Universitatsklinikum
Disseldorf

FORSCHUNGSLABOR

Untersuchung der Funktion des Rho Kinase Inhibitors

Y27632 in einem neuen 3D

Modell zur Analyse der kornealen Nervenregeneration

Sonja Mertsch, Cosima Rose, Gerd Geerling and Stefan Schrader

Klinik fur Augenheilkunde, Universitatsklinikum Dusseldorf

Einleitung

Die neurotrophe Keratopathie (NK) ist eine degenerative Hornhauterkrankung, welche aus einer
verminderten Innervation der Kornea resultiert und bei schweren Formen bis hin zur Erblindung
fuhren kann. Bis heute gibt es keine kurative Behandlungsmoglichkeit der Erkrankung. Ziel dieses
Projektes ist durch eine Analyse von neuen Faktoren zur Verbesserung der Nervenregeneration der
Kornea unter Nutzung neu etablierter 3D Modelle in vitro mdgliche neue therapeutische Ansétze
aufzuzeigen. Als ersten moglicher Faktor wurde in dieser Studie der Rho Kinase Inhibitor Y27632
auf seinen Einfluss auf die neuronale Regeneration in einem 2D und dem neuen 3D Modell
vergleichend untersucht.
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Wachstum von DRGs auf Lamininbeschichtenten wells (A-D) oder in den PCC Gelen (E-H) zu
verschiedenen Zeitpunkten von D1 bis D14. Neurone in dem PCC Gel zeigen ein verzdgertes
Auswachsen der Dendriten, es bildet sich jedoch ab Tag 5 ein vergleichbares Netzwerk der Fasern wie
beim 2D Wachstum auf Laminin an Tag 2. Die DRGs wurden mittels anti-Bllltubulin (rot) und DAPI (blau)
gefarbt.
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Methoden

Murine Hinterwurzelganglienzellen (DRGs) oder murine Trigenminale Ganglionzellen (TG) wurden in
frisch hergestellte ,Plastic compressed Collagen* (PCC) Gele eingebracht. Der ROCK Inhibitor
Y27632 (100uM) wurde 12 Std nach Aussaht und anschlieBend alle 24 Std appliziert. Die PCC Gele
wurden als ,whole mount‘ zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert und die Nervenfasern wurden
spezifisch mittels a-BllI-tubulin Antikorper geféarbt. Die Auswertung erfolgte mittels eines konfokalen
Mikroskops (Leica SP8) und der Software NeuronJ. Fur die 2D Experimente wurden Scratch-Assays
durchgefuihrt. Die DRGs wurden in einer Dichte von 1 x 10° Zellen auf Laminin-beschichtete 48-well
Platten ausgesat und 48 Std nach Aussaht wurden die ausgewachsenen Fasern gescratcht. Nach
Zugabe des Inhibitors Y27632 (analog zum 3D Ansatz) wurde das Einwachsen der Fasern in den
entstandenen Spalt (0 Std, 24 Std, 48 Std) dokumentiert und erneut mit der Software NeuronJ
ausgewertet
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Einfluss von Y27632 im 3D Modell
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Fazit

Es konnte gezeigt werden, dass das PCC Gel basierte 3D Modell geeignet ist, um die korneale Nervenregeneration in vitro zu untersuchen.
Mit dem ROCK Inhibitor Y27632 konnte ein erster Faktor aufgezeigt werden, welcher einen signifikanten Einfluss auf das Auswachsen neuronaler Fasern in vitro im 2D und im 3D
Modell zeigt.

Email: Sonja.Mertsch@med.uni-duesseldorf.de



