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Zusammenfassung

Hintergrund Apoptose ist ein genregulierter Zelltod, der
bei Netzhauterkrankungen wie der Retinitis pigmentosa, der
Netzhautablôsung sowie der prolilerativen Vitreoretinopa-
thie eine Rolle spielt. Ein besseres Verstàndnis der Regula-
tion des apoptotischen Zelltodes kônnte iiber eine Reduktion
der Zelltodrate ein Eingreifen in den Krankheitsverlauf von
Netzhauterkrankungen ermôglichen. In verschiedenen
anderen Zellsystemen konnte beobachtet werden, daB oxi-
dativer StreB ûber oxidierte Arachidonsâure-Metabolite
Apoptose auslôsen kann. Studien in unserem Labor zeigten,
daB weiBes Fluoreszenzlicht Apoptose in den Photorezepto-
ren der Rattennetzhaut in vivo auslôst. Wir beobachtetenzu-
dem die Freisetzung von Arachidonsâure und die Bildung
von Arachidonsâure-Metaboliten bei der Belichtung von
Ratten-Netzhâuten. Daher kônnte die Iichtinduzierte
Apoptose der Photorezeptorzellen durch Arachidonsâure
oder seine Metabolite vermittelt sein.
Material und Methoden Isolierte Rattennetzhàute wurden
mit und ohne Zusatz von 30 pLmol 5S-Hydroxyperoxytetraen-
sâure (5S-HPETE) fûr 60, f20 und 180 Minuten inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Netzhâute licht- und elek-
tronenmikroskopisch untersucht und die Apoptoserate in
den Photorezeptoren quantifiziert.
Ergebnisse DerArachidonsâure-Metabolit 5S-HPETE lôst
Apoptose in den Photorezeptoren der Rattennetzhaut in
vitro aus. Es wurde ein signifikanter Anstieg der Apoptose-
rate wâhrend der Inkubation mit 5S-HPETE im Vergleich
zur Kontrollgruppe beobachtet.
Schlu8folgerung Durch Licht freigesetzte Arachidonsâure-
Metabolite stellen potentielle Botenstoffe fiir die Apoptose
von Photorezeptoren dar.
Schlûsselwôrter Arachidonsâure - Lichtschaden
Apoptose - 5S-HPETE - Ratte - Netzhaut - Photorezeptor

HPETE, an arachidonic acid metabolite, induces apoptosis
in the rat retina in vitro

Background Apoptosis is a gene-regulated mode of cell
death which gains increasing importance in retinal patholo-
gies such as retinitis pigmentosa, retinal detachment and pro-
liverative vitreoretinopathy. A better understanding of the
regulation of apoptosis could imply the means to reduce pho-
toreceptor cell death and thereby provide therapeutic stra-
tegies to influene the time course of retinal diseases. Previous
studies in our laboratory demonstrated that light induces
apoptosis in the rat retina in vivo as a function of light dose.
In several cell systems, oxidative stress including oxygenated
metabolites of arachidonic acid (AA) was found to evoke
apoptosis. We have observed a light-elicited release of AA
and the subsequent formation of its metabolites in the rat
retina. Therefore, AA and its metabolites appeared to be
suitable candidates for the induction of apoptosis during light
exposure.
Materials and methods Isolated rat retinas were incubated
for 60, 120 and 180 min, respectively, with and without the
addition of 30 pmol 5S-hydroperoxyeicosatetraenoic acid
(5-HPETE). Retinas were then processed for light- and
electron microscopy and examined for the morphological
signs of apoptosis. The rate of apoptosis in the outer nuclear
layer was assessed quantitatively.
Results 5S-HPETE induces apoptosis of photoreceptors in
the rat retina in vitro. Quantitative analysis revealed a sig-
nificant increase in the rate of apoptosis of 5S-HPETE-
treated retinas when compared to untreated controls.
Conclusion Arachidonic acid metabolites released upon
Iight exposure may represent messenger candidates for
apoptosis in the retina.
Key words arachidonic acid - light damage - apoptosis -
5S-HPETE - rat - retina - photoreceptors

Zelltod durch Apoptose steht seit mehreren Jahren im
Rampenlicht der Forschung. Im Gegensatz zur Nekrose,
die mit Zell-Lyse und kollateralen Gewebsschâden in
Form einer Entzûndung einhergeht, wird der apoptoti-
sche Zelltod auch als ,,stiller Tod" einzelner Zellenbe-
zeichnet und kann durch spezifische morphologische
(21) und biochemische (4,1.9) Kriterien klar von Ne-
krose abgegrenzt werden.Apoptose wird sowohl in vivo
als auch in vitro in einer Reihe verschiedener Gewebe
und Zelltypen beobachtet und kann durch verschiedene
Stimuli ausgelôst werden. Apoptose ist ein genregulier-
ter ProzeB;die Regulation erfolgt entweder ûber eine de
novo-Genexpression oder aber ûber die Aktivierung

konstitutiv exprimierter Effektorsysteme wie beispiels-
weise Protease-Kaskaden (20). Bisher sind nur wenige
Kandidatengene, die fûr die Regulierung vonApoptose
in der Netzhaut von Bedeutung sein kônnten, identifi-
ziert worden; Signalwege und Effektormolekûle sind so
gut wie unbekannt. Ein besseres Verstândnis des
apoptotischen Zelltodes kônnte zuTherapieansâtzen in
der Behandlung von Netzhautdegenerationen fùhren.
Vor kurzem konnte unser Labor nun zeigen, daB das
Proto-Onkogen c-fos essentiell ftir die lichtinduzierte
Photorezeptordegeneration durch Apoptose ist (6).
Màuse, denen ein funktionelles c-fos Gen fehlt (c-/os
knockouts), zeigten nach Lichtexposition eine vôllig
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normale Netzhautstruktur, wâhrend Kontrolltiere mit
intaktem c-fos-Gen (c-los wild-type) eine massive
Apoptose der Photorezeptorenund damit eine schwere
Netzhautdegeneration aufwiesen.

In der Netzhaut wurde Zelltod durch Apoptose der
Photorezeptoren unter anderem wâhrend der Entwick-
lung (22), in Tiermodellen fùr Retinitis Pigmentosa (RP)
(12) und in Spenderaugen von an RP erkrankten Ver-
storbenen nachgewiesen (9).

IJnser Labor konnte kûrzlich zeigen, daB weiBes Fluo-
reszenzlicht ûber einen noch unbekannten Signalweg
Apoptose in der Sâugetiernetzhaut auslôst (5, 6,I7).
Arachidonsâure (AA) und seine oxidierten Metabo-
lite, wie zum Beispiel 5S-Hydroperoxyeicosatetraen-
Sâure (5-HPETE), werden von uns aus folgenden
Grûnden als potentielle Mediatoren lichtinduzierter
Photorezeptor-Apoptose angesehen.AA und seine oxi-
dierten Metabolite induzierenApoptose in anderen Sy-
stemen (1). Arachidonsâure wird bei Belichtung aus
Membran-Phospholipiden der Rattennetzhaut freige-
setzt (8). Bei Belichtung von Ratten-Netzhâuten in vitro
kommt es zur Bildung von SS-HPETE aus Arachi-
donsâure (15).Aus diesen Grûnden haben wir in dieser
Pilotstudie den Effekt von 5S-HPETE auf die Photo=
rezeptor-Apoptose in einem in vitro-Modellsystem der
isolierten Ratte-Netzhaut untersucht f 14).

Die Netzhaut enthâlt hohe Mengen antioxidativ wir-
kender Enzyme und Radikalfânger und weist damit ei-
nen gewissen Schutz vor oxidativen Schâden auf. Diese
Schutzmechanismen scheinen allerdings nicht immer
auszureichen, denn eine ûberschwellige Lichtexposition
fùhrt im experimentellen Tierversuch zu degenerativen
Netzhautverânderungen (11, 17). Verschiedene Vor-
gânge kônnten hierfûr verantwortlich gemacht werden:
1. eine akute starke Belastung kônnte die antioxidativen
Schutzsysteme erschôpfen ;2. eine Reduktion antioxida-
tiver Mechanismen im Alter (7, 10) sowie 3. eine inter-
individuelle Variabilitât der Menge antioxidativ wirken-
der Enzyme in der Netzhaut (2). Aus diesen Grûnden ha-
ben wir, im Vergleich zu Studien in anderen Systemen
(18), hôhere Mengen an SS-HPETE verwendet.

Material und Methoden

Alle im Laufe dieser Studie durchgefûhrten Tierversuche sind
nach den Richtlinien der ,,ARVO-Konvention ùber den Ge-
brauch von Tieren in der Forschung auf dem Gebiet der Au-
genheilkunde" durchgefthrt worden.

Isolierte Rattennetzhâute wurden 1ùr 60. 120 und 180 Minu-
ten in einem speziellen Inkubationsmedium (15) mit und ohne
Zssatz von 30 pmol 5S-HPETE, inkubiert (N:5 pro Gruppe
und Zeitpunkt). Im AnschluB an die Inkubation wurden die
Netzhâute in 2,5'/" Glutaraldehyd (0,1 M Cacodylat-Puffer)
fixiert und mit Osmiumtetroxid postfixiert. Halbdiinnschnitte
wurden mit Methylenblau und Dùnnschnitte mit Uranylace-

tat angefârbt und unter einem Zeiss Axiophot, bzw. einem
Hitachi 7000-Elektronenmikroskop auf typische apoptotische
Verânderungen untersucht. Morphologisch ist Apoptose
durch den Tod einzelner Zellenmit progressiver Chromatin-
und Zytoplasmakondensierung definiert (21).

Die verschiedene Stadien der Kernchromatin-Kondensierung
reichen von einer deutlichen Reduktion der peripheren Kern-
chromatins bis hin zu stark kondensierten und geschrumpften
Strukturen, gefolgt vomZerfall in die sogenannten apoptoti-
schen Kôrper.

Ftir die quantitative Analyse wurden L0 elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen der ÀuBeren Kôrnerschicht (VergrôBe-
rung 3000-fach) randomisiert von einem Schnitt angefertigt.
Die Anzahl apoptotischer Zellkerne wurde auf jeder Foto-
grafie ausgezâhlt, in Beziehung zur Gesamtanzahl der Photo-
rezeptorkerne pro Photographie gesetzt und in Prozent
Apoptose pro Photographie ausgedrùckt. Apoptotische Kôr-
per wurden von der Zâhlung ausgeschlossen. Die Auszâhlung
erfolgte durch einen der Autoren (J.R.), der in Unkenntnis
ûber die experimentelle Bedingung der von ihm ausgezâhlten
Schnitte war. Von den 10 Photographien pro Netzhaut (N:
5 Netzhâute) wurden der Mittelwert sowie die Standardab-
weichung berechnet und in Prozent Apoptose ausgedrùckt.
Die statistisch signilikanten Unterschiede zwischen der expe-
rimentellen und der entsprechenden Kontrollgruppe nach 120
und 180 Minuten Inkubation wurden durch den unpaarigen
Student t-Test bestâtigt.

Ergebnisse

Kontrollnetzhâute, die fûr 60,720 und 180 Minuten in-
kubiert worden waren, zeigten eine regulâre Chroma-
tinstruktur der Zellkerne der ÀuBeren Kôrnerschicht
(Abb.1a).Im Gegensatz dazu konnte bei Inkubation mit
30 pmol5S-HPETE fûr 60,120 und 180 Minuten eine zu-
nehmende Anzahl von Photor ezeptor-Zellkernen in
verschiedenen Stadien der Kernchromatin-Kondensie-
rung nachgewiesen werden (Abb.1b,c,d (*)).

Die Innere Kôrnerschicht war, abgesehen von verein-
zelten geschwollen en Zellen, unauffâllig. Die Quantifi-
zierung der apoptotischen Zellkerne in der ÀuBeren
Kôrnerschicht ergab statistisch signifikante Unter-
schiede: Kontrollnetzhàtte zeigten nach 60 Minuten
(0%) keine Zeichen der Apoptose und nach 120
(0,8+0,4%) und 180 Minuten (1,9+0,98%) eine sehr
geringe Anzahl apoptotischer Zellen, wâhrend mit
5S-HPETE behandelte Netzhâute nach 60 Minuten
(3,06 + 0,7'/") eine ausgeprâgte Apoptoserate aufwie-
sen, die nach 120 (5,3+0,5) und 180 Minuten
(7,22+1,2'/") im Vergleich zu den Kontrollnetzhâuten
statistisch signifikant zunahm (p < 0,05) (Abb. 2).

Diskussion

Diese Resultate zeigen, daB der oxidative Arachi-
donsâure-Metabolit 5S-HPETE Apoptose in der Rat-
tennetzhaut in vitro induzieren kann.
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Abb. 1 a-d Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Kontrol -

netzhaut und mit 5S-HPETE behandelten Netzhàuten, d e apoptotl-
sche Kerne aufweisen. a) Kontrollnetzhaut, 120 Minuten inkubiert. Die
Photorezeptor-Zel kerne wersen eine normale Chromatinstruktur mlt
elnem dunk en Zentrurn und einer he leren Peripherie auf. b) tVlt 5S-
HPETE behandelte Netzhaut, 60 Minuten inkubiert. Frùhe Apopto-
sestadien mit deutllcher Chromatin-Kondensierung slnd slchtbar {*).
c-d) Mit sS-HPETE behande te Netzhâute, '1 20 Minuten (c) und 180
Minuten (d) lnkubiert. Verschledene Stadien der Chromatln-Konden-
sierung in apoptotischen Ze lkernen (*) sind erkennbar. Der Ba ken
reorâsentiert 1 um

Quantitative Analyse

Minuten

120' 180' 60' 120' 180,

. 
Fr < 0.0S

Abb. 2 Ouantrtatlve Ana yse der Apoptoserate in der AuBeren Kôr-
nerschrcht der Rattennetzhaut nach Inkubation mit 30 umol sS-HPETE
f ûr 60, 120 und 180 Minuten. Es konnte eine deut iche Zunahme der
apoptotlschen Zellkerne in der mit sS-HPETE behande ten Gruppe
(schwarze Sâulen) sowie eine schwache Zunahme in der Kontro l-
gruppe (welRe Sàu en) beobachtet werden. Der Student-t-Test be-
stétigte die Signif ikanz der Unterschlede zwischen der Kontrollgruppe
und der mit 5S-HPETE behandelten Gruppe fur die verschiedenen
Zeitpunkte (p < 0,05)

In einer vorangegangenen Studie ùber den Zeitverlauf
derApoptose bei lichtinduzierter Photorezeptor-Dege-
neration in vivo konnten wir zeigen, daB die morpholo-

gischen Zeichen derApoptose in den Photorezeptoren
den biochemischen Kriterien (zum Beispiel die inter-
nukleosomale DNA-Fragmentierung) circa 5 Stunden
vorangehen. Da die optimale Funktionsfâhigkeit von
Netzhâuten in unserem Modell ebenfalls etwa 5 Stun-
den betrâgt, konnten die biochemischen Kriterien der
Apoptose in dieser Studie leider nicht dargestellt wer-
den. Daher wurde die Apoptose allein ùber die mor-
phologischen Kriterien definiert und quantifiziert. Diese
stimmten allerdings vôllig mit den morphologischen
Verânderungen ùberein, die wir in unserem In-vivo-
Modell im Verlauf der Photorezeptor-Apoptose zu-
sammen mit den biochemischen Kriterien beobachten
konnten (5, 6).Wir arbeiten daher daran, die Funk-
tionsfâhigkeit der Netzhâute in vitro zeitlich zu verlân-
gern.

Da die Bildung von 5S-HPETE in der Netzhaut durch
Licht ausgelôst wird (15), ist diese Substanz ein poten-
tieller Mediator lichtinduzierter Photorezeptor-
Apoptose. Neben der Freisetzung und Metabolisierung
von Arachidonsâure induziert die Behandlung mit
weiBem Fluoreszenzlicht auch die Bildung von freien
Radikalen und reaktiven Sauerstoff-Zwischenproduk-
ten (3),welche in anderen SystemenApoptose auslôsen
kônnen (1). Daher kônnten antioxidativ wirkende Sub-
stanzen sowie Phospholipase-Inhibitoren (8) schûtzend
vor lichtinduzierter Apoptose wirken (Ubersichtsarbei-
ten siehe ((11,16)).

SchluBfolgerung

Diese Pilotstudie zeigt, daB die Freisetzung von HPETE
Photorezeptor-Apoptose in vitro induziert. Wir haben
vor kurzem beobachtet, daB das Protoonkogen c-fos
essentiell fû lichtinduzierte Photorezeptor-Apoptose in
vivo ist (6). Interessanterweise bewirken oxidative
Metabolite der Arachidonsâure in anderen Systemen
eine Zunahme der c-fos-Expression (13). Unsere Hy-
pothese ist es nun, da8 dieser Mechanismus auch in der
Netzhaut ablaufen kônnte. Daher wird der Nachweis
einer zunehmenden c-los-Expression durch 5S-HPETE
in der Netzhaut das nàchste ZieI der auf diese Arbeit fol-
genden Studien sein.
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Das vorliegende Werk befaBt sich in insgesamt 19 Kapiteln mit
okulo-muko-kutanen blasenbildenden Erkrankungen, wofùr
es den Herausgebern gelungen ist eine sehr renomierte Grup-
pe internationaler Autoren zu gewinnen. Das Buch wendet
sich sowohl an Ophthalmologen als auch an Dermatologen.

Zu Beginn wird in mehreren grundlegenden Kapiteln der heu-
tige Kentnisstand zur Funktion und Physiologie des Immun-
systems der Haut dargestellt. Es folgen Abschnitte zu Auto-
immunitât und immunologischem Privileg des Auges und der
Cornea im speziellen. Nach zwei weiteren Kapiteln, die sich mit
morphologischen Aspekten der Haut und Schleimhâute be-

fassen. schlieBen sich im zweiten Teil des Buches Abschnitte
zu typischen Krankheitsbildern an. Im einzelnen werden me-
dikamenteninduzierte Erkrankungen wie das Erythema ex-

sudativum multiforme, das Stevens-Johnson-Syndrom und die
toxische epidermale Nekrolyse behandelt. Dartiberhinaus wer-
den die Pathophysiologie, Klinik und Therapie des vernar-
benden okulâren Pemphigoids ausfùhrlich abgehandelt. Her-

vorzuheben sind weiterhin Kapitel zur Gentherapie blasen-

bildender Hauterkrankungen und zu Grundlagen in der chir-
urgischen Therapie okulârer Manifestationen der Erkran-
kungen.

Insgesamt bietet das vorliegende Buch einen hervorragenden
Einblick in den aktuellen Stand der Grundlagenforschung und
Therapie dieser interessanten Gruppe von Krankheitsbildern.
Die meisten Kapitel sind erfreulicherweise iibersichtlich ge-

gliedert und jeweils mit einer kurzen Einfûhrung versehen, so

daB auch dem zuvor nicht mit der Forschung auf diesem Ge-
biet Vertrauten der Einstieg in die Materie einfach gemacht

wird. Lesern. die sich darùberhinaus weiter informieren môch-
ten oder wissenschaftliches Interesse haben, erleichtern die den

Kapiteln angeftgten, iiberwiegend sehr ausftihrlichen Litera-
turverzeichnisse die Arbeit.

ZusammengefaBt kann das Buch allen, die in ihrer tâglichen
Arbeit mit den hâufig sehr schwerwiegenden Problemen der
Patienten mit blasenbildenden Erkrankungen konfrontiert
werden, ohne Einschrânkung empfohlen werden.

Georg Hiiring, Kiel


