zu fehlerhafter Replikation im Linsenepithel fihren (Mesa und Bassnett, 2013;

Padgaonkar et al., 1989; Sorte et al., 2011) .
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1.5.4 Katarakt Schwellendosis fur die UVB-Bestrahlung der Linse der C57BL/6-Maus

In bisherige Forschungsarbeiten zur kataraktogenen Wirkung von UVB-Strahlung wurde
ein Wellenlangenbereich von 312 nm fur die Bestrahlung der C57BL/6-Maus gewahlt.
Dies entspricht kurzeren und damit energiereicheren Wellenlangen im Bereich der von
der Linse absorbierten Strahlung (295nm-340nm).

Die UVB-Schwellendosis flir die Kataraktentstehung bei der C57BL/6-Maus ist definiert
als diejenige Dosis an UVB-Strahlung, die noch maximal toleriert werden kann, ohne dass
es zur Ausbildung einer Katarakt kommt. Die Festlegung dieses Schwellenwertes ermog-
licht die quantitative Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen in-vivo UVB-Bestrahlungs-
versuchen im 300nm Bereich an der C57BL/6-Maus (Meyer et al., 2008; Soderberg et al.,

2002). Aus diesem Grund dient der Schwellenwert als Referenzwert in dieser Arbeit.

Die Definition des Schwellenwertes als maximal tolerierbare Dosis MTD geht zurick auf
ein Konzept von Soderberg et al (2002), das auf Untersuchungen zum Dosis-Wirkung-
Verhaltnis kontinuierlicher UVB-Bestrahlung beruht (Soderberg et al., 2002).

Die MTD fir die Bestrahlung der C57BL/6-Maus im 300nm-Bereich betragt 2,87kJ/m?,
gerundet auf 2,9 kJ/m?. Ermittelt wurde dieser Schwellenwert in einer Dosis-Wirkung-Un-
tersuchung von Meyer et al. (2008). Dabei wurden C57BL/6-Mause mit Dosen von 0, 2, 4
und 8 kJ/m?bestrahlt und die resultierende Lichtstreuung der getriibten Linsen gemessen.
Dann wurde, wie in der unten abgebildeten Formel gezeigt, der Mittelwert-Unterschied
der gemessenen Lichtstreuung zwischen bestrahltem und nicht-bestrahltem Auge be-
rechnet (Meyer et al., 2008). Die maximal tolerierbare UVB-Strahlungsdosis wurde an-
schlieRend aus der Standardabweichung des Mittelwertunterschieds und dem

Regressionskoeffizienten berechnet.

Sy/x

MTD,3.16 = = 2,87 kJ/m?

Syx= Standardabweichung, k= Regressionskoeffizient
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1.5.5 Kataraktogenese durch Wechselwirkungen zwischen UVB-bedingter Photooxida-
tion und inflammatorischen Prozessen

Die Einwirkung von UVB-Strahlung auf Gewebe kann durch Beeinflussung der Expres-
sion von Genen zu Veranderungen der Zytokinexprimierung fuhren. Nachgewiesen ist
dies fur die UVB-bedingte Freisetzung zahlreicher Entziindungsfaktoren in der Haut (Heck
et al., 2004) und fur die Cornea (Chen et al., 2016).

Entzundliche Erkrankungen wie Morbus Behcet und das Vogt-Koyanagi-Harada-Syndrom
beruhen auf einer Imbalance der Zytokinexpression. In der Literatur herrscht Einigkeit
darlber, dass diese Zytokinabweichungen auch zur Linsentribung fihren und die ge-
nannten Erkrankungen weisen eine erhdhte Kataraktpravalenz auf (Brunsting et al., 1957;
Chen et al., 2014; Han et al., 2017; Silverberg und Kantor, 2017). Die Pathogenese der
inflammatorischen Katarakt ist jedoch im Hinblick auf Zusammensetzung und Funktion

der Zytokine noch unbekannt.

Laut Chen 2014 fallen sowohl bei der inflammatorischen Katarakt im Rahmen von Morbus
Behcet oder des Vogt-Koyanagi-Harada-Syndroms als auch bei der senilen Katarakt im
Kammerwasser erhdohte Werte fur die gleichen Zytokine (IFN-y und Interleukin-6) auf, wo-
bei die Erhéhung bei der inflammatorischen Katarakt noch starker ausgepragt ist. Auch
unabhangig von zugrundeliegenden entziindlichen Systemerkrankungen wurde die Uvei-
tis-assoziierte Katarakt mit veranderten Interleukinspiegeln in Verbindung gebracht. So
beobachtete Stambuk 1994 signifikante Erh6hungen des Interleukin-4 Spiegels im Kam-
merwasser von Patienten mit Uveitis-induzierter Katarakt. Diese Beobachtung bestatigte
sich sogar in Fallen, bei denen die Uveitis schon mehrere Jahre zurlck lag (Stambuk,
1994). Als Ursprung der anhaltenden Zytokinsynthese kommt auch das Linsenepithel in
Betracht. Durch den Nachweis der Zytokinexprimierung in verbleibenden Epithelzellen
des Kapselsacks nach Phakoemulsifikation zeigten mehrere Studien, dass das Linse-
nepithel in der Lage ist, Entziindungsfaktoren zu synthetisieren (Kawai et al., 2012; Nishi
et al., 1992; Nishi et al., 1996).

Nicht nur lokale, sondern auch systemische Zytokin-Veranderungen werden im Zusam-
menhang mit der Katarakt gesehen. So konnte gezeigt werden, dass systemisch erhdhte

Entziindungsmarker das Risiko fur die Auspragung einer Katarakt in sonst gesunden
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Probanden erhohen (Schaumberg et al., 1999). Zudem wurde demonstriert, dass hohe
systemische Level an Interleukin-6 die Entwicklung einer senilen nuklearen Katarakt be-
gunstigen (Klein et al., 2006). Umgekehrt konnte im in-vivo Experiment an der C57BL/6-
Maus gezeigt werden, dass UVB-Bestrahlung des Auges mit resultierender Linsentribung
zu einem systemischen Anstieg von Interleukin-1f und Interleukin-6 fuhrt (Meyer et al.,
2013). Zusammenfassend weisen die dargestellten Studienergebnisse auf eine Rolle in-
flammatorischer Zytokine bei der Entstehung einer Katarakt hin, insbesondere auch bei

der UVB-bedingten Kataraktogenese.

Zentrale Zytokine bei der Regulation entzindlicher Prozesse im Auge sind MCP-1 sowie
Substanz P (und sein Rezeptor NK1-R), die im Fokus dieser Arbeit stehen. Beide Zytokine
wirken proinflammatorisch durch Rekrutierung von Entziindungszellen und Anregung die-
ser Zellen zur Synthese von Sauerstoffradikalen und Zytokinen (Bignami et al., 2014;
Murris-Espin et al., 1995; Vaddi et al., 1997; Yang et al., 2011). Des Weiteren stellt Sub-
stanz P das entscheidende Zytokin zur Aufhebung des okularen Immunprivilegs dar und
nimmt damit eine Schllisselrolle bei der Initiierung von Entzlindungsprozessen im sonst
immunsupprimierten Auge ein (Lucas et al., 2012; Paunicka et al., 2015). Bisherige Ar-
beiten geben Hinweise auf erhdhte MCP-1-Spiegel im Kammerwasser von Kataraktpati-
enten sowie auf eine UVB-abhangige Exprimierung von NK1-R im okularen Gewebe (Gao
et al., 2016; Gross et al., 2018; Kawai et al., 2012; Kokubun et al., 2017) .

Trotz dieser Hinweise ist die Rolle von MCP-1 und Substanz P bei der UVB-bedingten
Kataraktogenese bisher nicht erforscht. Der aktuelle Wissensstand zu Katarakt-Pathome-
chanismen zeigt hingegen, dass die UVB-bedingte Proteinoxidation Gegenstand zahlrei-
cher und ausflhrlicher Forschungsarbeiten war. Den Hinweisen einer moglichen
entzundlichen Komponente der UVB-abhangigen Kataraktogenese wurde jedoch nur ver-

einzelt nachgegangen.

Diese Arbeit soll einen Beitrag leisten diese Lucke zu schlieRen. Es soll untersucht wer-
den, ob UVB-Strahlung das Linsenepithel zur Exprimierung der Zytokine MCP-1 und Sub-
stanz P anregt, um so der Rolle von Entziindungsfaktoren bei der UVB-induzierten
Kataraktogenese nachzugehen.



41

2 Material und Methoden

2.1 Auflistung des Materials

2.1.1 Verwendete Gerate

Tabelle 1: Verwendete Geréte

Produktname/ -beschreibung

Hersteller

Spaltlampe

Coherent Medical Group, Santa Clara, USA

Bestrahlungsgerat Bio-Spectra

Vilber Lourmat, Marne- La Vallee, Frank-
reich

Pipettierhilfen Research Plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortex-Schiittler RS VA 10

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland

Laborautoklav DE-23

Systec GmbH, Berlin, Deutschland

Zentrifuge 5424R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gefrierschrank

Thermo Electron Corporation, Waltham,
USA

Mikroskop Leica M60

Leica, Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Mikroskopkamera 1C80 HD

Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland

Pinzette

Geuder, Heidelberg, Deutschland

Mikroskopische Schere

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Thermomatte Lucky Reptile

Import Export Peter Hoch GmbH, Wald-
kirch, Deutschland

Waage

ADE GmbH, Hamburg, Deutschland

ELISA reader, Synergy H1 Microplate

Reader

Biotek, Vermont, USA

Sterile Werkbank

Jackson Immuno Research, West Grove,
USA

2.1.2 Chemikalien und Arzneistoffe

Tabelle 2: Chemikalien und Arzneistoffe

Produkt

Hersteller

Isofluran VET

Eickemeyer GmbH, Tuttlingen, Deutsch-
land

Kohlenstoffdioxid

Linde AG, Minchen, Deutschland

Sauerstoff

Linde AG, Miunchen, Deutschland

PBS-Puffer

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
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Protease Inhibitor

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Xylariem 20mg Xylazin

Alvetra GmbH, Neumunster, Deutschland

Ketaminhydrochlorid

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tier-
arzte eG, Garbsen, Deutschland

2.1.3 ELISA-Kits

2.1.3.1 MCP-1 ELISA-Kit von R D Systems

Tabelle 3: MCP-1 ELISA-Kit

Material

Beschreibung

Maus MCP-1-Mikroplatte

96 Well Polystyren Platte. Beschichtet mit
einem polyklonalen spezifischen MCP-1
Antikorper

Maus MCP-1-Standard

Rekombinantes Maus MCP-1 in Protein
Pufferbasis, gefriergetrocknet

Maus MCP-1-Kontrolle

Rekombinantes Maus MCP-1 in Protein
Pufferbasis, gefriergetrocknet

Maus MCP-1-Detektionsantikorper

Polyklonaler spezifischer MCP-1 Antikor-
per konjugiert mit Meerrettich Peroxidase
(HRP fur Horseradish Peroxidase)

Assay-Verdunnung RD1W

Proteinpuffer mit Konservierungsmittel

Kalibrator-Verdinnung RD5-3

Proteinpuffer mit Konservierungsmittel

Waschpuffer-Konzentrat

25-fach konzentrierte gepufferte Tenside
mit Konservierungsmittel

Farbreagenz A

Stabilisiertes Hydrogenperoxid

Farbreagenz B

Stabilisiertes Tetramethylbenzidin (TMB)

Stop-Solution

Verdinnte Salzsaure

2.1.3.2 NK1R ELISA-Kit von Cusabio

Tabelle 4: NK1R ELISA-Kit

Material Beschreibung
96 Well Polystyren Platte. Beschichtet mit
Mikroplatte einem polyklonalen spezifischen NK1R

Antikorper

NK1R-Standard

Polyklonaler spezifischer NK1R Antikor-
per
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Maus NK1R-Detektionsantikorper Biotin konjugierter NK1R- Antikorper
Avidin (Glykoprotein) konjugiert mit Meer-

Detektionsenzym rettich Peroxidase (HRP fiur Horseradish
Peroxidase)

Antikorper-Verdinnung
HRP-Verdunnung
Sample Dilettant

BSA- Proteinpuffer unterschiedlicher Ver-
dinnung

25-fach konzentrierte gepufferte Tenside

Waschpuffer mit Konservierungsmittel
Farbreagenz Tetramethylbenzidin (TMB)- Substrat
Stop-Solution Schwefelsaure 2mol/L

2.2 Beschreibung wichtiger Gerate und der Versuchstiere

2.2.1 Das Bestrahlungsgerat Bio-Spectra

FiUr die Bestrahlung der C57BL/6-Mause wurde in dieser Arbeit das Bio-Spectra-Gerat
der Firma Vilber Lourmat genutzt, welches speziell flir den experimentellen Einsatz ent-
wickelt wurde (Abbildung 13).

[ a

Abbildung 13: Bio-Spectra-Gerét der Firma Vilber Lourmat
Quelle: Handout Bio-Spectra
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Es besteht aus einem Epoxid-beschichteten Aluminiumgehause mit neun 40-Watt-Roh-
ren, davon funf fur den UVA-Wellenlangen-Bereich und vier fur den UVB-Wellenlangen-
Bereich. Auf einer Flache von 90cm x 80cm entsteht so ein gleichmaliger Bestrahlungs-
bereich mit dem gréfiten Strahlungsanteil im Wellenlangenbereich von 312nm. Die Vilber
Lourmat UVB-RdOhren emittieren primar Strahlung mit einer Wellenlange von 312nm, die
Spektralkurve reicht jedoch von 280nm bis 320nm, so dass im sehr geringen Mal auch
UVA-Strahlung emittiert wird (Abbildung 14).

312nm

270 290 310 330 350 370

Abbildung 14: Spektralkurve der UVB-R6hren des Bio-Spectra-Geréts
UVB: Ultraviolettstrahlung im Wellenléngenbereich 280 — 315nm
Quelle: Eigene Abbildung in Anlehnung an Handout Bio-Spectra

Relative
Bestrahlung

Wellenldnge 390

Die Bestrahlung wird Uber einen integrierten Mikroprozessor-gesteuerten UV-Sensor re-
guliert, der die Bestrahlung bei Erreichen der Ziel-Intensitat beendet. Dadurch wird sicher-
gestellt, dass die abgegebene Bestrahlungsdosis Uber die Bestrahlungszyklen hinweg
identisch bleibt. Durch die Kuhlungsfunktion des Gerats wird die Temperatur im Bestrah-

lungsbereich unter 30 Grad Celsius gehalten.

2.2.2 Das Durchlicht-Dunkelfeld-Mikroskop Leica M60

Das Durchlicht-Dunkelfeld-Mikroskop stellt insbesondere fur transparente Objekte eine
geeignete Mikroskopier-Methode dar. Das Licht trifft dabei von der Rickseite auf das zu
mikroskopierende Praparat, so dass das Objekt selbst hell auf dunklem Hintergrund
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erscheint. So kdnnen auch durchsichtige Praparate wie die Linse mit einer hohen Auflo-

sung und einem starken Kontrast dargestellt werden.

2.2.3 Versuchstiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden C57BL/6-Mause verwendet (Charles River GmbH
Deutschland). Die Mauskohorte setzte sich sowohl aus weiblichen (n=31) als auch mann-
lichen Tieren (n=32) zusammen, das Gewicht der weiblichen Mause betrug 17-20g, das

Gewicht der mannlichen 21-25g.

Alle im Rahmen dieser Dissertation durchgefuhrten Experimente wurden durch das zu-
standige Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-West-
falen genehmigt. Beteiligte Personen nahmen alle an einer versuchstierkundlichen
Schulung der Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA)
teil. Umgang und Haltung der Tiere erfolgte gemal} der Richtlinien der ,Association for
Research in Vision and Ophthalmology statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research (ARVO)“.

Die Mause wurden in geeigneten Kafigen (Tecniplast Deutschland GmbH Hohenpeilen-
berg, Deutschland) in regulierbaren Klimaschranken (Scantainer von Scanbur Techno-
logy Karlslunde, Danemark) gehalten. Licht-Zeitschaltuhren stellten einen regelmaRigen

Tages- und Nachtrhythmus nach.

2.3 Methoden

2.3.1 Versuchsaufbau

63 Mause (C57BL/6, Charles River) wurden unterteilt in drei Gruppen von jeweils 21 Mau-
sen. Eine der Gruppen diente als Kontrolle und wurde nicht bestrahlt, die anderen beiden
Gruppen wurden mit der finffachen UVB-Schwellendosis (maximal tolerierbare Dosis,
MTD) von 14,5 kJ/m? unilateral bestrahlt. Die beiden bestrahlten Gruppen unterschieden
sich in Bezug auf die Latenzzeit zwischen Bestrahlung und Untersuchung, die bei der
einen Gruppe drei Tage und bei der anderen Gruppe sieben Tage betrug. Nach dem ent-

sprechenden Zeitraum wurden die Mause geopfert, die Linsen mikrochirurgisch entfernt
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und im Dunkelfeld-Mikroskop visualisiert und fotografiert. Quantifiziert wurde die Linsen-
tribung durch Messung der Lichtstreuung mit spezifischer Software. Der Versuchsaufbau
wird in Abbildung 15 dargestellt.

Untersuchungen
Angisthesi T 8 el . Praparation 1. Dunkelfeldmikroskopie
nésthesie ntersuchung estrahlung des > el B T (=2 i) e ea e
Ketamin bzw. Mydriatikum und rechten Auges gen ( _ ) . 2
Xylazin i.p. Spaltlampe 5-fache MTD *nach 7 Tagen (n=21) 2. Lichtstreuungsmessung
* Kontrolle (n=21) 3. Elisa-Test fiir NK1R und

MCP-1 am Linsenepithel

Abbildung 15: Das Prinzip des Versuchsaufbaus
MTD: Maximal tolerierbare Dosis, NK1R: Neurokinin-1 Receptor, MCP-1:
Monocyte chemoattractant Protein-1
Quelle: Eigene Abbildung

Aus immunohistochemischen Versuchen an der C57BL/6-Maus von Gross et al (2018) ist
bekannt, dass der NK-1-Rezeptor erst ab einer Dosis oberhalb der dreifachen UVB-
Schwellendosis im okularen Gewebe exprimiert wird. Als Bestrahlungsdosis flr diese Ar-
beit wurde in Vorversuchen ein Wert ermittelt, der hoch genug ist, um messbare Protein-
konzentrationen im ELISA-Versuch zu produzieren, der jedoch gleichzeitig aus
Tierschutzgriinden so niedrig wie moglich sein sollte. Diese Anforderungen erfiillte eine

einmalige Bestrahlung mit der flinffachen UVB-Schwellendosis (14,5kJ/m?).

2.3.2 Anasthesie und Voruntersuchung

Die UVB-Bestrahlung der Mause fand in Allgemeinnarkose statt. Eingeleitet wurde diese
durch die Inhalation eines Isofluran-Sauerstoff-Gemisches (Sauerstoff: Conoxia GO2X,
Linde AG, Pullach, Deutschland; Isofluran: Forene®, 100% [V/V], AbbVie Deutschland
GmbH & Co. KG, Ludwigshafen, Deutschland, Verdampfer: Isofluran VET, Eickemeyer,
Tuttlingen, Deutschland).

Die Dosis des Injektionsnarkotikums wurde dabei individuell an das Gewicht der Maus
angepasst. Verwendet wurde ein Gemisch aus Ketamin (60 mg/kg Korpergewicht) und
Xylazin (5 mg/kg Korpergewicht), das intraperitoneal injiziert wurde (Ketamin 10%, WDT,
Garbsen, Deutschland; Xylazin Xylariem 20mg, Alvetra GmbH, Neumunster Deutsch-
land). Zum Ausschluss vorbestehender kongenitaler Katarakte erfolgte die Applikation
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eines Mydriatikums (0,5% Tropicamid Pharma Stulln, Stulln, Deutschland) und die Unter-
suchung der anasthesierten Mause unter der Spaltlampe (Coherent Medical Group). Bei

der Voruntersuchung wurden keine vorbestehenden Katarakte festgestelit.

Um Austrocknung der Cornea wahrend der Untersuchung sowie wahrend des Bestrah-
lungsvorgangs und der Aufwachphase zu verhindern, wurde auf beide Augen eine physi-
ologische Kochsalzlosung getropft. Zusatzlich wurde vor der Bestrahlung einseitig auf das
nicht zu bestrahlende Auge und nach der Bestrahlung beidseits Bepanthen Wund- und
Heilsalbe aufgetragen (5% Dexpanthenol, Bayer AG, Leverkusen). Wahrend der gesam-
ten Anasthesierung wurden die Mause auf Warmematten (Lucky Reptile Thermo Mat)
gelagert, um ein Auskuhlen zu verhindern. Das Aufwachen erfolgte spontan und ohne

Antagonisierung der Narkose.

2.3.3 Bestrahlungsvorgang

Ein Auge der Versuchsmause wurde im 300nm-Bereich einseitig bestrahlt, das andere

Auge wurde dabei abgedeckt.

Bestrahlung (W/m?)
Energie (kJ/m?2)

Bestrahlunsziel (kJ/m?) 14,50
Bestrahlungsergebnis (kJ/m?) 14,50
Maximale Bestrahlungsintensitit) (W/m?2) 48,11
Zeit (min:sec) 5:21
Maximale Temperatur (°C) 241
Minimale Temperatur (°C) 231

Abbildung 16: Bestrahlungsiibersicht des Bio-Spectra-Systems
Quelle: Eigene Abbildung in Anlehnung an den Originalausdruck, ins
Deutsche Ubersetzt
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Wahrend der Bestrahlung wurden kontinuierlich die abgelaufene Zeit, die erreichte UV-
Intensitat sowie die Temperatur angezeigt, am Ende des Bestrahlungsvorgangs wird eine
Ubersicht Gber die genannten Daten ausgegeben (siehe Abbildung 16). Dabei ist eine
konstante Temperatur (griin) Uber den gesamten Bestrahlungsvorgang zu sehen sowie
eine UV-Intensitat (blau), die nach anfanglichem Hochfahren ihr Maximum von 4,8
mW/cm? erreicht und zu einer konstanten Zunahme der abgegebenen Energie (rot) fiihrt.

Nach etwa 5 Minuten ist die maximale UVB-Gesamtdosis von 14,5kJ/m? erreicht.

2.3.4 Gewebegewinnung fur den ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Drei beziehungsweise sieben Tage nach Bestrahlung wurden die Mause mit 100% CO2
(Linde AG Pullach, Deutschland) euthanasiert und die Bulbi anschliel3end enukleiert. Zur
Lésung des Auges und des Sehnervs aus der Orbita wurde mit einer Pinzette hinter dem
Bulbus Zug ausgeulbt. Die Augen wurden sofort in 0,9% NaCl gelegt und unter dem Leica
M60-Mikroskop die Linse mikrochirurgisch entfernt, indem durch einen feinen Schnitt ent-
lang des Limbus der vordere Augenabschnitt mit Cornea und Iris abgetrennt und anschlie-

Rend Choroidea und Retina von der Linse abprapariert wurden.

Nach Aufnahme der Dunkelfeld-Fotografien wurde in einem letzten Schritt das Linse-
nepithel von der Linse abprapariert und in Eppendorfgefalden mit einer Pufferlésung aus
PBS-Puffer und Proteinase Inhibitor im Verhaltnis 10:1 geldst. Dabei wurde jeweils das
Gewebe von 7 Mausen in einem Gefal gepoolt, um Zytokinkonzentrationen oberhalb der
Nachweisgrenze sicherzustellen. Die Proben wurden durchgehend mit Eis gekuhlt und
schlieRlich manuell homogenisiert und bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekan-

tiert und bei -80 Grad eingefroren.

2.3.5 Darstellung und Quantifizierung der Linsen-Morphologie

Die Linsenmorphologie wurde im Durchlicht-Dunkelfeld-Mikroskop dargestellt. Dabei wur-
den Fotos der Linsen mit der Leica-IC80-HD-Mikroskopkamera in 2,5-facher Vergrole-
rung gemacht.

Durch Messung der integrierten optischen Dichte der Linsen-Fotografien mit der Software

Imaged (National Institutes of Health Bethesda, MD) wurde die Linsentrubung als


https://www.leica-microsystems.com/de/produkte/mikroskop-kameras/life-science-biowissenschaft/details/product/leica-ic80-hd/
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Gradmesser fur die Kataraktogenese objektivierbar quantifiziert. In 17 Fallen kam es zu
praparationsbedingten Artefakten und daher zum Ausschluss der Linsenfotographien aus

der Messung der optischen Dichte.

Bei der Messung wurde nach einem standardisierten Protokoll vorgegangen. Alle Bilder
wurden in 16-bit-Formate konvertiert und im schwarz-weilten Modus mit dunklem Hinter-
grund dargestellt. Uber die Spezifizierungsoption wurde eine runde Messflache mit einem
Durchmesser von 740 Pixeln fur alle Linsenfotos festgelegt. Diese Messflache deckt den
gesamten Linsendurchmesser ab, jedoch unter Ausschluss des Linsenrandes, da es im
Randbereich teilweise zu Artefakten kam. Die Messung wurde pro Linse drei Mal durch-
gefuhrt und anschlieend der Mittelwert bestimmt. Um die gewahlte Linsenflache getrennt
vom Hintergrund messen zu kénnen, wurde ein minimaler Pixel-Schwellenwert von 50
sowie ein maximaler Pixel-Schwellenwert von 120 festgelegt und spezifisch flr jedes Lin-

senbild die Pixelintensitat des Hintergrundes gemessen und subtrahiert.

2.3.6 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent) zum Nachweis von MCP-1 und NK1R

Die Synthese des Linsenepithels von NK1R und MCP-1 wurde mittels Sandwich-ELISA
(Enzyme-linked immunsorbent assay) untersucht. Den Namen Sandwich-ELISA erhielt
dieses enzymatische Immunadsorptionsverfahren, da zum selektiven Nachweis des An-
tigens zwei Antikérper an dieses binden. Das in der vorliegenden Arbeit genutzte ELISA-
Kit zur Detektion des Zytokins MCP-1 ist von R D Systems Minneapolis USA hergestellt,
das ELISA-Kit fur NK1R ist vom Hersteller Cusabio, Wuhan, China bezogen worden.
Beide ELISAs wurden streng nach Angaben der Hersteller durchgefuhrt. Das Wirkprinzip,
die Vorbereitung und die Auswertung beider Assays waren dabei identisch und werden
im Folgenden beschrieben. Die verwendeten Materialien und die genauen Arbeitsschritte

der ELISAs unterscheiden sich und werden separat an anderer Stelle beschrieben.
2.3.6.1 Das Wirkprinzip

Das Wirkprinzip des Sandwich-ELISA ist in Abbildung 17 dargestellt. Zunachst wird das
Antigen (NK1R beziehungsweise MCP-1) Uber einen spezifischen Antikdrper an eine
Mikrotiterplatte gebunden und akkumuliert. Anschlief3end erfolgt die Bindung eines an das
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Enzym HRP (Horseradish Peroxidase) gekoppelten Antikorpers, der durch Umsetzung
des Chromogens TMB (3,3,5,5°-Tetramethylbenzidin) einen Farbumschlag zur Sichtbar-
machung des Antigens bewirkt. Die Intensitat des Farbumschlags entspricht der Konzent-
ration des Antigens. Gemessen wird er als optische Dichte Uber die Absorption von Licht
einer spezifischen Wellenlange.

T™MB Substrat

Enzym- Q
@ gekoppelter - @

Antikérper
Ziel-Antigen

Detektions-
Antikorper

Abbildung 17: Wirkprinzip des Sandwich-ELISAs
HRP: Horseradish Peroxidase, TMB: Tetramethylbenzidin
Quelle: Eigene Abbildung

Zur Quantifizierung der Ergebnisse wird eine Standardreihe aus festgelegten Antigenkon-
zentrationen von 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,6 pg/mi
und 0 pg/ml auf die Platte aufgetragen und gemessen. Anhand der daraus ermittelten
Standardkurve kann eine Eichgerade generiert werden, mit der sich die Proben verglei-
chen und quantifizieren lassen. Sowohl die Probenwerte als auch die Standardreihe wer-
den doppelt aufgetragen und auch doppelt gemessen, die Ergebnisse werden jeweils

gemittelt.

Beide Assays werden auf eine 96-Well-Polystyren-Platte aufgetragen, die bereits be-
schichtet vorlag mit einem polyklonalen Antikorper spezifisch fur Maus MCP-1 bezie-
hungsweise NK1R. Die Bindung erfolgt dabei Uber Wechselwirkung eines
Kohlenhydratrests der konstanten Einheit des Antikérpers mit hydrophilen Gruppen des
Polystyrens.
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Die Nachweisgrenze des MCP-1 ELISA-Kits liegt bei 2,00 pg/ml, die des NK1R ELISA-
Kits liegt bei 1,95 pg/ml.

Zwei Werte dienen als KenngrdfRen der Assay-Qualitdt. Zum einen die Intraessay-Varia-
bilitat als Mal flr die Schwankung bei mehrmaligem Messen einer Probe auf derselben
Mikrotitierplatte (NK1R-ELISA: unter 8%, MCP-1 ELISA: unter 5,3 %). Zum anderen die
Interessay-Variabilitat, die fur die Schwankung der Ergebnisse bei Messung einer Probe
auf verschiedenen Mikrotitierplatten steht (NK1R ELISA: unter 10%, MCP-1 ELISA: unter
7,3%). Beide Werte werden als Variationskoeffizient (Standardabweichung/Mittelwert) an-

gegeben.
2.3.6.2 Die Vorbereitung

Die Vorbereitungsschritte beider ELISAs umfassen das Herausnahme aller Detergenzien
aus Kuhlschrank und Gefrierfach zum Aufwarmen auf Raumtemperatur, die Herstellung
des Waschpuffers durch Verdinnung von 20ml Waschpufferkonzentrat mit 480ml destil-
liertem Wasser, die Herstellung von Gewebelysat-Verdlinnungen mit PBS im Verhaltnis
1:6 fir den NK1R-ELISA und im Verhaltnis 1:4 fir den MCP-1- ELISA im Eppendorfgefal
unter einem sterilen Luftabzug, sowie die Herstellung einer Standardlésung. Zur Herstel-
lung der Standardreihe wird die Standardsubstanz mit der definierten Konzentration von
1000pg/ml von MCP-1 bzw. NK1R verdunnt (siehe Abbildung 18).

Pro Eppendorfgefal® Mischung der Verdiinnung mit dem Standard bzw. dem
Standard/Verdinnungsgemisch im Verhaltnis 1:1

Verdlinnung

1

Konzentration 1000pg/ml Opg/ml 500pg/ml 250pg/ml 125pg/ml 62,5pg/ml 31,3pg/ml 15,6pg/ml

Abbildung 18: Herstellung der Standardreihe
Quelle: Eigene Abbildung in Anlehnung an Cusabio Instructions
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Beim MCP-1 ELISA werden in 6 Eppendorfgefalie jeweils 200ul Verdlinnung pipettiert.

Im nachsten Schritt wird durch Zugabe von 200pl Standardlésung mit einer MCP-1 Kon-

zentration von 1000pg/ml in das erste Eppendorfgefall eine neue Mischung mit dann um

50% reduzierter Standard-Konzentration 500pg/ml hergestellt. Von dieser Mischung wer-

den wiederum 200ul in das zweite Eppendorf-Gefal} pipettiert und somit die Konzentration

erneut um 50% auf 250pg/ml reduziert. Dieser Vorgang wird wiederholt bis das sechste

Gefal erreicht ist; im Ergebnis befindet sich dort eine Standard-Verdinnungs-Mischung

mit einer MCP-1 Konzentration von 15,6pg/ml. Beim NKR-1 ELISA wird grundsatzlich

analog vorgegangen, es werden jedoch gemal Hersteller-Angaben in jedem Schritt 250l

Standard mit 250pl Standard-Verdinnungs-Gemisch erganzt.

2.3.6.3 Arbeitsschritte des MCP-1 ELISAs

1)
2)
3)
4)
5)

6)

9)

10)

11)

12)

Pipettieren von 50ul Assay-Verdunnung RD1W in jedes Well.
Doppeltes Auftragen von 50ul des jeweiligen Standards.

Doppeltes Auftragen von 50ul der Proben und der Kontrolle.
Vorsichtiges Beklopfen der Platte flir eine Minute zur Durchmischung.
Abdecken der Platte mit der mitgelieferten Folie.

Inkubation bei Raumtemperatur fir 2 Stunden, um eine Antigen-Bindung an die

Antikorper der Platte zu gewahrleisten.
Aspiration der Uberstehenden Flussigkeit in jedem Well.

Zugeben von 400ul Waschpuffer pro Well mit einer Spritzflasche und anschlie-

Rende Entfernung, funfmalige Wiederholung des Waschvorgangs.

Entfernung der Uberreste des Waschpuffers nach dem letzten Waschgang, durch

Umdrehen und auf Papiertticher Klopfen der Platte.

Pipettieren von 100ul des polyklonalen Maus-Antikorpers mit konjugierter Meer-

rettich-Peroxidase in jedes Well.
Abdecken der Platte mit einer frischen Folie.

Inkubation fur 2 Stunden.
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14)

15)

16)
17)
18)

19)

2.3.6.4

10)
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Wiederholung des Waschvorgang wie in Schritt 8) beschrieben.

Herstellung von 100ul Substrat Losung aus 50ul stabilisiertem Hydrogenperoxid
und 50ul 3,3%,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB). Pipettieren der Mischung in jedes
Well.

Einwickeln der Platte in Alufolie, um sie vor Lichteinwirkung zu schutzen. (Die

TMB-Wirkung kann auch durch Licht ausgelost werden).
Inkubation bei Raumtemperatur fur 30 Minuten.

Pipettieren von 100ul Stop-Solution aus Salzsaure in jedes Well.
Vorsichtiges Beklopfen der Platte zur Mischung.

Bestimmung der optischen Dichte jedes Wells mit einem Mikroplattenlesegerat

bei 540nm, innerhalb von 30 Minuten.
Arbeitsschritte des NK1R ELISAs

Verduinnung von 10l des Biotin-Antikdrper-Konjugats mit 990ul Verdunnung.
Verdunnung von 10l HRP-Avidin-Konjugat mit 990ul Verdinnung.

Jeweils zweifaches Auftragen von 100ul des Standards oder der Probe.
Aufbringen der Schutzfolie auf die Platte.

Inkubation bei 37 Grad fur 2 Stunden.

Pipettieren von 100pl des Biotin-Antikorper-Konjugats in jedes Well, ohne vorhe-

rigen Waschvorgang.
Aufbringen einer frischen Schutzfolie und Inkubation bei 37 Grad fur eine Stunde.
Aspiration der Uberstehenden Flussigkeit in jedem Well.

Hinzugabe von 200ul Waschpuffer pro Well mit einer Spritzflasche, nach 2 Minu-
ten Entfernung des Waschpuffers durch Kippen der Platte, dreifache Durchflh-

rung des Waschvorgangs.

Entfernung der Uberreste des Waschpuffers nach dem letzten Waschgang, durch
Umdrehen und auf Papiertlicher klopfen der Platte.
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11) Hinzufugen von 100pl HRP-Avidin-Konjugat in jedes Well.

12) Aufbringen einer frischen Schutzfolie und Inkubation bei 37 Grad fur eine Stunde.
13) Funffache Wiederholung des Waschvorgang wie in Schritt 9) beschrieben.

14) Hinzufligen von 90ul TMB-Substrat in jedes Well.

15) Einwickeln der Platte in Alufolie zum Schutz vor Lichteinwirkung. (Die TMB-Wir-

kung kann auch durch Licht ausgelost werden).
16) Inkubation bei 37 Grad fur 30 Minuten.
17) Pipettieren von 50ul Stop-Solution aus Salzsaure in jedes Well.
18) Vorsichtiges Beklopfen der Platte zur Mischung.

19) Bestimmung der optischen Dichte jedes Wells mit einem Mikroplattenlesegerat

bei 540nm innerhalb von 5 Minuten.

2.3.6.5 Auswertung der ELISA-Tests

Durch das doppelte Auftragen der Standard-Konzentrationen wurden pro Konzentration
zwei Werte fur die optische Dichte im Mikroplattenlesegerat generiert. Es wurden jeweils
Mittelwerte aus den beiden Werten flir jede Standard-Konzentration gebildet. Aus den
berechneten Mittelwerten wurde eine Kurve erstellt und aus deren Steigung und ihrem

Schnittpunkt mit der Y-Achse ihre Polynomfunktion 1. Grades ermittelt nach dem Schema
Y=mxX+n.

Hierbei entspricht m der Steigung und n dem Schnittpunkt mit der Y-Achse, beide Werte

waren gegeben. Die Funktionsgleichung wurde nach x aufgeldst, so dass sie lautet
X=(y-n)/m.

Fur y wurden die jeweiligen Ergebnisse aus der Plattenmessung der optischen Dichte
eingesetzt und so das Ergebnis des ELISA-Tests berechnet. Dieses Ergebnis musste an-
schlielend mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert werden, der im Fall beider durchge-
fuhrten ELISA 2 betrug.
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2.3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Tests erfolgte unter Zuhilfenahme der Programme Excel
und SPSS 23 (Statistical Package for the Social Sciences 23).

In der bildanalytischen Auswertung der Dunkelfeld-Fotografien sowie in den immunologi-
schen Nachweisverfahren der Zytokine im Linsenepithel wurden jeweils die Mittelwerte
zwischen drei Gruppen sowie innerhalb dieser Gruppen miteinander verglichen. Die Grup-

pen setzten sich zusammen aus der

e Kontrollgruppe mit 21 unbestrahlten Mausen,

e Drei-Tages-Latenzzeit-Gruppe mit 21 Mausen, die einseitig bestrahlt wurden und

nach einer Latenzzeit von drei Tagen untersucht wurden,

e Sieben-Tages-Latenzzeit-Gruppe mit 21 Mausen, die einseitig bestrahlt wurden

und nach einer Latenzzeit von sieben Tagen untersucht wurden.

In der Kontrollgruppe liegen die Daten fur beide unbestrahlten Augen vor, fur die Mause
der Drei- und Sieben-Tages-Gruppen liegen pro Maus die Daten zu einem exponierten

und einem nicht exponierten Auge vor.

Statistisch verglichen wurden die Mittelwerte der exponierten Augen sowohl mit der Kon-
trollgruppe als auch mit den nicht exponierten Augen der eigenen Gruppe. Zudem wurde
der Mittelwertsunterschied zwischen exponiertem und nicht exponiertem Auge flr die

Drei- und Sieben-Tages-Latenzzeit-Gruppe im Konfidenzintervall angegeben.

Die Messergebnisse fur die optische Dichte der Linsenfotografien wurden durch den
Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft und diese bestatigt, so dass eine einsei-
tige ANOVA (F-Test) mit Posthoc-Test (LSD fir least significant difference) durchgefihrt
wurde, um die optische Dichte des bestrahlten Auges mit dem unbestrahlten Auge zu

vergleichen.

Die Zytokin-Level im bestrahlten Auge im Vergleich zum unbestrahlten Auge jeweils in-
nerhalb einer Gruppe (Kontrollgruppe/ Drei-Tage-Latenzzeit/ Sieben-Tage-Latenzzeit)
wurden durch einen T-Test flr gepaarte Stichproben statistisch verglichen. Der
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statistische Vergleich der Zytokinlevel zwischen den Gruppen (Kontrollgruppe/ Drei-Tage-
Latenzzeit/ Sieben-Tage-Latenzzeit) wurde durch einen zweiseitigen T-Test bei zwei
Stichproben gleicher Varianz vorgenommen. Die ermittelten p-Werte gelten als signifi-

kant, wenn p < 0,05. Das Konfidenzintervall wurde auf 0,95 gesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnis des Vorversuchs zur Ermittlung der Bestrahlungsdosis

Durch die Ergebnisse des Vorversuchs konnten sowohl die Bestrahlungsdosis als auch
die in dieser Arbeit zu untersuchenden Peptide spezifiziert werden. Im Vorversuch wurde
zunachst eine Bestrahlungsdosis von 8,7 kJ/m? verwendet, da diese Dosis bereits in einer
friheren Studie die NK-1-Rezeptor Expression im okularen Gewebe auf messbare Werte
erhoht hatte.

Die Bestrahlung von je 20 Mausen mit der dreifachen UVB-Schwellendosis und immuno-
logischer Untersuchung im ELISA nach drei Tagen ergab fir NK1R und MCP-1 absolute
Werte (vor Berlcksichtigung des Verdinnungsfaktors) knapp im sensitiven Bereich der

ELISA-Kits. Substanz P dagegen lag deutlich unterhalb der Nachweisgrenze.

NK1R in pg/ml in Relation zur MCP-1 in pg/ml in Relation zur SP in pg/ml in Relation zur
Nachweisgrenze bei Bestrahlung Nachweisgrenze bei Bestrahlung Nachweisgrenze bei Bestrahlung
mit 3-facher MTD mit 3-facher MTD mit 3-facher MTD
2,5 - 2,5 40 -
35 1
2,0 2,0
‘ 30 1
15 - 15 251
20 A
1,0 1 1,0 1 15 |
10 A
0,5 A 0,5
5 i
0,0 - 0,0 - 0
NK1R MCP-1 Substanz P

B Messwert — Nachweisgrenze

Abbildung 19: Vorversuch zur Untersuchung der NK1R-, MCP-1- und Substanz P-
Expression im Linsenepithel im ELISA-Test drei Tage nach Bestrahlung
mit der dreifachen MTD. Darstellung der absoluten Werte (vor
Berticksichtigung des Verdinnungsfaktors) bei einer Messung mit n=20
(Proben gepoolt); NK1R: Neurokinin-1 Receptor, MCP-1: Monocyte
chemoattractant Protein-1, MTD: Maximal tolerierbare Dosis
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Die oben dargestellten Ergebnisse des Vorversuchs zeigen, dass NK1R und MCP-1 im
Linsenepithel exprimiert werden und durch das ELISA-Nachweisverfahren detektiert wer-
den kénnen. Es wird von einer Korrelation des NK-1-Rezeptors und seines Substrates
Substanz P ausgegangen. Es gelang jedoch nicht, das Neuropeptid Substanz P nachzu-
weisen, was auf seine geringe Halbwertszeit zurickgefuhrt werden kann. Das Resultat
des Vorversuchs legt nahe, dass fur den Versuch eine hohere UVB-Dosis als die dreifa-
che MTD von 8,7kJ/m? gewahlt werden sollte, um eine deutlich tiber die Nachweisgrenze
erhdhte Zytokin-Synthese im Linsenepithel zu begunstigen. Deshalb wurde im Versuch

eine funffache Schwellendosis von 14,5 kJ/m? verwendet.

3.2 Ergebnisse des Versuchs

3.2.1 Linsenmorphologie

Auf den im Durchlicht-Dunkelfeld-Mikroskop erzeugten Fotografien der praparierten, in
Pufferlosung vorliegenden Linsen, zeigten sich unterschiedliche Morphologien fur die un-
bestrahlte Kontrollgruppe und die mit finffacher Schwellendosis bestrahlten Mausgrup-

pen nach drei und sieben Tagen.

3.2.1.1 Linsenmorphologie der Kontrollgruppe

Die unbestrahlten Kontrolllinsen zeigen sich klar ohne Tribungszeichen (Abbildung 20).

Abbildung 20: Linsenmorphologie der unbestrahlten Kontrollgruppe. Klare Linsen a) und
b) einer Maus aus der unbestrahlten Kontrollgruppe
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3.2.1.2 Linsenmorphologie drei Tage und sieben Tage nach Bestrahlung

Im exponierten Auge bildete sich anterior eine subkapsulare Katarakt mit Schadigung des

Epithels. Nach einer Latenzzeit von drei Tagen prasentierte sich diese in Gestalt von

grof¥flachigen, obskuren Granula (Abbildung 21).

Abbildung 21: Linsenmorphologie drei Tage nach UVB-Bestrahlung mit flinffacher
maximal tolerierbarer Dosis, a) nicht exponierte klare Linse, b) exponierte
Linse mit subkapsularer Katarakt

Nach sieben Tagen ist eine Verkleinerung des getribten Bereichs in Richtung des Lin-

senzentrums zu beobachten (Abbildung 22).

Abbildung 22: Linsenmorphologie sieben Tage nach UVB-Bestrahlung mit fiinffacher
maximal tolerierbarer Dosis, a) nicht exponierte klare Linse, b) exponierte
Linse mit subkapsularer Katarakt
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3.2.1.3 Vergleich der Linsenmorphologie nach Bestrahlung mit der dreifachen und funf-

fachen UVB-Schwellendosis

Beim Vergleich der Linsenmorphologie des Versuchs (funffache UVB-Schwellendosis) mit
der des Vorversuchs (dreifache UVB-Schwellendosis) waren drei Tage nach Bestrahlung
deutlich unterschiedliche Trends zu beobachten. Bei funffacher Bestrahlungsdosis zeigte
sich der Epithelschaden wie oben beschrieben homogen kornig und grof3flachig mit
schmalem epithelialem Randsaum. Bei dreifacher Bestrahlungsdosis war die Regenera-
tion bereits weiter vorangeschritten, sichtbar an einem insgesamt verkleinerten getrubten
Areal und einem breiteren hellen epithelialen Randwall, der sich in klarer Abgrenzung zum
dunklen Granula-freien Zentrum darstellte. Linsen, die funffacher UVB-Schwellendosis

ausgesetzt waren, zeigten auch nach sieben Tagen ein inhomogeneres Trubungsbild als

die schwacher bestrahlten Linsen (Abbildung 23).

Abbildung 23: Vergleich der Linsenmorphologie nach Bestrahlung mit drei- und
finffacher UVB-Schwellendosis. Drei Tage nach Bestrahlung: a) mit
flinffacher maximal tolerierbarer Dosis (MTD) bestrahlte Linse und b) mit



61

dreifacher MTD bestrahlte Linse; sieben Tage nach Bestrahlung: c) mit
flinffacher MTD bestrahlte Linse, d) mit dreifacher MTD bestrahlte Linse

3.2.2 Quantifizierung der Linsentribung als optische Dichte

Die Quantifizierung der Linsentribung nach einseitiger Bestrahlung mit der funffachen
Schwellendosis bestatigt die Auswertungsergebnisse der Dunkelfeld-Fotografien, da die
Werte der optischen Dichte der sichtbaren Linsenmorphologie entsprechen. Fur die ex-
ponierten Linsen ist sowohl drei Tage als auch sieben Tage nach Bestrahlung ein deutli-
cher Anstieg der gemessenen Pixelintensitat zu beobachten. Passend zur grof¥flachigen
Auspragung der subkapsularen Katarakt nach drei Tagen, ist zu diesem Zeitpunkt auch
die Pixelintensitat besonders hoch. Ebenfalls entsprechen sich die Verkleinerung der Lin-
sentribung und die Ruicklaufigkeit der Pixelintensitat nach sieben Tagen. Kontrolllinsen
und nicht exponierte Linsen, die mikroskopisch beide klar erscheinen, weisen auch flur die
optische Dichte niedrige Werte auf. Zwischen den jeweils rechten und linken nicht be-
strahlten Augen der Kontrollgruppe ergibt sich ein geringfiigiger Unterschied aufgrund der

Streuung zwischen den Messwerten (Abbildung 24).

Integrierte optische Dichte p < 0,001
(Pixel in Tausend) b < 0,001 P < 0,001
p < 0,001 p < 0,001
2.000 A
1.500 -
1.000 -
500 A
O ‘
Kontrolle 3 Tage 7 Tage
Latenzzeit

Nicht exponiert [l Exponiert

Abbildung 24: Quantifizierung und Vergleich der Linsentribung anhand der
Pixelintensitat durch Messung der integrierten optischen Dichte. Vergleich
der optischen Dichte der Linsen fiir die unbestrahlte Kontrollgruppe und
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die bestrahlten Gruppen mit Latenzzeit von drei Tagen und sieben Tagen,
Angabe der optischen Dichte als Mittelwerte. Hbéchst signifikanter
Unterschied (p<0,001) fiir den Vergleich des nicht exponierten Auges mit
dem exponierten Auge sowohl nach drei Tagen als auch nach sieben
Tagen. Héchst signifikanter Unterschied (p<0,001) fiir den Vergleich der
exponierten Augen nach drei und sieben Tagen mit den nicht exponierten
Augen der Kontrollgruppe. n=20 und n=17 fiir die Kontrollgruppe, n=20 drei
Tage exponiert, n=19 drei Tage nicht exponiert, n=15 sieben Tage
exponiert sowie n=18 sieben Tage nicht exponiert. Einseitige ANOVA (F-
Test) mit Posthoc Test (LSD fiir least significant difference)

Die statistische Auswertung ergab einen hochst signifikanten Unterschied fur den Ver-
gleich des nicht exponierten Auges (< 200.000 Pixel) mit dem exponierten Auge sowohl
nach drei Tagen (1,77 Millionen Pixel) als auch nach sieben Tagen (1,12 Millionen Pixel)
sowie einen hochst signifikanten Unterschied der exponierten Augen nach drei und sieben
Tagen mit den nicht exponierten Augen der Kontrollgruppe. Auch der Ruckgang der Lin-

sentrubung vom dritten zum siebten Tag nach Bestrahlung ist signifikant.

Integrierte optische Dichte
(Pixel in Tausend)

2.000 -
1.500 +
1.000 +

500 A

3 Tage 7 Tage
Latenzzeit

= 95% Konfidenzintervall

Abbildung 25: Mittelwertunterschied der optischen Dichte und dessen 95% Konfidenz-
intervall zwischen exponiertem Auge und nicht exponiertem Auge drei und
sieben Tage nach Bestrahlung. n=20 drei Tage exponiert, n=19 drei Tage
nicht exponiert, n=15 sieben Tage exponiert sowie n=18 sieben Tage nicht
exponiert; MCP-1: Monocyte chemoattractant Protein-1

Abbildung 25 zeigt einen deutlich groleren Mittelwertsunterschied der Pixelintensitat zwi-

schen bestrahltem und nicht bestrahltem Auge nach drei Tagen (1,56 Millionen) als nach
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sieben Tagen (878,78 Tausend). Das 95% Konfidenzintervall integriert nicht die Null und
gibt keinen Uberschneidungsbereich zwischen den Konfidenzintervallen. Dies spricht fiir

einen signifikanten Unterschied.

Ein Vergleich der optischen Dichte der LinsentrUbung nach drei Tagen zwischen den drei-
fach bestrahlten Mausen des Vorversuchs und den funffach bestrahlten Linsen des Ver-
suchs, ist mit der angewandten Quantifizierungsmethode nicht sinnvoll. Nach dreifacher
Bestrahlungsdosis befindet sich das Linsenepithel nach drei Tagen, wie oben zu sehen,
bereits im fortgeschrittenen Regenerationsstadium und bildet einen breiten Epithelwall,

mit einer hdheren optischen Dichte als die nicht regenerierte Linsentribung.
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3.2.3 Ergebnisse der ELISA-Tests

3.2.3.1 MCP-1-Konzentrationen im Linsenepithel der C57BL/6-Maus nach UVB-Exposi-

tion

Durch die Analyse der Linsenepithel-Lysate im ELISA gelang es MCP-1 im Linsenepithel
der Maus nachzuweisen. Die MCP-1-Werte der nicht bestrahlten Augen (9,58 pg/ml) blie-
ben auf dem Niveau der Werte unbestrahlter Kontrollmause (Abbildung 26). Es wurde ein
UVB-induzierter Anstieg der MCP-1-Werte im Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich
zum nicht bestrahlten Auge nach einer Latenzzeit von drei Tagen (9,71 pg/ml) und sieben
Tagen (9,70 pg/ml) festgestellt. Die Unterschiede der MCP-1-Konzentrationen der be-
strahlten Augen der Latenzzeit-Gruppen von drei und sieben Tagen waren allerdings nicht

signifikant.

MCP-1 in pg/ml
9,9 -

9,8 -

o7 ] ‘

JiRER

9,5 4

94

Kontrolle 3 Tage 7 Tage
Latenzzeit
Nicht exponiert M Exponiert 1 95%-Konfidenzintervall

Abbildung 26: MCP-1-Level im  Linsenepithel der Kontrollgruppe und der
Latenzzeitgruppen von drei Tagen und sieben Tagen mit 95%
Konfidenzintervall. Angabe von Mittelwerten bei je drei Messungen mit n=7
pro Gruppe. Kein signifikanter Unterschied der MCP-1- Konzentrationen
der Kontrollgruppe im Vergleich zu den Latenzzeit-Gruppen von drei und
sieben Tagen (zweiseitiger T-Test bei zwei Stichproben gleicher Varianz).
Kein signifikanter Unterschied der MCP-1-Konzentrationen innerhalb der
Gruppen zwischen exponiertem und nicht-exponiertem Auge (T-Test fiir
gepaarte Stichproben). MCP-1: Monocyte chemoattractant Protein-1
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MCP-1in pg/ml
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Abbildung 27: MCP-1 Mittelwertunterschied und dessen 95% Konfidenzintervall
zwischen exponiertem und nicht exponiertem Auge drei und sieben Tage
nach Bestrahlung; je Untergruppe (Drei-Tages-Latenzzeitgruppe exponiert
und nicht exponiert, Sieben-Tages-Latenzzeitgruppe exponiert und nicht
exponiert) 3 Messungen mit n=7;, MCP-1: Monocyte chemoattractant
Protein-1

Fur den Vergleich der MCP-1 Konzentration im bestrahlten und nicht bestrahlten Auge
drei und sieben Tage nach Bestrahlung zeigen sich ahnlich groRe Mittelwertsunterschiede

mit fast deckungsgleichen Verteilungsmustern des Konfidenzintervalls.

3.2.3.2 NK1R-Konzentration im Linsenepithel der C57BL/6-Maus nach UVB-Exposition

Die Ermittlung der NK1R-Konzentrationen im Linsenepithel durch Untersuchung der
NK1R-Lysate im ELISA ergab einen Anstieg von NK1R im UVB-exponierten Auge im Ver-
gleich zum nicht exponierten Auge sowohl nach drei als auch nach sieben Tagen Latenz-
zeit. Ein signifikanter Unterschied wurde fur NK1R im Linsenepithel nach drei Tagen
zwischen dem exponierten Auge (13,8 pg/ml) und dem nicht exponierten Auge (13,41
pg/ml) gefunden (Abbildung 28).



66
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Abbildung 28: NK1R-Werte im Linsenepithel der Kontrolle, drei und sieben Tage nach
Bestrahlung mit 95% Konfidenzintervall, Angabe von Mittelwerten bei je
drei Messungen mit n=7, signifikant erhbhte NK1R-Level (p=0,05) im
exponierten Auge gegeniiber dem nicht exponierten Auge nach drei Tagen
(T-Test fiir gepaarte Stichproben); NK1R: Neurokinin-1 Receptor

Die NK1R-Exprimierung nach drei Tagen nimmt insgesamt ab und regeneriert sich wieder
bis zum siebten Tag nach Bestrahlung. Insgesamt ist die NK1R-Exprimierung im Linse-
nepithel drei Tage nach Bestrahlung weniger ausgepragt als nach sieben Tagen, was sich
auch in einem geringeren Mittelwertsunterschied zwischen exponiertem und nicht expo-

niertem Auge niederschlagt (Abbildung 29).
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Abbildung 29: NK1R-Mittelwertunterschied und dessen 95% Konfidenzintervall zwischen
exponiertem und nicht exponiertem Auge drei und sieben Tage nach
Bestrahlung; je Untergruppe (Drei-Tages-Latenzzeitgruppe exponiert und
nicht exponiert, Sieben-Tages-Latenzzeitgruppe exponiert und nicht
exponiert) 3 Messungen mit n=7; NK1R: Neurokinin-1 Receptor
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4 Diskussion

4.1 Methodischer Ansatz

4.1.1 Versuchstiere

In der Maus kann in-vivo die Interaktion verschiedener Gewebe untersucht werden, wo-
hingegen mit der Zellkultur nur bestimmte Zellarten isoliert voneinander betrachtet werden
konnen. Bei der Erforschung, der in dieser Arbeit im Fokus stehenden Zytokine ist es von
grolRer Bedeutung, die Zytokinsynthese der Linsenepithelzellen innerhalb des okularen
Milieus zu untersuchen, da insbesondere das an die Linse angrenzende Kammerwasser

einen regulierenden Einfluss auf die Zytokinsynthese okularer Gewebe hat.

Morphologisch ahneln sich Maus und Menschenauge in weiten Teilen, dennoch bestehen
anatomische Unterschiede. So weist die Maus eine dinnere Cornea (Dillon et al., 1999),
einen prozentual hdheren Anteil an y-Kristallinen an den Linsenfaserproteinen (Wistow
und Piatigorsky, 1987) sowie eine geringer ausgepragte Fahigkeit zur Akkomodation auf
(Hockwin et al., 2002). Das Auge des Meerschweinchens ahnelt dem Menschenauge im
Hinblick auf das Vorhandensein von UV-Filtern und die Beteiligung von Vitamin C am
oxidativen Schutzsystem besonders (Truscott, 2005). Allerdings bietet die Maus den gro-
Ren Vorteil, dass ihr Genom neben dem des Menschen am besten untersucht ist und eine
weitgehende Ubereinstimmung zwischen den beiden Genomen gezeigt wurde (Graw und
Loster, 2003). AuRerdem sind sowohl die phanotypische Erscheinung als auch die gene-
tische Manifestation von Krankheiten vergleichbar zwischen Maus und Mensch (Smith et
al., 1997).

Aus den genannten Grinden eignet sich das Mausmodell besonders gut, um Erkennt-
nisse zur UVB-induzierten Katarakt zu gewinnen und diese auf die menschliche Katarak-

togenese sowie die mdgliche Katarakt-Pravention und -Therapie zu Ubertragen.

Das Alter der Mause von sechs Wochen wurde in Anlehnung an bereits veroffentlichte
Studien zur UVB-induzierten Kataraktogenese gewabhlt, in denen gezeigt wurde, dass die
Sensibilitat gegentber UVB-Strahlung bei Mausen mit steigendem Alter abnimmt (Dong

et al.,, 2003) und die Effektivitdt der Reparaturmechanismen bei vier Wochen alten
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Mausen ausgepragter ist als bei 16 Wochen alten Mausen (Zhang et al., 2012). Aus die-
sem Grund sind sechs Wochen alte C57BL/6-Mause ein gutes Modell zur Untersuchung

UVB-bedingter Linsenepithelschadigungen.

4.1.2 Anasthesierung

Die Kombination aus dem analgetisch und relaxierend wirkendem Xylazin und narkotisch
wirksamem Ketamin zur Anasthesierung der Maus und anderer Spezies wird seit den
1970er-Jahren eingesetzt und ist damit vielfach bewahrt (Lofgren und Soderberg, 2001;
Merriam et al., 2000; Meyer et al., 2008).

Calderone et al. (1986) kritisierten, dass Xylazin/Ketamin bei topischer Applikation bei der
Ratte aufgrund von Austrocknung der Cornea selbst kataraktogen wirkt. Jedoch wurde
das Analgetikum in dieser Arbeit nicht topisch, sondern intraperitoneal appliziert und die
Cornea mit Gel benetzt. Zhang et al. (2007) sprachen sich fur die Nutzung von Barbitura-
ten wie Pentobarbital zur Analgesie von Versuchstieren bei Studien zur UVB-induzierten
Katarakt aus, da das Ergebnis ihrer Studie Anzeichen fir einen Xylazin/Ketamin beding-
ten Exophtalmus bei der Ratte beinhaltete. Dies wurde zur hoheren Exposition des Auges
gegenuber UVB-Strahlung fuhren. Beachtet werden muss dabei die von Zhang ange-
wandte, im Vergleich zu dieser Arbeit, erhdhte Dosis des Analgetikums (80mg/kg Ketamin
10mg/kg Xylazin im Vergleich zu 60mg/kg Ketamin und 5mg/kg Xylazin) sowie die Pen-
tobarbital kennzeichnende, geringe therapeutische Breite mit erhohter Mortalitat bei Ver-

suchstieren.

In dieser Arbeit wurden sowohl bestrahlte Tiere als auch die Kontrollgruppe anasthesiert
und es konnte in der Spaltlampenuntersuchung weder ein Exophtalmus noch eine kata-

raktogene Veranderung bei der Kontrollgruppe festgestellt werden.

4.1.3 Untersuchungszeitraum

Die Untersuchung der Linsen erfolgte entweder drei oder sieben Tage nach Bestrahlung.
Damit unterscheidet sich diese Arbeit von vielen bisher durchgefihrten Forschungsarbei-
ten, die nur einen Untersuchungszeitpunkt beinhalten und so lediglich eine Momentauf-

nahme darstellen, jedoch keinen Verlauf beobachten (Lofgren, 2017). Durch Arbeiten von
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Meyer et al. (2005) ist belegt, dass es mindestens einen Zeitraum von 48 Stunden in
Anspruch nimmt, bis die Reaktion des Linsenepithels auf die UVB-Exposition durch eine
deutliche Linsentribung sichtbar wird. Ebenso konnte in friiheren Arbeiten gezeigt wer-
den, dass die Regeneration des Epithels im Zeitraum einer Woche stattfindet (Meyer et
al., 2005; Yamada et al., 2001). Studien zur MCP-1 und NK1R Synthese des retinalen
Pigmentepithels sprechen dafur, dass diese ebenfalls innerhalb einer Woche nach Stimu-
lierung stattfindet (Benhar et al., 2016; Lucas et al., 2012).

Die These dieser Arbeit ist, dass ein Zusammenhang zwischen Kataraktbildung und oku-
larer Inflammation nach UVB-Exposition besteht. Aus diesem Grund wurde passend dazu
nach drei und sieben Tagen die Synthese von Entzindungsfaktoren durch das Linse-

nepithel als Antwort auf die Bestrahlung im ELISA untersucht.

4.1.4 Bestrahlungsvorgang

Durch Benutzung des Bio-Spectra-Bestrahlungsgerats von Vilber Lourmat wurde sicher-
gestellt, dass die Bestrahlungsbedingungen in dieser Arbeit vergleichbar zu friiheren Ar-
beiten waren (Meyer et al., 2013; Soderberg et al., 2002). Aufgrund der in Abbildung 22
abgebildeten UVB-Spektralkurve des Bio-Spectra-Gerats, das im geringen Mal} auch
UVA-Strahlung enthalt, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Resultate

dieser Arbeit partiell auch durch UVA-Strahlung induziert wurden.

In frGheren Studien konnte immunhistochemisch gezeigt werden, dass eine dreifache
UVB-Schwellendosis bei der C57BL/6-Maus zu einer gesteigerten Exprimierung des NK-
1-Rezeptors in verschiedenen okularen Geweben, darunter auch im Linsenepithel, fuhrt.
Fur MCP-1 lagen keine Anhaltspunkte fur die benétigte Bestrahlungsdosis vor. Aufgrund
des durchgefiihrten Vorversuches konnte gezeigt werden, dass flr die zuverlassige Mes-
sung der untersuchten Zytokine im ELISA eine Bestrahlungsdosis oberhalb der dreifa-
chen Schwellendosis (9,4kJ/m?) benotigt wird. Aus Tierschutzgriinden wurde mit der
funffachen Schwellendosis (14,5kJ/m?) die geringste Dosis zur Gewahrleistung eines

messbaren biologischen Effekts gewahilt.
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4.1.5 ELISA (Enzym-linked Immunosorbent Assay) als Protein-Nachweisverfahren

Es stehen verschiedene mdgliche und bewahrte Protein-Nachweisverfahren zur Verfi-
gung, die bereits in friheren Studien zum Screening einer Vielzahl méglicherweise rele-
vanter Zytokine im Zusammenhang mit der Katarakt angewandt wurden. Die genannten
Studien ermoglichten Erkenntnisse, auf denen in dieser Arbeit mit der Quantfizierung von
MCP-1 und NK1R mittels ELISA aufgebaut wird.

Multiplex-Tests mittels Filtermikroplatten, sogenannte MBAA (Multiplex Bead Array As-
say) kdonnen mehrere (Ublicherweise bis zu 30) Zytokine parallel quantifizieren. Sie eignen
sich insbesondere zum Screening mehrerer Zytokine, wenn noch wenig Kenntnisse vor-
liegen, welche Zytokine flr die Fragestellung von besonderer Relevanz sind. Der Nachteil
dieser Methodik liegt in hoheren Kosten im Vergleich zum ELISA (Elshal und McCoy,
2006). Mittels MBAA wurde in fruheren Studien das Kammerwasser von Patienten mit
seniler Katarakt auf verschiedene Zytokine hin untersucht. MCP-1 kann im Kammerwas-
ser von Patienten mit seniler Katarakt nachgewiesen werden und es wurde mehrfach in
voneinander unabhangigen Studien eine positive Korrelation zwischen dem MCP-1-Ni-

veau im Kammerwasser und dem Alter gezeigt (Gao et al., 2016; Kokubun et al., 2017).

Die Immunhistochemie kann ebenfalls als Screening-Verfahren zum Nachweis eines be-
stimmten Proteins eingesetzt werden. So gelang in einer friheren Studie der Nachweis
UVB-abhangiger Synthese des NK-1-Rezeptors im Linsenepithel der C57BL/6-Maus
(Gross et al., 2018). Die UVB-bedingte MCP-1-Synthese im Linsenepithel in-vivo wurde
bisher noch nicht untersucht. Es wurden jedoch mittels Immunhistochemie erhohte MCP-
1-Werte im Kammerwasser nach Phakoemulsifikation am Menschen sowie am Hasen
nachgewiesen (Kawai et al., 2012). Aufbauend auf diesen friheren immunhistochemi-
schen Versuchen zum Nachweis von NK1R und MCP-1 wurde in dieser Arbeit die Quan-
tifizierung mittels ELISA durchgefuhrt. Die Vorteile des ELISA-Tests gegenuber der

Immunfluoreszenz sind zudem eine hohere Objektivitat und bessere Standardisierung.

Im Gegensatz zum Verfahren des Westernblots war der ELISA-Test geeigneter, da er die
hdhere Sensibilitat aufweist und die Moéglichkeit des Western-Blots, das ganze Protein-

Spektrum nachzuweisen, fur die Fragestellung dieser Arbeit nicht bendtigt wurde. Einziger
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Vorteil des Westernblots gegenuber dem ELISA ware die Messung des Gesamt-Protein-

gehaltes in den einzelnen Proben gewesen.

Der ELISA-Test ist eine bewahrte Methode und war fir diese Arbeit das optimale Verfah-
ren, zum Nachweis der UVB-induzierten Synthese von MCP-1 und NK1R aufgrund der
hohen Sensitivitat (1,95 pg/ml fur NK1R beziehungsweise 2,00 pg/ml fir MCP-1) sowie

der zuverlassigen Durchfuhrbarkeit und schnellen photometrischen Auswertung.

4.1.6 Dunkelfeldmikroskopie und Lichtstreuungsmessung

Zur Optimierung der Messgenauigkeit der Pixelintensitat der Linsentribung wurden zum
einen die technische Durchfuhrung fur alle Bilder standardisiert und zum anderen wurden
potenzielle Artefakte durch Abzug des Pixelmesswertes flr den Bildhintergrund heraus-
gerechnet. Aulerdem wurde auch die zu messende Flache durch die Verwendung einer
Mess-Schablone fur alle Bilder vereinheitlicht. Durch die genannten Vorkehrungen konn-
ten potenzielle Schwierigkeiten der angewandten Messtechnik auf ein minimales Mal3 re-

duziert werden.

4.2 UVB-bedingte Linsentribung

Die einseitige UVB-Bestrahlung der C57BL/6-Mause mit der funffachen Schwellendosis
(14,5kJ/m?) flhrte im bestrahlten Auge zur Auspragung einer anterioren subkapsularen
Katarakt. Auf Bildern der Linse im Dunkelfeld-Mikroskop war erkennbar, dass sich die
Linsentribung in Gestalt von Granula nach drei Tagen Uber den groften Teil der Linsen-
vorderflache zog und nach sieben Tagen eine Regeneration des Epithels mit Wiederher-
stellung der Linsentransparenz im aufleren Bereich stattgefunden hatte. Die Trubung
beschrankte sich nach sieben Tagen nur noch auf das Linsenzentrum. In Ubereinstim-
mung damit zeigte die Quantifizierung der Linsentribung durch Ermittlung der integrierten
optischen Dichte der mikroskopischen Linsenbilder nach drei Tagen eine starke Erhdhung
im bestrahlten Auge, die nach sieben Tagen wieder ricklaufig war. Der beobachtete Ab-
lauf der Linsentribung und -regeneration stimmt Gberein mit den Ergebnissen friherer
Studien (Meyer et al., 2005; Meyer et al., 2014). In diesen erfolgte die Bestrahlung der
C57BL/6-Mause mit geringeren Strahlendosen von 5kJ/m? sowie 6,4kJ/m? als doppelte
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Schwellendosis. Im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit eine der funffachen Schwel-
lendosis (14,5kJ/m?) entsprechende Bestrahlungsdosis gewahlt, um messbare Zytokin-
spiegel zu gewahrleisten. Im Vergleich der Linsenfotografien wird ersichtlich, dass mit
steigender Strahlungsintensitat der beobachtete Regenerationsprozess langsamer und
spater ablauft. In den Studien von Meyer (2005) und Meyer (2014) fand die dunkelfeld-
mikroskopische Untersuchung der bestrahlten Linsen auch zu friheren Zeitpunkten, am
ersten und zweiten Tag nach Bestrahlung statt. So konnte hier auch die Entwicklung der
ersten Tribungsanzeichen in Form von disseminierter Granula im Bereich des Lin-
senaquator einen Tag nach Bestrahlung sowie deren Formierung zum Anulus am zweiten

Tag nach Bestrahlung dargestellt werden (Meyer et al., 2014).

Wahrend in dieser Arbeit sieben Tage nach UVB-Exposition ein deutlicher und signifikan-
ter Unterschied der Lichtstreuung zwischen exponiertem und nicht exponiertem Auge zu
beobachten ist, konnte Meyer (2014) keine erhdhte Lichtstreuung nach acht Tagen fest-
stellen. Dies unterstreicht die Feststellung, dass die Lichtstreuungsintensitat von der UVB-

Strahlungsdosis abhangt und mit steigender UVB-Dosis zunimmt (Meyer et al., 2008).

Galichanin et al. (2010) beobachteten bei Bestrahlung der Ratte mit 8kJ/m? ebenfalls eine
ipsilaterale subkapsulare Linsentribung, die sie durch Messung der Lichtstreuung quan-
tifizierten. Interessanterweise unterschied sich hierbei der zeitliche Verlauf der Tribungs-
entwicklung, da die gemessene Lichtstreuung bis 14 Tage nach Bestrahlung zunahm und
danach erst sichtbaren Reparaturprozessen unterlag. Dieser Unterschied kdnnte auf ge-

netische Unterschiede zwischen den Spezies Maus und Ratte zurtickzufuhren sein.

Michael et al. (2000) untersuchten Langzeiteffekte nach Bestrahlung von Ratten mit
5kJ/m? im 300nm-Bereich. 56 Tage nach UVB-Exposition konnten geschadigte Linsenfa-
sern im tieferen Bereich der Rinde bei gleichzeitig intaktem Epithel elektronenmikrosko-
pisch dargestellt werden. Die Autoren stellen die These auf, dass Signale des
regenerierenden Epithels die Linsenfaserzellen erreichen oder sich Stérungen im Was-
ser- und lonenstoffwechsels auf diese auswirken. Auffallig war zudem, dass ausschliel3-
lich Fasern im Differenzierungsstadium Schadigungen aufwiesen. Die Erkenntnisse von
Michael und Vrensen zeigen, dass UVB-Strahlung trotz beobachteter Reparatur des
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Epithels kataraktogene Folgen im Linsengewebe verursacht, die auch in tieferen Schich-

ten liegen konnen.

Die Schadigung des Linsenepithels fihrt bekannterweise zur Stérung von Energiegewin-
nung, Proteinsynthese und Stofftransport des Epithels (Friedrich et al., 2012; Moffat et al.,
1999; Pierscionek et al., 2015). Wie im Einfuhrungsteil ausfuhrlich erlautert, kann sich die
UVB-bedingte Schadigung des einzigen stoffwechselaktiven Gewebes der Linse so auch
auf die Struktur und Funktion des gesamten darunterliegenden Linsengewebes im nukle-
aren und kortikalen Bereich auswirken. Im Einklang mit dieser Erkenntnis beobachteten
Meyer et al. (2008) in einigen Fallen auch nukleare und kortikale Tribungen, wohingegen
in dieser Arbeit ausschliel3lich subkapsulare Katarakte bei allen bestrahlten Mausen zu

finden waren.

4.3 Entzindungsregulierung durch UVB-abhangige Zytokinsynthese im Linsenepithel

In dieser Arbeit wurde eine UVB-induzierte Erh6hung der untersuchten Zytokine im Lin-
senepithel des bestrahlten Auges im Vergleich zum unbestrahlten Auge nachgewiesen,
sowohl bei den 21 Mausen in der Latenzzeitgruppe von drei Tagen, als auch bei den 21

Mausen der Latenzzeitgruppe von sieben Tagen.

4.3.1 Die inflammatorische Wirkung UVB-bedingter MCP-1-Erh6hung im Linsenepithel
des bestrahlten Auges

In dieser Arbeit konnte ein Trend hin zu erhéhter MCP-1-Synthese im Linsenepithel des
bestrahlten Auges im Vergleich zum kontralateralen Auge und zur Kontrollgruppe festge-
stellt werden. Diese Erhéhung der MCP-1-Werte bestand sowohl nach drei als auch nach
sieben Tagen, war jedoch nicht signifikant. Die MCP-1 Level im nicht bestrahlten Auge
glichen in der Latenzzeit-Gruppe von drei Tagen als auch in der Latenzzeit-Gruppe von

sieben Tagen den MCP-1-Werten der nicht exponierten Kontrollgruppe.

Die Mittelwertsunterschiede zwischen bestrahltem und nicht bestrahltem Auge zeigten
sich ahnlich gro3. Die Spanne beider Konfidenzintervalle war in Relation zur Grof3e des
Mittelwertsunterschiedes recht grof3, was durch die geringe Mausanzahl und folglich ge-

ringe Zahl an Datenpunkten erklart werden kann. Die Anzahl der Datenpunkte wurde
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zudem limitiert durch die Detektionsschwelle der ELISA-Tests, die ein Pooling des okula-

ren Gewebes mehrerer Mause erforderte.

Den Nachweis, dass das Linsenepithel zur MCP-1-Synthese fahig ist, erbrachten bereits
Kawai et al. (2012) am Hasen durch PCR-Analyse verbliebener Linsenepithelzellen, nach
erfolgter Phakoemulsifikation (Kawai et al., 2012). Zum Einfluss von UVB-Strahlung auf
die MCP-1-Synthese des Linsenepithels oder anderer okularer Gewebe liegen bisher
noch keine Studien vor. Jedoch kann ein Beleg fur den indirekten Einfluss von UVB auf
die MCP-1-Synthese in Epithel- und Immunzellen des Auges in der Verkntpfung von Stu-
dienergebnissen gesehen werden, die zum einen die durch Substanz P induzierte Syn-
these von MCP-1 nachwiesen und zum anderen zeigten, dass Substanz P in okularen
Geweben UVB-abhangig hochreguliert werden kann (Castellani et al., 2009; Gross et al.,
2018; Spitsin et al., 2017).

Wir stellten die MCP-1-Synthese des Linsenepithels nach UVB-Exposition Uber die Zeit-
spanne einer Woche dar und fanden Hinweise darauf, dass die UVB-induzierte MCP-1-
Syntheserate nach drei und sieben Tagen anhaltend erhéht ist, wenn auch wie oben dis-

kutiert nicht signifikant war.

Es stellt sich die Frage, wie sich eine mogliche UVB-bedingte MCP-1-Synthese des Lin-
senepithels auf das Epithel und seine Umgebung auswirkt. Basierend auf der Gegenuber-
stellung des Ergebnisses dieser Arbeit mit bisherigen Forschungsergebnissen, stellen wir

vier Hypothesen auf.

Hypothese 1: Durch chemotaktische Rekrutierung von Monozyten ins Linse-
nepithel und die Fahigkeiten der Monozyten zur Induktion von ROS und Nitritoxiden
erhoht MCP-1 den oxidativen Stress und verstarkt so die kataraktogen wirkende

Oxidation von Linsenfaser- und Linsenepithelzellen.

In seiner proinflammatorischen Funktion bt MCP-1 eine starke chemotaktische Wirkung
auf Monozyten aus (Lee et al., 2012). Zu der inflammatorischen Wirkung rekrutierter Mo-
nozyten ist bekannt, dass sie neben ihrer Phagozytose-Funktion auch die Fahigkeit der
Zytokinsynthese und der ROS Induktion besitzen und dabei selbst verstarkend wirken
kénnen (Benhar et al., 2016). Yang et al. (2011) verdeutlichten dies am Beispiel des
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retinalen Pigmentepithels. Am humanen Retina-Pigmentepithelium beschrieben sie, dass
MCP-1 Monozyten aktiviert und diese daraufhin in den Epithelzellen die Level an Sauer-

stoffradikalen erhohten.

Bekannterweise stellt die Oxidation von Proteinen des Linsenepithels und der Linsenfa-
sern durch Sauerstoffradikale den bedeutendsten Pathomechanismus der Kataraktoge-
nese dar. Folglich ist davon auszugehen, dass MCP-1 an der Pathogenese der UVB-
bedingten Kataraktogenese beteiligt ist. Gestutzt wird diese These von Studienergebnis-
sen, die erhdhte MCP-1-Level im Kammerwasser von Katarakt-Patienten nachwiesen
(Zhu et al., 2016; Zhu et al., 2015).

Hypothese 2: Es bestehen Wechselwirkungen zwischen der MCP-1-Synthese des

Linsenepithels und dem Zytokinmilieu des Kammerwassers.

Das Zytokinmilieu des Kammerwassers wird durch die Sekretion von Zytokinen aus den
umliegenden Geweben bestimmt (Stein-Streilein und Streilein, 2002; Taylor, 1996). So
fuhren Pathologien verschiedener Gewebe des Auges zur MCP-1-Erh6hung im Kammer-
wasser, dazu zahlen beispielweise Entziindungen der mittleren Augenhaut (Uveitis) und
das Glaukom (Crane et al., 2001; Kokubun et al., 2017; Yoshida et al., 2007). Es ist davon
auszugehen, dass auch bei Inflammation des Linsenepithels synthetisiertes MCP-1 in das
Kammerwasser abgegeben wird und uber das Kammerwasser andere okulare Gewebe
erreicht. Zudem scheint es wahrscheinlich, dass sich MCP-1 aus dem Kammerwasser
durch Bindung an Rezeptoren des Linsenepithels auf den Stoffwechsel und die Inflam-
mation des Linsenepithels auswirkt. Eine UVB-bedingte Zytokinerh6hung parallel in Lin-
senepithel, Kammerwasser und angrenzenden Geweben konnte bisher lediglich fur NK1R

nachgewiesen werden (Gross et al., 2018).

Auffallig ist, dass auch im Zuge der ischamischen Retinopathie mit steigender Entziindung
der Retina die MCP-1-Spiegel im Kammerwasser ansteigen, obwohl kein direkter Kontakt
zwischen Retina und Kammerwasser besteht (Yoshida et al., 2003). Diese Beobachtun-
gen legen die These nahe, dass Zytokine in der Lage sind MCP-1 vermittelte Entzin-
dungsreaktionen in andere okuldare Gewebe zu vermitteln, die nicht unmittelbar

benachbart oder Uber das Kammerwasser verbunden sind. Folglich sind auch fiur UVB-
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bedingte Entziindungsprozesse des Linsenepithels Wechselwirkungen mit nicht unmittel-

bar angrenzenden Geweben des Auges denkbar.

Hypothese 3: MCP-1 kann in Abhangigkeit des umgebenden Zytokinmilieus sowohl

eine pro- als auch eine antiinflammatorische Funktion ausiiben.

Studien zur pro-inflammatorischen Funktion von MCP-1 stehen Studien gegenuber, die
fur eine immunsuppressive, protektive Wirkung der MCP-1-abhangig rekrutierten Mo-
nozyten im okularen Gewebe sprechen. Wie lasst sich dieser vermeintliche Widerspruch

erklaren?

Die Erklarung liegt in der Vielseitigkeit und Anpassungsfahigkeit der von MCP-1 rekrutier-
ten Monozyten. Sie kdnnen ihren Phanotyp und ihre Funktion flexibel an die inflammato-
rischen Verhaltnisse ihrer Umgebung anpassen. Eine inflammatorische Umgebung regt
Monozyten an, sich zur M1-Makrophage zu differenzieren, die pro-inflammatorische Zy-
tokine sowie Sauerstoffradikale und Nitritoxide produziert (Fernandez-Velasco et al.,
2014; Mosser, 2003; Mosser und Edwards, 2008). Antiinflammatorische Umgebungen in-
duzieren die Differenzierung zur regulatorischen M2-Makrophagen, die zwar ebenfalls viel
Nitritoxide produzieren kdnnen, jedoch durch die Synthese antiinflammatorischer Zytokine
und ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation gekennzeichnet sind (Edwards et al., 2006;
Kauppinen et al., 2016). Ob ein Zytokinmilieu pro- oder antiinflammatorisch ist, hangt von

der Intaktheit des Immunprivilegs ab (Benhar et al., 2016; London et al., 2011).

Der antiinflammatorische Einfluss von MCP-1 wurde im Rahmen mehrerer Studien im Zu-
sammenhang mit Entzindungsprozessen der Retina nachgewiesen (Ambati et al., 2003;
Benhar et al., 2016; Luhmann et al., 2009; Tuo et al., 2007). So demonstrierten Benhar et
al. (2016) die protektive Wirkung MCP-1-abhangiger Monozyten, indem sie die Monozy-
ten in den Subretinalraum nach Glutamat-bedingter Verletzung der Retina injizierten und
anschlieRend eine signifikant héhere Uberlebensrate der retinalen Ganglionzellen fest-
stellten. Seine antientzindliche Wirkung entfaltet MCP-1, indem es ins Auge rekrutierte
Monozyten zur Synthese des antiinflammatorischen Interleukin-10 anregt, sowie durch
eine Abschwachung der Radikalsynthese (Chen et al., 2011). In der Zusammenschau
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kann MCP-1 den oxidativen Stress im Linsenepithel damit nicht nur erhdhen, sondern in

Abhangigkeit seiner Umgebung die Radikalsynthese eindammen.

Hypothese 4: MCP-1 ist maBgeblich daran beteiligt die Zytokinzusammensetzung

des Linsenepithels zu pragen.

MCP-1 und die durch dieses Zytokin rekrutierten Monozyten kénnen bei Ausbildung eines
antigenprasentierenden Makrophagentyps sogar selbst entscheidend daran beteiligt sein,
das Immunprivileg und ein immunsuppressives Zytokinmilieu aufrecht zu erhalten. Cone
und Pais (2009) belegten, dass eine durch Ovalbumin-Antigen induzierte moderate oku-
lare Entzindung zu einem Anstieg an MCP-1 im Kammerwasser fuhrt und einhergeht mit
der Einwanderung von F4/80+-Monozyten Uber die Gefal3e der Iris. 48 Stunden nach In-
jektion konnte dann ein Rickgang infiltrierender Zellen in der Iris und ein Anstieg dieser
in Thymus und Milz der Tiere festgestellt werden. Die Autoren schlussfolgern, dass die
MCP-1-abhangig eingewanderten Monozyten in Thymus und Milz die okularen Antigene

prasentieren und die Ausbildung des Immunprivilegs induzieren.

Ahnlich wie fUr das retinale Zelliiberleben im Rahmen der altersabhéngigen Makuladege-
neration beobachtet, konnten MCP-1 und eingewanderte Monozyten durch antiinflamma-
torische Wirkungen zum Schutz des Linsenepithels beitragen, solange ein intaktes
Zytokinmilieu im Auge herrscht. Welche Funktion Monozyten im Rahmen der UVB-be-
dingten Kataraktogenese ausuben, sollte Gegenstand weiterer Forschungsbemihungen
sein. FUr ein umfassendes Verstandnis ware es dabei von besonderem Interesse, den
Einfluss des Zytokinmilieus zu untersuchen und denjenigen Schwellenwert proinflamma-
torischer Zytokine zu ermitteln, ab welchem sich Monozyten zum proinflammatorischen

Typ differenzieren.

4.3.2 Die inflammatorische Wirkung UVB-bedingter NK1R-Erhéhung im Linsenepithel
des bestrahlten Auges

Auffalligstes Ergebnis dieser Arbeit ist die erhdhte Substanz P-Rezeptor-Expression im
bestrahlten Auge nach drei Tagen, die sich im Vergleich zum nicht bestrahlten Auge als
statistisch signifikant erwies (p=0,05). Bei den unbestrahlten Kontrollmausen hingegen

unterschieden sich die NK1R-Level im Linsenepithel des exponierten und nicht
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exponierten Auges kaum voneinander. Der Vergleich der Zytokinlevel des Vorversuchs
mit dem des Versuchs offenbart, dass die Zytokinsynthese von der UVB-Dosis abhangt.
Wahrend bei dreifacher UVB-Bestrahlung die Zytokinwerte nur knapp tUber der Nachweis-

grenze lagen, lagen sie bei funffacher Bestrahlung deutlich dariber.

Das Zytokin Substanz P ist durch Bindung an dessen NK-1-Rezeptor ein zentrales Mole-
kul zur Induktion und Regulierung okularer Entzindungsprozesse. Substanz P ist bedingt
durch seine kurze Halbwertszeit, die im Gewebe nur einige Sekunden bis Minuten betragt,
schwer zu detektieren (Skidgel et al., 1984). Aus diesem Grund wurden NK-1-Rezeptor
Level als Quantifizierungsmal} fur die Substanz P-Exprimierung im ELISA-Test gemes-
sen. Der Nachweis UVB-abhangiger NK1R-Expression im Linsenepithel kann als Beleg
fur die dortige Substanz P-Synthese gesehen werden (Lucas et al., 2012). Wie in Kerato-
zyten und Epithelzellen der Cornea, den Epithel- und amakrinen Zellen der Retina sowie
dem Epithel von Choroidea und Iris gezeigt wurde, findet die Synthese dieser Molekule
parallel statt (Bignami et al., 2016; Denis et al., 1991; Kieselbach et al., 1990; Sloniecka
et al., 2015).

Die UVB-abhangige Induktion des NK-1-Rezeptors in okularen Geweben der Maus wurde
2018 erstmalig immunohistochemisch nachgewiesen (Gross et al., 2018). Erstmalig
wurde mit dieser Studie gezeigt, dass eine UVB-Dosis Uber der dreifachen Schwellendo-
sis in-vivo, drei und sieben Tage nach Bestrahlung, zu einer erhohten NK1R-Exprimierung
im Linsenepithel fuhrt. Das Vorkommen des NK-1-Rezeptors nach Bestrahlung mit der
dreifachen UVB-Schwellendosis war deutlich ausgepragter als nach Bestrahlung mit der
einfachen UVB-Schwellendosis. Somit wurde auch hier eine Abhangigkeit der NK1R-Syn-
these des Linsenepithels von der UVB-Bestrahlungsdosis gefunden. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit dem Resultat dieser Arbeit, wobei sich die geringere Bestrahlungs-

dosis sowie die Methode der Immunfluoreszenz von dieser Arbeit unterschieden.

Chui et al. (2007) stellten in einer weiteren Studie die UVB-abhangige Synthese von NK1R
im okularen Gewebe fest, indem sie die NK1R-Synthese in menschlichen Epithelzellen
der UVB-induzierten Bindehaut-Wucherung des Pterygiums nachwiesen. Gross (2018)
zeigte darlber hinaus, dass UVB-Strahlung die NK1R-Synthese auch in Zellen der umlie-

genden Strukturen des Auges wie Iris, Ziliarkorper, Cornea und Retina hochreguliert. Im
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Einklang mit den oben diskutierten Ergebnissen zur MCP-1-Induktion in nicht benachbar-
ten Geweben zeigte auch Gross, dass UVB-Strahlung die Zytokinsynthese auch in retina-
len Zellen der inneren plexiformen Retina-Schicht steigert, obwohl die UVB-Strahlung die
Retina selbst nicht erreicht, da sie von den davorliegenden Geweben vollstandig absor-
biert wird. Als mogliche Erklarung schlussfolgert auch Gross, eine Zytokin-vermittelte

Ubertragung inflammatorischer Signale.

Besonders relevant sind dabei die NK1R-Erhéhungen in Geweben, die Uber das Kam-
merwasser mit dem Linsenepithel verbunden sind, wozu Iris, Ziliarkorper und corneales-
Endothel zahlen. Die Autorin stellt fest, dass durch Zytokinabgabe an das Kammerwasser
molekulare Interaktionen zwischen den Geweben mdglich sind. Hieraus ergibt sich, zu-
satzlich zur Beeinflussung Uber die direkte UVB-Einstrahlung, die Méglichkeit eines wei-
teren indirekten Weges, auf dem UVB-Strahlung Einfluss auf die Zytokinsynthese des
Linsenepithels nimmt. Wie bereits fur MCP-1 diskutiert, ist es auch fur Substanz P denk-
bar, dass sich das Zytokin vom Kammerwasser aus an Rezeptoren des Linsenepithels
bindet und so auf den Stoffwechsel und die Inflammation des Linsenepithels auswirkt.
Des Weiteren kdnnte vom Linsenepithel synthetisierte und freigesetzte Substanz P auch

Uber das Kammerwasser mit angrenzenden Epithelien mit NK1R-Expression interagieren.

Schlussfolgernd sollte das in dieser Arbeit erbrachte Ergebnis einer UVB-induzierten
NK1R-Hochregulierung im Linsenepithel drei Tage nach Bestrahlung nicht isoliert be-
trachtet werden, sondern die bisherigen Erkenntnisse zur proinflammatorischen Funktion
von Substanz P in okularen Geweben beachtet werden. Dabei finden sich neben Hinwei-
sen auf die durch Substanz P- bedingte Hochregulierung proinflammatorischer Zytokine
wie Interleukin-6,-12 und -23 auch Belege fur die Senkung antiinflammatorischer Zytokine
wie Interleukin-10 und VIP (Foldenauer et al., 2013; Mashaghi et al., 2016; McClellan et
al., 2008; Xu et al., 2011). Daruber hinaus ist bekannt, dass Substanz P durch die be-
schriebene Einflussnahme auf die Zytokinsynthese umliegender Zellen eine Schlissel-

rolle in der Rekrutierung von Immunzellen einnimmt (Mashaghi et al., 2016).

Im Auge wurden die proinflammatorischen Mechanismen von Substanz P insbesondere
fur entziindliche Erkrankungen der Cornea untersucht. Dabei wurde eine Korrelation zwi-

schen dem Schweregrad der Entziindungsreaktion mit der Hohe der Substanz P-Level
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sowie der proinflammatorischen Zyto- und Chemokine IFN-y, Interleukin 6, CCL3 und
CXCL2 im cornealen Gewebe nachgewiesen (Twardy et al., 2011). Des Weiteren wurde
eine verstarkte Einwanderung von Leukozyten sowie Neovaskularisation in der Cornea
im Rahmen erhdhter Substanz P-Expression des Cornea Epithels der C57BL/6-Maus ge-
zeigt. Dabei fuhrte das topische Auftragen eines NK1R-Antagonisten innerhalb von vier
Tagen zu einem Ruckgang der Leukozyten Infiltration und Neovaskularisation (Bignami
etal., 2014).

Anhand dieser Beispiele wird deutlich, dass Substanz P bei Bindung an den NK-1-Rezep-
tor proinflammatorisch auf die Gewebe des Auges wirkt. Die vorgestellten Studienergeb-
nisse sprechen dafur, dass die UVB-induzierte NK1R-Synthese des Linsenepithels sich
bei Bindung von Substanz P auf die weitere Zytokinexpression des Linsenepithels aus-
wirkt und folglich eine erhéhte Einwanderung von Immunzellen bewirkt. Dabei kénnte es,
wie Sloniecka et al. (2015) bereits fur Keratozyten des Auges vermuteten, auch zur auto-

krinen Verstarkung durch die eigene Substanz P-Synthese des Linsenepithels kommen.

4.3.3 Beeinflussung der Apoptose von Linsenepithelzellen durch Substanz P und MCP-1

Die mikroskopisch sichtbare Schadigung des Linsenepithels geht mit einer erhdhten
Apoptoserate einher. Mittels Elektronenmikroskopie nach in-vivo Bestrahlung der Maus
wurde bereits gezeigt, dass die UVB-bedingte Linsenepithelschadigung mit dem Verlust
von Epithelzellen entlang der gesamten anterioren Linsenflache einhergeht (Meyer et al.,
2014). Mehrere an der Ratte gewonnene Hinweise finden sich zudem, dass geschadigtes
Linsenepithel verstarkt Apoptose-induzierende Faktoren wie P53 und Caspase 3 synthe-
tisiert (Ji et al., 2015; Michael et al., 1998; Talebizadeh et al., 2014). Passend dazu fand
Fagerholm (1981) im humanen Linsenepithel von Linsen mit seniler Katarakt eine ernied-

rigte Epithelzelldichte.

Entzindungsfaktoren wie MCP-1 und NK1R sind in der Lage, Apoptoseprozesse zu be-
einflussen, so dass die Zytokinsynthese des Linsenepithels sich in autokriner Weise auch
auf das Zellliberleben dieser Zelle auswirken kdnnte.

Die Literatur legt jedoch nahe, dass die beobachteten Apoptoseprozesse von Substanz P

eher antagonisiert als unterstitzt werden. Der beschriebene anti-apoptotische Effekt von
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Substanz P ist bereits fur zahlreiche Gewebe des Korpers beschrieben (Backman und
Danielson, 2013; DeFea et al., 2000; Janelsins et al., 2009; Lallemend et al., 2003; Pieri
et al., 2010). Am Auge sind Apoptoseprozesse und ihr Zusammenhang mit Substanz P

vor allem fir die Retina und die Cornea erforscht.

In retinalen Epithelzellen in-vivo und in retinalen Epithelzellen der Zellkultur wurde eine
verringerte Apoptoserate durch Substanz P-Bindung an den NK-1-Rezeptor beobachtet
(Baek et al., 2016; Hong et al., 2015). In Anbetracht der eingeschrankten Regenerations-
fahigkeit retinaler Zellen kann die Verhinderung der Apoptose durch Substanz P hier als
protektiv angesehen werden. Insbesondere fur Erreger verursachte Entzindungen des
Auges wie die Herpes-induzierte Keratitis und die Pseudomonas aeruginosa bedingte In-
flammation des cornealen Epithels wurden Hinweise auf eine Pathologie-verstarkenden
Wirkung durch den anti-apoptotischen Einfluss durch Substanz P gefunden, da ein friher
stattfindender Apoptoseprozess zur effizienteren Eliminierung von Erregern flhrt und
Substanz P durch seine anti-apoptotische Funktion die Eliminierung von Bakterien oder
Viren verzogert (Yang et al., 2016; Zhou et al., 2008). Fur die UVB-bedingte Inflammation
des Linsenepithels ist bei spater stattfindender Apoptose ebenfalls von einer langer an-

haltenden Inflammation und damit verstarkter Schadigung des Gewebes auszugehen.

Die Bedeutung von MCP-1 und durch MCP-1 rekrutierte Monozyten fur Apoptosepro-
zesse bleibt offen, da wie in Punkt 5.3.1 erlautert, je nach Zytokin-Milieu, kontrare Funkti-
onen ausgefuhrt werden kénnen. Auch im Zusammenhang mit Apoptoseprozessen ist
dies der Fall. So belegte Yang eine proapoptotische Funktion, indem er eine erhdhte
Apoptoserate im retinalen Pigmentepithel durch MCP-1 aktivierte Monozyten nachwies.
Im Widerspruch zu Yangs Studie steht das Ergebnis von London et al. (2011), das einen

positiven Effekt von Monozyten auf das Zelliberleben von retinalen Epithelzellen zeigt.

4.3.4 Einfluss der Apoptose von Linsenepithelzellen auf die Synthese von Substanz P
und MCP-1

Der Zelluntergang und die Zellschadigung fuhrt ab einem gewissen Mal zur Reduktion

der Zytokinsynthese in Epithelzellen.
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Entsprechend war fur die Synthese des Substanz P-Rezeptors in dieser Arbeit nach einer
Latenzzeit von drei Tagen eine Auffalligkeit im ipsi- und kontralateralen, nicht bestrahlten
Auge zu beobachten. Bei signifikantem Unterschied zwischen bestrahltem und nicht be-
strahltem Auge lag beidseits eine, im Vergleich zur Latenzzeitgruppe von sieben Tagen,

abgeschwachte NK1R-Synthese vor.

Das Ergebnis einer verringerten Zytokinsynthese nach UVB-Bestrahlung steht im Ein-
klang mit den Ergebnissen von Hightower et al. (1994). In dieser Studie wurden die
Epithelien von Hasenlinsen in-vitro UVB-Strahlung ausgesetzt. Durch Messung der Histi-
din-C14-Level wurde eine 60-prozentige Reduktion der Proteinsynthese festgestellt. Die
Verringerung der NK1R-Synthese kann mit der Schadigung von Linsenepithelzellen, wie
sie nach drei Tagen mikroskopisch sichtbar war, erklart werden, da ab einem gewissen
Schadigungsgrad die Fahigkeit zur Proteinsynthese eingeschrankt wird. Auch die Verrin-
gerung der Zellzahl durch Apoptose fuhrt zu einer erniedrigten Gesamt-Syntheserate.
Konform mit diesem Erklarungsansatz erholt sich die NK1R-Synthese parallel zur mor-

phologischen Linsenregeneration nach sieben Tagen.

Das Phanomen einer ebenfalls verringerten NK1R-Synthese im kontralateralen Auge
kann moglicherweise in einer Mitreaktion des unbestrahlten Auges begrindet sein, wenn-
gleich hierfur keine morphologischen Korrelate gefunden wurden. Die Mdglichkeit einer

Mitreaktion des kontralateralen Auges wird unter Punkt 7.4.1 erortert.

Fur MCP-1 waren erhdhte Werte im bestrahlten Auge und unveranderte Werte fur das
unbestrahlte Auge zu beobachten. Das Niveau der Gesamt-Proteinsynthese war folglich
nicht erniedrigt. Dies kann damit begrindet werden, dass die durch MCP-1 rekrutierten
Monozyten ebenfalls MCP-1 herstellen und sogar die Hauptsyntheseorte fir MCP-1 sind.
So wird moéglicherweise eine verringerte MCP-1-Synthese im Linsenepithel durch die

MCP-1 Synthese in eingewanderten Monozyten kompensiert.
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4.4 Die Regeneration des Linsenepithels und ihre mogliche Beeinflussung durch Sub-
stanz P und MCP-1

Beim Vergleich der mikroskopischen Linsenbilder drei und sieben Tage nach UVB-Be-
strahlung wird sichtbar, dass sich das geschadigte Epithel von auf3en in Richtung Zentrum
erneuert. Dabei bildet sich zunachst ein aullerer Wall, der anschliefiend durch intaktes
einreihiges Epithel ersetzt wird, so dass die Linse in diesem Bereich ihre Transparenz

zuruckerlangt.

Meyer et al. (2014) visualisierten in elektronenmikroskopischen Aufnahmen den Regene-
rationsprozess UVB-geschadigten Linsenepithels. In Ubereinstimmung mit den Bildern
dieser Arbeit zeigt sich dabei, dass die Epithelreparatur von aul3en in Richtung Zentrum
der Linse stattfindet und zunachst mit der Ausbildung eines mehrreihigen Epithels verlauft.
Die Bilder des Elektronenmikroskops machen zudem sichtbar, dass die Epithel-Prolifera-
tion, vom Aquator ausgehend, in retrograder Richtung zur sonstigen Richtung der Epithel-
differenzierung stattfindet. Meyer et al. (2014) und Yamada et al. (2001) berichten, dem
Ergebnis dieser Arbeit entsprechend, dass die Reparatur von Epithelschaden durch
Epithelzellproliferation nach UVB-Bestrahlung im 300nm Bereich bei Maus und Hase eine

Woche beansprucht.

In dieser Arbeit wurde die Linsenmorphologie nach Bestrahlung mit finffacher Schwellen-
dosis mit der dreifachen Dosis im Vorversuch verglichen. Dabei offenbarte sich eine Do-
sisabhangigkeit der Reparaturmechanismen. Bei Linsen mit geringerer Bestrahlung ist die
Reparatur nach drei Tagen bereits weiter vorangeschritten, was an der Verkleinerung der
getrubten Flache und der Verlagerung des aulReren Epithelwalls in Richtung Zentrum zu
sehen ist. Auffallig ist zudem, dass der aul3ere Epithelwall sich bei geringerer Bestrahlung
mehrreihig und dadurch wesentlich breiter darstellt. Diese Mehrreihigkeit gilt ebenfalls als

Zeichen fur den gerade ablaufenden Prozess der Gewebe-Regenerierung.

Wahrend es fur MCP-1 und MCP-1 abhangig eingewanderte Monozyten neben ihrer fle-
xiblen pro- oder antiinflammatorischen Funktion keine Hinweise fiir eine Beteiligung an
Regenerationsprozessen gibt, ist eine regenerative Wirkung von Substanz P durch zahl-
reiche Studien belegt. Es wurde eine verstarkende Wirkung auf Wund- und
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Epithelheilungsprozesse durch Induktion einer vermehrten Synthese von Wachstumsfak-
toren (Foldenauer et al., 2012) sowie Forderung der Migration retinaler und cornealer
Epithelzellen in-vitro und in-vivo am Tiermodell belegt (Nakamura et al., 1999; Nishida et
al., 1996; Sloniecka et al., 2016; Tran et al., 2000). Bestatigt wurden diese Ergebnisse
durch weitere Studien am Tiermodell, in denen durch topische Applikation von Substanz
P eine signifikante Verbesserung der Wundheilung des Cornea-Epithels sowie Reduktion
stromaler Cornea-Trubungen erreicht wurde (Brown et al., 1997; Nakamura et al., 2003;
Nakamura et al., 1997; Yang et al., 2014). Auch speziell fur Linsenepithelzellen konnte
durch Inkubation mit Substanz P ein positiver Effekt auf Zellwachstum und -proliferation
festgestellt werden (Reid et al., 1993).

Als Schlussfolgerung kann ein Zusammenhang hergestellt werden zwischen der in dieser
Arbeit beobachteten epithelialen Regeneration nach UVB-Schadigung und dem nachge-
wiesenen Anstieg des Substanz P-Rezeptors NKR1. Die vorgestellte Literatur unterstutzt
die These, dass Substanz P nicht nur die UVB-bedingte Entziindungsreaktion im Linse-
nepithel fordert, sondern auch die Regeneration des Linsenepithels und die Wiederher-
stellung der Linsentransparenz unterstutzt durch Regulierung der Zellmigration und -
proliferation. Bisher ist nicht bekannt Uber welche Regulationsmechanismen die jeweilige
Funktionsauspragung von Substanz P gesteuert wird. Es ist denkbar, dass Substanz P
beide Funktionsauspragungen in zeitlicher Abfolge aufweist und so am Entziindungspro-

zess wie auch an der darauffolgenden Regeneration des Gewebes beteiligt ist.
4.5 Entzindung und Katarakt

4.5.1 Der Einfluss von UVB Strahlung auf die NK1R und MCP-1-Synthese im nicht be-
strahlten kontralateralen Auge

Die NK1R- und MCP-1-Synthese des Linsenepithels wurde in dieser Arbeit, ebenso wie
die Triibung der Linse, ausschlieRlich im bestrahlten Auge beobachtet. In Ubereinstim-
mung damit war auch die Linsentribung, quantifiziert als IOD, auf das bestrahlte Auge

beschrankt und betraf nicht die kontralaterale Seite.

Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass sich die UVB-Bestrahlung eines Auges auf das

kontralaterale nicht bestrahlte Auge auswirkt und hier ebenfalls eine Linsentribung
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hervorruft, wie frihere Arbeiten von Meyer et al. (2013) und Meyer et al. (2008) zeigten.
Diese Mit-Reaktion war gekennzeichnet durch beidseitige inflammatorische Zeichen wie
posteriore Synechien und Neovaskularisationen, die bei Mausen mit einseitiger Katarakt
Auspragung nicht zu beobachten waren. In der Zusammenschau wird die Frage aufge-
worfen, wie die beobachteten Entzindungszeichen im Zusammenhang mit der Linsentru-
bung stehen und Uber welche Wege die Ubertragung auf das kontralaterale Auge

stattgefunden hat.

Zentrales Molekl bei der Ubertragung von Entziindungsreaktionen vom mit UVB oder
anderen Mitteln gereizten Auge zum kontralateralen unbehandelten Auge scheint Sub-
stanz P zu sein. So fanden Lucas et al. (2012) diesen Effekt nach einseitiger Laser-Ver-
brennung der Retina und Paunicka et al. (2015) nach einseitiger Verletzung cornealer
Nervenfasern. In beiden Studien wurde (ibereinstimmend festgestellt, dass die Ubertra-
gung der Entzindungsreaktion an den Verlust der Immuntoleranz gegenuber okularen
Antigenen gebunden ist. Auch Ferguson et al. (1995) belegten konform zu diesen Ergeb-
nissen, dass die neurogen stimulierte Freisetzung von Substanz P in das Kammerwasser

zur Aufhebung des Immunprivilegs flhrt .

Sowohl in den Untersuchungen von Lucas als auch in denen von Paunicka konnte das
Immunprivileg aufrechterhalten werden, indem der NK-1-Rezeptor durch Injektion eines
Antagonisten ausgeschaltet wurde oder indem Substanz P Knock-out Mause verwendet
wurden. Als Konsequenz wurde hier kein kontralateraler Effekt beobachtet (Lucas et al.,
2012; Paunicka et al., 2015).

Es Iasst sich schlussfolgern, dass die Ubertragung von Entziindungsprozessen vom einen
zum anderen Auge mit dem Substanz P-bedingten Verlust des Immunprivilegs assoziiert
ist. Somit ist die Mdglichkeit gegeben, dass auch die Ubertragung der Linsentriibung auf
das kontralaterale Auge nur bei Aufhebung des Immunprivilegs durch Substanz P statt-
finden kann. Bestatigt wird diese These durch eine Studie von Gross (2020) am Mausmo-
dell. Durch Antagonisierung des NK-1-Rezeptors im exponierten Auge wurde die NK1R
Expression sowohl im UVB-exponierten als auch nicht exponierten Auge signifikant ge-
senkt.
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Auch far MCP-1 fanden Zhu et al. (2015) einen Hinweis auf die bilaterale Synthese nach
einseitiger Reizung. Sie zeigten, dass MCP-1 nach Katarakt-Operation im Kammerwasser
des kontralateralen, nicht-operierten Auges signifikant erhoht ist. Da, wie in der Einflh-
rung beschrieben, Substanz P auch die Synthese von MCP-1 induziert, kdnnte auch diese
Beobachtung durch Substanz P begriundet sein. MCP-1 unterscheidet sich in seiner ur-
sprunglichen Wirkung auf das okulare Immunprivileg grundlegend von Substanz P. Wah-
rend Substanz P als pro-inflammatorischer Gegenspieler wirkt, ist MCP-1, wie oben
erlautert, selbst an der Aufrechterhaltung des Immunprivilegs beteiligt. Da den oben ge-
nannten Studien zufolge, die Ubertragung von Entziindungsprozessen von einem zum
anderen Auge an die Aufhebung des Immunprivilegs gekoppelt ist, scheint MCP-1 folglich

keine Funktion als Ubertragermolekil auszutiben.

Es bleibt die Frage, unter welchen Umstanden UVB-bedingte kontralaterale Entzindungs-
und Trubungsreaktionen ausgeldst werden. Naheliegend scheint das Kriterium der UVB-
Bestrahlungsdosis und die Frage, ob diese die Substanz P-Freisetzung ins Kammerwas-
ser fur eine Aufhebung des Immunprivilegs ausreichend stimuliert. In den Versuchen von
Meyer et al. (2013) und Meyer et al. (2008) wurde eine maximale Bestrahlungsintensitat

der 4-fachen UVB-Schwellendosis gewahlt und damit eine geringere als in dieser Arbeit.

Des Weiteren ist davon auszugehen, dass neben der exogenen Bestrahlung auch Maus-
eigene Abwehr- und Kompensationsmechanismen den Ubertragungseffekt beeinflussen
und individuelle Unterschiede in der Effizienz dieser Mechanismen bestehen. Dies legen
die Ergebnisse von Meyers Versuchen nahe, laut denen nicht alle bestrahlten Mause
kontralaterale Trubungen und Entzindungszeichen entwickelten, jedoch der Anteil mit

steigender Bestrahlungsdosis zunahm.

Die zumeist bilaterale Auspragung der Katarakt verdeutlicht den Stellenwert neuer For-
schungsarbeiten zur Mdglichkeit einer zytokinvermittelten Ubertragung der Katarakt vom
einen zum anderen Auge. Wunschenswert sind an dieser Stelle weitere Arbeiten zur Kla-
rung des Zusammenhangs zwischen der UVB-induzierten Kataraktogenese und Entzun-
dungszeichen im kontralateralen unbestrahlten Auge, insbesondere unter
Berucksichtigung von Substanz P als mdglicher Ausléser und Regulator der Entzin-

dungsprozesse. Wie die oben vorgestellten Studien zeigen, sollte bei der Erforschung
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dieser Inhalte zukunftig der Substanz P Signalweg im Detail untersucht werden als mog-
licher Ansatzpunkt fur eine Katarakt-Pravention und -Therapie (Gross et al., 2020). Es
ware weiterhin eine logische Fortfuhrung dieser Arbeit, zu analysieren, ob die entzin-
dungsbegleitende Ubertragung der Katarakt zum kontralateralen Auge mit einer veran-
derten Synthese weiterer Zytokine des Substanz P-Signalweges im Linsenepithel

zusammenhangt.

4.5.2 Belege flr eine Zytokin-regulierte inflammatorische Komponente bei der Katarak-
togenese

Frihere Studien stltzen unsere These einer Zytokin-regulierten inflammatorischen Kom-
ponente bei der Kataraktogenese. Liu et al. (1994) und Mansfield et al. (2004 ) untersuch-
ten die Wirkung verschiedener Entzindungsfaktoren auf Linsenepithelzellen und
identifizierten dabei TGF- als wichtiges Molekul. Es konnte anhand von kultivierten Ge-
webeexplantaten zunachst flr die Ratte und spater auch an Linsenepithelzellen von
Maus, Hase und Mensch mikroskopisch gezeigt werden, dass dieser Wachstumsfaktor
kataraktogene Veranderungen in Linsenepithelzellen hervorrufen kann, die denen der

subkapsularen Katarakt ahneln (West-Mays et al., 2010).

Hinweise darauf, dass die UVB-induzierte Kataraktogenese in Zusammenhang mit Zyto-
kinveranderungen steht, wurden bereits von Meyer et al. (2013) gefunden. Im Serum von
Mausen mit UVB-induzierter Linsentrubung wurden signifikant erhdhte Interleukin-13
Werte ermittelt sowie ein &hnlicher Trend fir Interleukin-6. Ubereinstimmend damit zeig-
ten Klein et al. (2006) durch Untersuchung menschlicher Seren, dass die Hohe von Inter-
leukin-6 mit der Pravalenz der nuklearen Katarakt assoziiert war. Es ist zu vermuten, dass
es auch im Linsenepithel zur Erhdhung der Interleukin-6 Synthese in Assoziation mit der
UVB-induzierten Katarakt kommt. Dafur spricht, dass die hier nachgewiesene Substanz
P in der Lage ist, die Interleukin-6-Synthese in Zellen zu induzieren (Mashaghi et al.,
2016). Nishi (1996) erbrachte zudem den Nachweis fiir die Fahigkeit der Linsenepithel-

zellen, Interleukin-1B und Interleukin-6 zu exprimieren.

Weitere Argumente fur einen inflammatorischen Einfluss der Katarakt-Pathogenese lie-
fern Erkrankungen, die mit Zytokinveranderungen im Auge einhergehen und zur Katarakt

fuhren. Dazu gehéren die Erkrankungen Morbus Behcet und Vogt-Koyanagi-Harada



89

(VKH), die mit einer Erhdhung zahlreicher Zytokine im Auge assoziiert sind und Katarakte
verursachen (Sugita et al., 2012). Auffalligerweise spielt auch hier Interleukin-6 eine be-
deutende Rolle als signifikanter Marker fur die Entzindungsauspragung in den katarakto-

genen Augen (Chen et al., 2014).

Auch kongenitale Katarakte gehen oftmals mit okularen Entzindungsreaktionen einher.
Nachgewiesen wurden dabei zudem erhdhte Spiegel von Interleukin-6, Interleukin-1 und
MCP-1 im Kammerwasser der Neugeborenen mit kongenitaler Katarakt im Vergleich zum
Kammerwasser von Patienten mit seniler Katarakt (Sauer et al., 2016). Ein Zusammen-
hang des stark proinflammatorischen Augenmilieus mit der Auspragung der kongenitalen
Katarakt wird angenommen (Sauer et al., 2016). Offen bleibt, ob die Zytokinwerte im Kam-
merwasser bei seniler Katarakt im Vergleich zum Kammerwasser gesunder Augen eben-
falls erhéht sind, wenngleich weniger ausgepragt als bei der kongenitalen Katarakt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit unterstutzen diese These sowie die Relevanz, dies zukunftig zu
uberprufen. Auch die Tatsache, dass dieselben Zytokine in den hier genannten Studien
wiederholt von Bedeutung sind, unterstreicht die Notwendigkeit, dies im Rahmen zukuinf-

tiger Forschungsarbeiten zur Zytokin-Beteiligung zu untersuchen.

Ergaénzend zu den genannten Studien zum Zusammenhang eines proinflammatorischen
Zytokinmilieus und der Kataraktogenese, konnte auch eine gesteigerte Immunzellinfiltra-
tion bei UVB-induzierten Linsentribungen beobachtet werden. Dabei wurde die Infiltration
von F4/80-Monozyten/Makrophagen und polymorphonuklearen Leukozyten (PMN) in der
Vorderkammer nachgewiesen, wobei bei steigender UVB-Bestrahlungsdosis (einfache
bis vierfache UVB-Schwellendosis) ein ebenfalls steigender Anteil an Mausen mit Immun-
zell-Infiltration zu beobachten war (Meyer et al., 2013). Die Fahigkeit von Substanz P und
MCP-1 Leukozyten zu rekrutieren sowie unser Nachweis der UVB-induzierten und Kata-
rakt begleitenden Hochregulierung von Substanz P und MCP-1 legen nahe, dass die be-

obachtete Immunzell-Infiltration auch auf diese Zytokine zurickzufuhren sein konnte.

Im Gegensatz dazu konnten Wang et al. (2015) bei Untersuchung des Kammerwassers
und der gesamten Linsen von Patienten mit seniler nuklearer Katarakt keinen Anstieg an
Leukozyten bei steigender Harte des Linsenkerns (als Maf fur die Katarakt Auspragung)

feststellen. Wangs Forschungsgruppe sowie Chen et al. (2014) sehen keinen
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Zusammenhang zwischen den Entstehungsmechanismen inflammatorisch bedingter Ka-
tarakte und oxidationsbedingter, seniler Katarakte. Allerdings vertreten sie diese These
ohne die Unabhangigkeit der beiden Pathomechanismen voneinander zu Gberprifen und
zu belegen. Die Auffassung eines getrennten Pathomechanismus von inflammatorischer
und oxidationsbedingter, seniler Katarakt ist nicht mehr haltbar. Dafur spricht die oben
erlauterte Literatur, die inflammatorische Reaktionen im Rahmen UVB-induzierter Kata-
rakte belegt, da gleichzeitig bekannt ist, dass die senile Katarakt maf3geblich durch UVB-

Strahlung hervorgerufen wird.

Des Weiteren spricht die Analyse mdglicher Katarakt-Pathomechanismen, wie sie im fol-
genden Abschnitt vorgenommen wird, deutlich daftr, dass Entziindungs- und Oxidations-
prozesse in gegenseitiger Wechselwirkung ablaufen und folglich Zusammenhange
zwischen den unterschiedlichen Entstehungsmechanismen der Katarakt bestehen
(Hamacher et al., 2017).

4.5.3 Mogliche Pathomechanismen der inflammatorischen Kataraktogenese und ihr Zu-
sammenhang mit Substanz P und MCP-1

Die UVB-induzierte Schadigung des Linsenepithels fuhrt zur Ausbildung einer subkap-
sularen Katarakt, wie sie mikroskopisch in dieser Arbeit dargestellt und beschrieben
wurde. UVB-Strahlung ist in der Lage, Einfluss zu nehmen auf die Genexpression in oku-
laren Zellen. Auch im Linsenepithel wird die Expression und folglich die Synthese von
Substanz P und mdoglicherweise auch von MCP-1 hochreguliert. Wie oben beschrieben,
gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Substanz P-bedingter Aufhebung
des Immunprivilegs und der Ubertragung einer Linsentriibung zum kontralateralen Auge.
Erkenntnisse zum Immunprivileg und ACAID-Phanomen zeigen jedoch auch, dass Zyto-
kine und Immunzellen ebenfalls unter Gultigkeit des Immunprivilegs aktiv sind, so dass
ihre Beeinflussung der Kataraktogenese auch ohne prominente Entziindungsreaktion im

Auge zu vermuten ist.

An dieser Stelle sollen mogliche Pathomechanismen der inflammatorisch bedingten Ka-
taraktogenese aufgezeigt werden. Es ist noch nicht ausreichend erforscht, Uber welche

Mechanismen Zytokine Einfluss auf Linsenepithelzellen nehmen, denkbar ist jedoch
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durch die Beeinflussung der Barrierefunktion, des oxidativen Gleichgewichts und der Ge-

nexpression des Linsenepithels.

Fur Epithelien anderer Organe ist bereits belegt, dass Zytokine wie TGF-[3, Interleukin 4,
Interleukin 13 und TNF-a in der Lage sind, die Permeabilitat von Epithelien zu erhdhen
und epithelverbindende Tight Junctions durchlassiger zu machen (Hamacher et al., 2017).
In Bezug auf die Linse konnte dieser Zytokineinfluss Transportprozesse und damit die

Flissigkeits- und Nahrstoff- Homdostase der Linsenepithelzellen stéren.

Die Literatur legt nahe, dass inflammatorische Zytokine hauptsachlich tber Verstarkung
und Wechselwirkung mit den bekannten Katarakt-Pathomechanismen der verstarkten
Oxidation und veranderten Genexpression wirken. So ist flr die Pathogenese verschie-
dener kardiovaskularer und onkologischer Erkrankungen bekannt, dass Inflammation und
oxidativer Stress sich gegenseitig beeinflussen (Aukrust et al., 1998; Reuter et al., 2010;
Yang et al., 2017). Dabei bilden sie einen Teufelskreis der gegenseitigen Verstarkung, da
Immunzellen in der Lage sind, die Synthese von Sauerstoffradikalen in umliegenden Zel-
len zu erhéhen und erhéhte ROS-Werte die Genexpression fur Zytokine steigern kdnnen.
Die verstarkte Zytokin-Bildung regt dann in der Folge die Einwanderung weiterer Immun-
zellen an (Lozhkin et al., 2017). Insbesondere auch fur die artherosklerotische Wirkung
von MCP-1 und durch MCP-1 angelockte Monozyten/Makrophagen ist diese Wechselwir-
kung mit Sauerstoffradikalen (ROS) bekannt (Cochain und Zernecke, 2017; Satriano et
al., 1993). Die beschriebenen Interaktionen zwischen MCP-1 und ROS sind ein méglicher
Erklarungsansatz dafur, dass mit zunehmendem Alter beide Werte parallel im Kammer-
wasser ansteigen (Gao et al., 2016; Huang et al., 2014; Kawai et al., 2012; Kokubun et
al., 2017). Wie in der theoretischen Einfihrung erlautert, fihren ROS durch Oxidation von
Proteinen zur Ausbildung von Aggregaten, die zur Linsentribung fiihren kénnen. Bei An-
lagerung dieser Aggregate an die Membran der Linsenepithelzelle, tragen ROS zusatzlich
zur Kataraktogenese bei durch Stérung des Stofftransports und der Energiegewinnung
sowie durch verstarkte Pigmentbildung (Davies und Truscott, 2001; Truscott, 2005). In
der Konsequenz flihrt die anzunehmende entzindungsbedingte Verstarkung der ROS-
Synthese auch zur Verstarkung dieser Katarakt-Mechanismen.
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Substanz P ist durch eine sehr starke proinflammatorische Wirkung und die Fahigkeit, das
Immunprivileg aufzuheben, gekennzeichnet. So kdnnte durch UVB-Strahlung freigesetzte
Substanz P indirekt Gber die Induktion von Zytokinen und Chemokinen wie MCP-1 auf die

ROS-Synthese und das Einwandern von Immunzellen wirken.

Des Weiteren ist Substanz P in der Lage, die Genexpression von Epithelzellen zu beein-
flussen (Heck et al., 2004). Die Beeinflussung der Genexpression des Linsenepithels
durch Zytokine wurde bisher nicht untersucht. Niwa (1994) stellte jedoch fest, dass die mit
atopischer Dermatitis assoziierte inflammatorische Kataraktogenese mit einer geringeren
Induzierbarkeit der Superoxiddismutase einhergeht. Bekannt ist, dass die Expression von
Schutzenzymen eine grof3e Rolle fur das oxidative Gleichgewicht und damit fur die Kata-
raktogenese spielt. Die Bedeutung von Genen fur Enzyme der DNA-Reparatur in UV-
geschadigten Linsenzellen wurde sehr gut belegt durch Analyse des Genoms von Kata-
raktpatienten und durch Experimente an Knockout-Mausen. Treten in diesen Genab-
schnitten Mutationen auf, besteht ein erhdhtes Kataraktrisiko, da sich der kataraktogene

Einfluss von UV-Strahlung ungehindert auswirkt (Hamada und Fujimichi, 2015).

Ein Zusammenspiel verschiedener kataraktogen wirkender Beeinflussungen der Genex-
pression in Linsenepithelzellen ist denkbar, wie das Zusammenspiel zwischen altersbe-
dingten Degenerationsprozessen, oxidativem Stress und Entzindungsfaktoren. Mit
steigendem Alter Iasst die Synthese von Gluthation und antioxidativen Enzymen nach und
auch oxidativer Stress wirkt sich auf die Expression von tber 1000 Genen, darunter auch
solche fur die oxidative Abwehr, aus (Hejtmancik und Kantorow, 2004). Zukunftig waren
weitere aufschlussreiche Forschungsarbeiten zum Einfluss von Zytokinen auf die Genex-
pression des Linsenepithels winschenswert, um ihrer Bedeutung fur die Kataraktogenese
nachzugehen und die hier aufgestellten Thesen zu moglichen Pathomechanismen zu

Uberprifen und gegebenenfalls zu untermauern.
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4.5.4 Ansatzpunkte einer moglichen Katarakt-Pravention und Katarakt-Therapie

Die Erforschung der Rolle von Zytokinen und Entziindungsprozessen bei der Katarakto-
genese erodffnet die Moglichkeit neue Praventions- und Therapieansatze zu entwickeln.
Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen hierbei einen Beitrag leisten. Es wurde bereits auf
verschiedenen Wegen versucht, eine Katarakt-Therapie oder -Praventionsmal3nahme
durch Starkung der kdrpereigenen Oxidations-Abwehr zu etablieren. In zahlreichen Klini-
schen Studien zur oralen Katarakt-Pravention mit Antioxidantien wurden widersprichliche
Ergebnisse erzielt (Chong und Wong, 2008; Chylack et al., 2002; Kottler et al., 2003;
McCusker et al., 2016; Schalch und Chylack, 2003). Es konnten positive Effekte fur die
Einnahme von Vitamin C, Vitamin E, Zink und B-Karotin festgestellt werden bezlglich der
Auftretenshaufigkeit sowie des Voranschreitens der Kataraktauspragung (Christen et al.,
2014; Chylack et al., 2002). Eine Effektivitat wurde hierbei insbesondere bei friher Ein-
nahme im Krankheitsverlauf, bei hoherer Dosierung, bei langerer Einnahme Uber mindes-
tens drei Jahre sowie bei Einnahme von Personen, die besonders grolsem oxidativem
Stress ausgesetzt sind, wie zum Beispiel Rauchern, nachgewiesen (Chylack et al., 2002;
Fernandez und Afshari, 2008; Kottler et al., 2003). Diese Ergebnisse friherer Studien
zeigen, dass fur Personen, die erh6htem photooxidativem Stress durch UVB-Bestrahlung
ausgesetzt sind, die langfristige orale Einnahme antioxidativer Vitamine gesondert gepruift

werden sollte.

Trotz der teilweise positiven Ergebnisse konnte bisher keine konservative Therapie etab-
liert werden und der chirurgische Linsenaustausch bleibt nach wie vor die einzige Thera-
pie-Option fur die Kataraktbehandlung. Ein wesentliches Problem bei der Erforschung
antioxidativer Praventions- und Therapiestrategien war bisher, dass die Effektivitat der
Therapie erst ab einer Dosis gegeben war, bei der ebenso vermehrt paradoxe Nebenwir-

kungen auftraten (Kottler et al., 2003).

Die bereits gewonnenen Erkenntnisse zu einer multifaktoriellen Genese der Kataraktent-
stehung, die auch von dieser Arbeit gestltzt werden, sprechen dafir, dass auch bei der
Pravention und Therapie der Katarakt an mehreren Punkten parallel angesetzt werden
sollte. Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Rolle von Substanz P und MCP-1 im Rahmen der

Kataraktogenese legen eine Erganzung oder den Ersatz antioxidativer Strategien durch
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antiinflammatorische Ansatzpunkte nahe. Eine Kombination beider Ansatzpunkte ware
eine denkbare Strategie, um das antikataraktogene Potenzial von Antioxidantien zu nut-

zen bei geringerer, nebenwirkungsfreier Dosierung der antioxidativen Vitamine.

Um den potenziellen Weg einer Blockade der Substanz P- oder MCP-1-Funktion zu er-
forschen, eignen sich zum einen Knock-Out Mause und zum anderen die Rezeptor-Blo-

ckade durch verschiedene im Tiermodell bereits erfolgreich erprobte Antagonisten.

4.5.4.1 Mogliche Katarakt-Pravention oder -Therapie durch NK1R-Antagonisierung

Das Ausschalten der Substanz P Funktion fihrt am Linsenepithel zu einer schnelleren
Apoptose der Linsenepithelzellen und damit zu einem verkurzten und abgeschwachten
Entzindungsprozess (Yang et al., 2016; Zhou et al., 2008). Zudem wird durch die Blo-
ckade des NK-1-Rezeptors der immunologische Crosstalk zwischen den Augen verhin-
dert, so dass eine Ubertragung oder gegenseitige Verstarkung einer verdnderten
Zytokinsynthese im okularen Gewebe entgegengewirkt werden kann (Gross et al., 2020).
Dagegen abgewogen werden muss der potenziell nachteilige Effekt einer Substanz P-
Antagonisierung durch Verlust der Substanz P-Wirkung auf die Zellmigration und -prolife-

ration, die zur Regeneration des Linsenepithels beitragt.

Substanz P Knock-out Mause wurden bereits erfolgreich bei der Erforschung des okula-
ren Immunprivilegs eingesetzt (Lucas et al., 2012). Daruber hinaus wurde im Zusammen-
hang mit verschiedenen okularen Pathologien bisher der Einsatz von NK1R-Antagonisten
bevorzugt. Auch fir die Kataraktogenese und Zytokinexpression im Linsenepithel wurde
die Substanz P-Wirkung bereits durch Antagonisten, jedoch noch nicht durch Gen-Knock-

out erforscht.

Bei Verabreichung des Substanz P-Antagonisten Fosaprepitant konnte fur das Linse-
nepithel nach UVB-Bestrahlung am Mausmodell eine signifikant reduzierte Expression
von NK1R im UVB-exponierten und mit Fosaprepitant behandelten Auge im Vergleich zur
unbehandelten UVB-bestrahlten Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Gross et al.,
2020). Ebenso zeigte sich auch hier, dass durch den Substanz P-Rezeptor-Antagonisten

die inflammatorische Mitreaktion des kontralateralen unbestrahlten Auges, wie sie in der
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Literatur mehrfach beschrieben wurde, verhindert wird. Bemerkenswerterweise konnte an
der CL57BL6 Maus fur das Linsenepthel nach UVB-Bestrahlung keine verminderte NK1R-
Expression durch einen weiteren Substanz P-Antagonisten, Spantide | gezeigt werden, son-
dern im Gegenteil, eine paradoxe Hochregulierung (Gross et al., 2020). Folglich scheint Span-
tide fur die weitere Erforschung der NK1R-Antagonisierung zur Katarakt-Pravention oder
Therapie nicht geeignet, obwohl fir die Cornea und Retina eine verminderte Inflammation
durch Spantide | und Il beobachtet wurde (Hazlett et al., 2007; Lucas et al., 2012; Paunicka
et al., 2015; Twardy et al., 2011).

Ein weiterer Faktor, der gegen die Verwendung von Spantide | oder Il spricht, ist der bisher

rein experimentelle Einsatz und die fehlende Erprobung in klinischen Studien.

Lanepitant ist ein weiterer Arzneistoff zur Blockade des NK-1-Rezeptors, der im Tiermodell
bereits erfolgreich zur Therapie cornealer Neovaskularisierung angewandt wurde. In klini-
schen Studien am Menschen zeigte Lanepitant jedoch keine signifikante Wirkung (Bignami et
al., 2014).

Im Gegensatz zu Spantide und Lanepitant ist der Arzneistoff Aprepitant bzw. sein Prodrug
Fosaprepitant klinisch erprobt und zugelassen zur Vorbeugung von Ubelkeit und Erbre-
chen bei Chemotherapie sowie als Schmerzmittel (Tattersall et al., 2000). Auch eine an-
tiinflammatorische Wirkung von Fosaprepitant wurde in verschiedenen Studien bestatigt
(Berger et al., 2014; Bignami et al., 2017). Es ist zudem nebenwirkungsarm und gut ver-
traglich (Mufoz et al., 2010). Durch die klinische Erprobung, die gute Vertraglichkeit und
die gute antiinflammatorische Wirkung ist Fosaprepitant geeignet fur eine zuklnftige Er-

probung im Zusammenhang mit der Pravention oder Therapie der Katarakt.
4.5.4.2 Mogliche Katarakt-Pravention oder -Therapie durch MCP-1-Antagonisierung

Die Auswirkung einer MCP-1- oder MCP-1-Rezeptor-Blockade ist aufgrund der verschie-
denen Funktionen von MCP-1 in Abhangigkeit vom umgebenden Zytokinmilieu schwer

vorherzusehen.
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Wahrend zur Erforschung verschiedener Augenerkrankungen Substanz P-Rezeptor-An-
tagonisten gebrauchlich sind, wurden fur MCP-1 bisher keine Studien zur Rezeptor-Blo-

ckade durch Antagonisten am Auge durchgeflhrt.

Jedoch wurden hier vermehrt Knock-Out Mause eingesetzt und auch eine weitere, dritte
Moglichkeit der Intervention am MCP-1-Signalweg sowohl in vitro als auch in vivo er-
forscht. Dabei handelt es sich um die Dimerisierung von MCP-1 mit einer verabreichten
genetisch veranderten MCP-1-Mutation (7ND) zur Abschwachung der chemotaktischen
MCP-1-Wirkung (Kitamoto und Egashira, 2003; Zhang und Rollins, 1995).

Knock-Out Mause wurden bereits sowohl fur MCP-1 selbst als auch flr seinen Rezeptor
CCR2 eingesetzt (Kurihara and others 1997). Fur Erkrankungen des Auges wurden Ex-
perimente an der Knock-out Maus bisher bezuglich der altersbedingten Makuladegenera-
tion und ischamischen Retinopathie durchgefuhrt (Ambati et al., 2003; Davies et al.,
2006). Hierbei zeigte sich das Ausschalten des Gens fur MCP-1 jedoch als Verstarker fur
die genannten Pathologien. Im Gegensatz dazu konnte die MCP-1-Rezeptor Blockade an
der Knock-Out Maus fiir andere Erkrankungen wie der multiplen Sklerose jedoch auch zu

positiven Effekten fihren (Sorensen et al., 2004).

Dieses Ergebnis unterstreicht die zahlreichen und kontraren Funktionen des Entzin-
dungsfaktors MCP-1, einschliel3lich seiner Bedeutung bei der Aufrechterhaltung und Wie-
derherstellung gesunden Augengewebes. Eine mogliche Therapie oder Pravention durch
Reduktion der MCP-1-Wirkung wird hierdurch erschwert und zeigt, dass dieser Ansatz
nur mit Vorsicht angewandt werden sollte. Essenzielles Kriterium, das den Einsatz einer
MCP-1-Antagonisierung erst sinnvoll erscheinen Iasst, ist ein detailliertes Wissen uber die
Einflussfaktoren auf die Funktionsauspragung von MCP-1. Bei der zukulnftigen Erfor-
schung einer mdglichen Pravention oder Therapie der Katarakt sollten folglich auch mit
MCP-1 zusammenspielende Entzindungsfaktoren identifiziert werden. Insbesondere
TNF-a sollte dabei untersucht werden, da es bekannt ist als wichtiger Regulator von MCP-

1 im Rahmen des Erhalts des Immunprivilegs des Auges (Cone und Pais, 2009).

Da die MCP-1-Synthese auch durch Substanz P initiiert wird, bleibt abzuwarten, ob in
weiteren Forschungsarbeiten eine Blockade der Substanz P-Funktion bereits in
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ausreichendem Umfang die MCP-1-Funktion einschrankt ohne die mogliche positive

Funktionsauspragung von MCP-1 zu verhindern.

4.6 Abschlielende Bewertung und Ausblick

In der Vergangenheit wurden die Entstehungsmechanismen der senilen Katarakt er-
forscht und der Fokus dabei besonders auf die ursachlichen Oxidationsprozesse sowie
die korpereigenen antioxidativen Abwehrmechanismen gelegt. Trotz des inzwischen er-
langten umfassenden Verstandnisses dieser Mechanismen gelang es nicht, daraus eine

konservative Katarakttherapie oder Praventionsmalinahmen zu entwickeln.

Aufgrund der systemisch und lokal bestehenden Immuntoleranz gegenuber okularen An-
tigenen, bestand lange Zeit die Auffassung des Auges als Immunzell-freier und Immunre-
aktions-freier Raum. Entsprechend wurden auch die Pathomechanismen der
Kataraktogenese unabhangig von immunologischen Prozessen erforscht. Mit der Etablie-
rung des Konzepts des Immunprivilegs, spater auch als ACAID Phanomen bezeichnet,
entwickelte sich ein neues Verstandnis immunologischer Verhaltnisse im Auge. Im Mittel-
punkt des neuen Konzepts standen Entziindungsfaktoren und Immunzellen im Auge, die
die physiologische Immuntoleranz durch aktive Immunsuppression herstellen. Damit ein-
hergehend wurde die Aufhebbarkeit der Immuntoleranz durch Veranderung in der Zusam-

mensetzung dieser Entzindungsfaktoren entdeckt.

Das neu gewonnene Wissen erweiterte gangige Sichtweisen zu okularen Erkrankungen,
zum Beispiel der altersbedingten Makuladegeneration (AMD). Im allgemein gultigen Kon-
zept der Kataraktogenese blieben die Erkenntnisse zur weitreichenden Bedeutung von
Entzindungsfaktoren bis heute jedoch unbertcksichtigt, obwohl die inflammatorische Ka-
tarakt-Pathogenese im Rahmen entziindlicher Grunderkrankungen als wissenschaftlich
gesichert gilt und sich die Hinweise eines inflammatorischen Einflusses auf die UVB-in-
duzierte Kataraktogenese haufen. Es scheint Uberfallig, dass, nach langanhaltender Fo-
kussierung auf Oxidationsprozesse und oxidative Abwehrmechanismen, der Blick
geweitet wird fir mdgliche inflammatorische Einflussfaktoren auf diese Mechanismen.

Das Verstandnis kataraktogener Pathomechanismen sollte unter Berucksichtigung des
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aktuellen immunologischen Wissens uberpruft werden und dabei der Zusammenhang mit

Entzindungsfaktoren untersucht werden.

Eine wichtige Erweiterung erfuhr die Kataraktforschung in den letzten Jahren. Zunehmend
wurde die Bedeutung des Linsenepithels als Ursprungsort der Kataraktentwicklung her-
ausgestellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie weitere Studien, die einen Zusammen-
hang zwischen lokalen und systemischen Entzindungsprozessen und der UVB-
induzierten Kataraktogenese nahelegen, unterstreichen die Notwendigkeit, das Linse-

nepithel bezlglich seiner inflammatorischen Funktion zu untersuchen.

In dieser Arbeit konnte die UVB-abhangige Synthese von MCP-1 und NK1R im Linse-
nepithel in-vivo mittels ELISA nachgewiesen werden. Die NK1R-Synthese war nach drei
Tagen im bestrahlten Auge im Vergleich zum nicht bestrahlten Auge signifikant erhoht.
Dieses Ergebnis zeigt die Notwendigkeit auf, auch die Synthese des Linsenepithels von
Entzindungsfaktoren in grof® angelegten Immunassays zum Beispiel mit Hilfe von Multi-
plex-Tests wie dem MBAA (multiplex bead array assay) zu untersuchen. Dabei ware auf-
grund der vermuteten Molekul-Interaktionen auch die Zytokinlevel im Kammerwasser und
angrenzenden okularen Geweben von Interesse. Eine winschenswerte Erweiterung zur
Fragestellung dieser Studie ist die Untersuchung langfristiger UVB-bedingter Zytokinef-
fekte, da die Kataraktogenese ein chronischer Prozess ist und entsprechende Hinweise
vorliegen, dass die Stimulation des Linsenepithels zu langfristigen Zytokinveranderungen
fuhren kann. Der Vergleich pathologischer Linsen mit den Linsen gesunder Augen wurde
in bisherigen Studien leider oft nicht durchgefihrt, ist fur zuklnftige Studien jedoch unbe-
dingt zu empfehlen, da sonst oft ungewiss bleibt, ob sich ein ermitteltes Resultat vom
physiologischen Zustand unterscheidet. Neben der Syntheserate sollten zukiinftig auch
die Wirkmechanismen von Zytokinen untersucht werden unter Berucksichtigung zytokin-
modulierender Molekule und Zytokin-Interaktionen. Neben der Oxidations- und Entzun-
dungs-fordernden Funktion ist dabei auch ihre Fahigkeit zur Unterstutzung von
Schutzmechanismen und Regenerationsprozessen zu bericksichtigen. Ein vorstellbares
Modell zur Untersuchung dieser Fragestellungen ist das Ausschalten bestimmter Zytokin-
Gene an Substanz P und MCP-1 Knock-out Mausen sowie die Anwendung von Antikor-

pern gegen Substanz P und MCP-1.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden zur Katarakt-Quantifizierung sowie der Ein-
satz des Vilber Lourmat Bestrahlungsgerates haben sich in dieser Arbeit bewahrt und sind
fur weitere Forschungsarbeiten zur UVB-Strahlung an der C57BL/6-Maus zu empfehlen.
Der Bezug zur UVB-Schwellenwert-Dosis schafft dabei Vergleichbarkeit zwischen den Er-

gebnissen zukunftiger und bisheriger Studien.

Diese Arbeit eréffnet neue Ansatzpunkte fur eine mogliche Katarakttherapie oder -praven-
tion. Sie liefert Argumente, die bisher erfolglosen Versuche zur Starkung oxidativer
Schutzmechanismen zu erganzen oder zu ersetzen durch Therapieansatze zur Schwa-
chung proinflammatorischer und damit prooxidativer Zytokine. Die Antagonisierung der
Zytokine konnte dabei Uber die Blockade ihrer Rezeptoren oder die Schwachung ihrer
Freisetzung stattfinden. Die Blockade des NK-1-Rezeptors und damit die Hemmung sei-
ner proinflammatorischen Funktion wurde im Mausmodell beziglich der UVB-induzierten
Kataraktogenese erfolgreich angewandt. Die Ubertragbarkeit auf Therapieanséatze bleibt
in klinischen Studien zu erforschen. Die Antagonisierung des CCR2 Rezeptors wurde be-
reits in klinischen Studien zu verschiedenen Erkrankungen getestet. Dabei wurde deut-
lich, dass die Vielseitigkeit der MCP-1 Wirkung, wie sie in dieser Arbeit beschrieben
wurde, eine grol3e Herausforderung darstellt. Die mdglichen positiven Effekte einer MCP-
1-Antagonisierung in Bezug auf die Abschwachung der inflammatorischen Komponente
bei der Katarakt-Pathogenese muss den mdglichen Risiken aufgrund der Gesundheits-
erhaltenden Immunregulierung durch MCP-1 gegentibergestellt werden. Eine sorgfaltige

Abwagung ist hierbei erforderlich (Deshmane et al., 2009; Kalinowska und Losy, 2008).
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5 Zusammenfassung

Weltweit gilt die Katarakt als haufigste Erblindungsursache und in den westlichen Landern
ist die Katarakt-Operation der am haufigsten durchgefuhrte operative Eingriff. Die weitrei-
chenden Folgen auf gesellschaftlicher und 6konomischer Ebene sowie fur den Betroffe-
nen, flhrten dazu, dass in den letzten Jahren zahlreiche Forschungsarbeiten zur
Ergrindung der Pathomechanismen dieser Erkrankung durchgefiihrt wurden. Ein umfas-
sendes Verstandnis fur die Prozesse der Proteinoxidation und -Aggregation sowie fur die
grolRe Bedeutung des Linsenepithels wurden erlangt, jedoch konnte daraus bis heute

keine erfolgreiche Katarakt-Therapie oder -Pravention entwickelt werden.

In der Konsequenz mussen auch mogliche Pathomechanismen der Kataraktogenese, die
uber die bisher bekannten hinausgehen, untersucht werden. Zahlreiche Hinweise deuten
auf eine Beteiligung von Entzindungsfaktoren an der Kataraktogenese. Hier setzt die vor-
liegende Arbeit an, die den Einfluss des grof3ten Umweltfaktors, der UVB-Strahlung, auf

eine mdgliche inflammatorische Katarakt-Pathogenese nachgeht.

Im in-vivo Experiment an der Maus wurde dabei erstmalig die Wirkung einseitiger okularer
UVB-Bestrahlung im 300nm-Bereich (14,5 kJ/ m?) auf die Synthese von Entziindungsfak-
toren im Linsenepithel untersucht. Alle bestrahlten Mause entwickelten eine Katarakt im
entsprechenden Auge. Die Erstellung mikroskopischer Fotoaufnahmen zeigte dabei eine
grof¥flachige Tribung des anterioren Linsenepithels drei Tage nach Bestrahlung, die sich
bis nach sieben Tagen durch Regenerationsprozesse deutlich verkleinerte. Das Ergebnis
der computergestutzten Quantifizierung der Linsentribungen zeigte, entsprechend dem
morphologischen Bild, eine stark erhdhte Pixelintensitat im bestrahlten Auge nach drei

Tagen, die ebenfalls bis nach sieben Tagen ricklaufig war.

Mittels ELISA-Tests wurde das Linsenepithel der bestrahlten Mause sowie der Kontrolle
auf die Expression des Chemokins MCP-1 sowie des Substanz P-Rezeptors NK1R hin
untersucht. Die MCP-1-Synthese war sowohl nach drei als auch nach sieben Tagen im
bestrahlten Auge leicht erhoht, es konnte dabei jedoch keine Signifikanz festgestellt wer-
den. Fur die NK1R-Synthese wurde ein signifikanter Unterschied zwischen bestrahltem

und nicht bestrahltem Auge nach drei Tagen festgestellt.
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Das Ergebnis einer UVB-bedingt erhdhten Expression von Entzindungsfaktoren und ih-
rem Rezeptor im Linsenepithel stellt eine mogliche Beteiligung inflammatorischer Zytokine
an der Kataraktogenese in den Raum. Zukunftig sollte untersucht werden, ob antiinflamm-
atorische Ansatze oder Ansatze zur Verstarkung der regenerativen Funktion von Zytoki-
nen der Katarakt-Entwicklung entgegenwirken. Diese Arbeit liefert wichtige Hinweise
darauf, dass die Zytokine MCP-1 und Substanz P bei der Entwicklung einer mdglichen

Katarakttherapie und -prophylaxe Beachtung finden sollten.
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