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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Gefiaflsystem

Hohere Organismen haben im Laufe der Evolution zwei geschlossene Gefédllsysteme
entwickelt, die miteinander in Verbindung stehen. So sammelt das Lymphsystem als blind
endendes Rohrengeflecht das in der Korperperipherie anfallende Gewebswasser (Lymphe)
und transportiert es iiber die herznahen Venen zuriick zum Herzen. Auf diese Weise beteiligen
sich die LymphgefdBle auch am Transport von Nahrungsbestandteilen wie z.B. Fetten vom
Darm zur Leber. Regionale Lymphknoten filtern die Lymphe. Da in ihnen auch Lymphozyten
und Makrophagen zur Abwehr von pathogenen Antigenen aktiv sind, werden Lymphknoten
zum Immunsystems eines Organismus gerechnet. Der Bau von Lymphgefid3en dhnelt dem von
Blutgefdfien (s.u.); es existiert ein einschichtiges Endothel, die GefiBwand besteht z.T. aus
glatten Muskelzellen und man findet Klappen, die als Ventile einen gerichteten
Lymphtransport ermoglichen.

Neben dem Lymphsystem existiert in Wirbeltieren ein geschlossenes kardiovaskuléres
Blutgefaf3system, das neben der Sauerstoffversorgung auch dem Transport von Néhrstoffen,
Stoffwechselprodukten und Hormonen dient. Bei den Sdugern besitzen die Gefdle zusitzlich
zu oben genannten Funktionen auch die Aufgabe der Temperaturregulation und stellen
ebenfalls einen wesentlichen Bestandteil des Immunsystems dar. Im Zentrum des
kardiovaskuldren Systems steht das Herz als Saug-Druck-Pumpe, das als ein unwillkiirlich
gesteuertes, autonomes Organ einen steten Blutfluss ermoglicht. Das Blutvolumen zirkuliert
in zwei ,parallel“ angelegten Kreisldufen, dem kleinen Lungenkreislauf, der der
Sauerstoffanreicherung des Blutes dient, und dem groBen Korperkreislauf. Der Blutflul
erfolgt innerhalb von Gefdflen, die sich in Arterien, Venen und Kapillaren einteilen lassen.
Venen leiten Blut zum Herzen; Blut, das dem Herzen zugeleitet wird, ist ungeachtet seines
Sauerstoffgehalts somit als vends zu bezeichnen, arterielles Blut flieft in Arterien vom Herzen

weg.

1.1.1 Hierarchie und Bau der Blutgefil3e
Am Bau der Wand groBBerer GefaBle sind drei Schichten beteiligt, die Tunica intima
(einschichtiges Plattenepithel aus Endothelzellen), Tunica media (glatte Muskelzellen und

Bindegewebe) und die Tumnica adventitia. Arterien besitzen im Vergleich zu Venen eine
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starkere Muskelschicht; die Wandstdrke der Venen ist eher gering und lédsst auf ihre Funktion
als Blutreservoir schlieBen. Allerdings verfligen die meisten Venen im Gegensatz zu Arterien
iiber Venenklappen und unterscheiden sich auch auf molekularer Ebene von arteriellen
Gefidllen durch einen spezifischen Besatz molekularer Marker. Die Kapillaren stehen als Ort
des Stoffaustauschs in direktem Kontakt zum umgebenden Gewebe. Ihr Lumen wird von einer
einlagigen Endothelzellschicht umkleidet, auf der perivaskulédre Zellen, sog. Perizyten, sitzen.
Das Kapillarbett zeigt je nach Lokalisation und Funktion unterschiedliche Durchléssigkeit fiir
Blutbestandteile. So ist die Blut-Hirn-Schranke fast vollig undurchldssig, das gefensterte
Endothel der Nierenglomerulie fiir Molekiile, die kleiner als 70 kDa sind, hingegen
permeabel. Alle Gefile sind von einer einschichtigen Endothelzellage ausgekleidet.
Endothelzellen haben im Organismus mannigfaltige Funktionen. So verhindern sie im
gesunden Gefdl3, daB3 es zu einer Gerinnung des Blutes kommt [Esmon und Owen 1981]. Bei
der Verwundung eines Gefidlles und folgender Koagulation spielen Endothelzellen ebenfalls
eine Rolle [Esmon 1993]. Auch Anderungen in der Himodynamik k&nnen iiber
Endothelzellen EinfluB auf den Spannungszustand der glatten Muskelzellen in den

GefaBwéanden haben [Cooke et al. 1991].

1.1.2 Embryogenese des Gefiflsystems

Das kardiovaskuldre System ist wihrend der Embryonalentwicklung das erste sich
entwickelnde Organsystem. Mesodermale Vorlduferzellen bilden Aggregate, die auch als
Blutinseln bezeichnet werden. Aus den in der Peripherie gelegenen Zellen der Blutinseln
entwickeln sich Angioblasten, im Zentrum gelegene Vorlduferzellen differenzieren sich zu
embryonalen Blutzellen. Aus den Angioblasten entwickeln sich Endothelzellen. Die Fusion
von Blutinseln resultiert in der Bildung erster primitiver Gefdfe. Diese Bildung eines
vorldufigen, primitiven GefdB3systems aus in situ differenzierenden Angioblasten bezeichnet
man als Vaskulogenese [Risau et al. 1991; von Schulte 1914]. Thr gegeniiber steht die
Angiogenese. Hierbei erfolgt die Gefalineubildung ausschlieBlich aus bereits existierenden
GefaBBen [Hertig 1935]. Es lassen sich zwei Arten der Angiogenese unterscheiden. Bei dem
einen Typ sprieBen aus einem vorhandenen Gefall neue Gefa3e in das umgebende Gewebe aus
(sprouting) [Risau 1997]. Die zweite Art der GefaBBneubildung erfolgt durch Intussuszeption
bereits bestehender GefdaBle. Hierbei spaltet sich ein Gefdl durch Invagination von
Bindegewebe, Perizyten und glatten Muskelzellen in zwei Tochtergefdle auf [Burri et al.

1990, Patan et al. 1996]. Im Rahmen der Angiogenese kommt es zu Interaktionen zwischen
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Endothelzellen und den umgebenden Perizyten. Die entsprechenden Vorginge werden durch
PDGF-B (platelet-derived growth factor) und seinen Rezeptor PDGFR-B, die Rezeptor-
Tyrosinkinase Tie-2 (tyrosine kinases with Ig and EGF homology domains) und ihre Liganden, die
Angiopoietine sowie vermutlich weitere Faktoren vermittelt. Ausgereifte, stabile Gefélle
zeichnen sich durch Besatz perivaskuldrer Zellen aus. Im adulten Organismus erfolgt die

GefaBneubildung vorwiegend liber Angiogenese.

1.1.3  Der Perizyt

Perizyten sind mesenchymale, kontraktile Zellen, die mit ihren langen pseudopodienartigen
Zellfortsdtzen die Endothelzellen umschlingen (s. Abb. 1) und je nach Gewebe sehr heterogen
sind. So existiert fiir diese Zellart eine Fiille von Synonymen, wie z.B. Ito-Zellen, Mesangium-
Zelle oder Myofibroblast. Der zelluldre Ursprung von Perizyten ist unklar. Entweder gehen sie
aus mesenchymalen Vorlduferzellen hervor [Nehls et al. 1992] oder entwickeln sich durch
De-Differenzierung aus arteriellen Glatten Muskelzellen [Nicosia et al. 1995]. Es ist jedoch
wahrscheinlich, dass widhrend der Entwicklung funktioneller Gefdlle perivaskulidr gelegene
mesenchymale Zellen durch direkten Einflu3 der Endothelzellen in Perizyten-Vorlduferzellen
umgewandelt werden [Hellstrom et al. 1999] (was sich in der Expression von PDGF-
Rezeptor-beta zeigt, s.u.). Im Gegensatz zu perivaskuldren glatten Muskelzellen werden
Perizyten und Endothelzellen von der gleichen Basalmembran umbhiillt. Perizyten produzieren
eine Fiille von vasoaktiven Substanzen (z.B. Angiopoietin-1 unter hypoxischen Bedingungen
oder nach Stimulation durch VEGF [Park et al. 2003]) und konnen selbst als Vorlduferzellen
von anderen perivaskuldren Zellen fungieren. Nach ihrer Lokalisation lassen sich drei Formen
von Perizyten unterscheiden: prikapilldre, kapillire und postkapilldre. Nur die prd- und
postkapilldren Perizyten exprimieren a-smooth muscle actin [Nehls et al. 1991]. Je hoher der
Blutdruck und je dichter die Endothelzellbarriere ist, desto mehr Perizyten finden sich pro
Kapillarflache (so ist der Perizytenbesatz in den Netzhautkapillaren relativ hoch [Sims 1986]).
AulBlerdem fordert ein niedriger O,-Partialdruck das Wachstum von Perizyten [Schor et al.
1986]. Perizyten wirken stabilisierend auf das GefaBsystem; so haben sie auf Endothelzellen
antiproliferativen EinfluB3 [Orlidge et al. 1987; Miyazato et al. 1991] und vermindern ihre
Migration [Sato et al. 1989]. Es ist bekannt, dal von Endothelzellen gebildeter PDGF-B
(platelet-derived growth factor) [Collins et al. 1985, Mudhar et al. 1993] positiven Einflu3 auf
die Rekrutierung und Proliferation von Perizyten hat [Heldin et al. 1992]. Perizyten aktivierter

Gefalle (z.B. Wundheilung) exprimieren verstirkt PDGF-Rezeptor-beta [Sundberg et al.
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1993]. PDGF-B/PDGF-Rezeptor-beta knock out Miause zeigen eine starke Abnahme des
Perizytenbesatzes der Netzhautkapillaren. Perizytenabfall wiederum bewirkt eine
Instabilisierung und Schwichung der GefiBBwand, es kommt zur Ausbildung von
Gefilanomalien wie Mikroaneurysmen und sog. azelluldren Kapillaren, in denen die
Endothelzellen abgestorben sind [Enge et al. 2002, Hammes et al. 2002, Hellstrém et al. 2001,
Lindahl et al. 1997]. Das Abfallen von Perizyten wird folglich bei verschiedenen
mikrovaskuldren Erkrankungen beobachtet. So ist es ein frithes pathologisches Ereignis bei

der proliferativen diabetischen Retinopathie [Speiser et al. 1968].

Abb. 1 Auf Kapillaren sitzende Perizyten

A) Immunologische Darstellung von Perizyten: Durch Fluorophor-Markierung eines
perizytendetektierenden Antigens (NG-2 CSP [Ozerdem et al. 2002], griin) lassen sich Perizyten gut
darstellen. Die Kapillaren fluoreszieren nach TRITC-Isolectin-Immersionsfarbung rétlich. Die
Perizyten scheinen den Gefallen ,,aufzusitzen™ und finden sich u.a. an GefaBBaufzweigungen (Pfeil).

B)  Elektronenmikroskopische Aufsicht: Man erkennt deutlich die pseudopodienartigen
Zytoplasmaausldufer, mit denen der Perizyt die Endothelzellen umschliet. (N = Perizyt P =
Endothel x°= Aufzweigung x. Grades; nach Kiihnel, ,,Taschenatlas der Zytologie*, Thieme Verlag)

1.2 Die Netzhaut

1.2.1 Bau der Netzhaut

Der Augapfel (Bulbus oculi) besteht im Inneren aus der Linse und dem Glaskorper (Corpus
vitreum), der von drei Hauten umschlossen wird. Im vorderen Bereich sind dies u.a. Hornhaut
(Cornea), Iris und Corpus ciliare. Der hintere Bereich besteht aus Lederhaut (Sclera),
Aderhaut (Choroidea) und Netzhaut (Retina). Die Netzhaut gliedert sich in Stratum

pigmentosum (Pigmentepithel), Stratum neuroepitheliale (Rezeptorzellschicht) und Stratum
4
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nervosum (Plexiforme Schichten, Kornerschichten und Ganglienzellschicht). Die genaue

Gliederung des Stratum nervosum ist Abb. 2 zu entnehmen.

— Pigmentepithel

— Rezeptorzellschicht

" e 13 e — HAuRere Kémerschicht

— Aullere Plexiforme Schicht

L
4 — Innere Kérmerschicht
-
— Innere Plexiforme Schicht
p | . - | — Ganglienzelischicht
— Glaskdrper

Abb. 2 Transversalschnitt durch die Netzhaut

Transversalschnitt durch die Netzhaut einer Maus. Die Hematoxylin-Féarbung zeigt die verschiedenen
Zellschichten; deutlich heben sich die Perikarien der unterschiedlichen Neuronen in den
Kornerschichten hervor. Die Sterne markieren die drei Gefdlinetze (1 = oberflachliche GefdBinetz der
Ganglienzellschicht, 2 = mittleres Kapillarbett der inneren plexiformen Schicht, 3 = tiefes
Kapillarbett der inneren Kornerschicht).

Wihrend der Embryogenese stiilpt sich das dienzephale Augenbldschen ein und wird zum
Augenbecher mit seinem inneren und dueren Blatt, aus dem sich das Pigmentepithel und die
Retina entwickeln. Wegen dieser Inversion der Retina miissen die einfallenden Lichtquanten
das gesamte Stratum nervosum durchtreten, bevor sie die eigentlichen Photorezeptoren
erreichen. Die Plexiformen Schichten reprdsentieren die Zellfortsidtze der Neuronen,
wohingegen die Kornerschichten die Perikaryen dieser Zellen darstellen. Neben den
Neuronen, die der Signalverarbeitung und Weiterleitung dienen (Stdbchen, Zapfen,
Bipolarzellen, Horizontalzellen, amakrine Zellen und Ganglienzellen) gibt es noch die
interplexiformen Zellen und die Miiller Zellen (s. Abb. 3). Dies sind Gliazellen, die sich
durch die gesamte Netzhaut strecken und Stiitzfunktion haben.
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Abb. 3 Schematische Darstellung verschiedener Zelltypen der Retina und die von ihnen
gebildeten Schichten

Dargestellt sind die unterschiedlichen Zelltypen und ihre Verschaltung innerhalb der Netzhaut. (Mz =
Miiller Zelle, H = Horizontalzelle, A = amakrine Zelle, NFS = Nervenfaserschicht, GZS =
Ganglienzellschicht, IPS = innere plexiforme Schicht, IKS = innere Kornerschicht, APS = dufBere
plexiforme Schicht, AKS = duBere Kornerschicht, IS = innere Schicht der Rezeptorzellschicht, AS =
dussere Schicht der Rezeptorzellschicht, PE = Pigmentepithel, BM = Basalmembran, CC =
Choroidale Zellen (aus Benninghoff, ,,Lehrbuch der Anatomie®, Urban & Schwarzenberg)

1.2.2  Vaskulére Versorgung der Netzhaut

Die vaskuldre Versorgung der Retina erfolgt durch zwei GefdBsysteme (s. Abb. 5): Der
duflere Bereich der Netzhaut wird bis zur dufleren Begrenzung der inneren Kornerschicht
durch Diffusion von einem Kapillarnetz der Choroidea (Lamina choroidocapillaris) versorgt.
Dieses Gefidlinetz speist sich zum einen aus den Aa. Ciliares posteriores breves, die aus der
Tiefe der Aderhaut (Choroidea) entspringen, zum anderen aus rekurrierenden GeféBasten der
Aa. Ciliares anteriores sowie Aa. ciliares posteriores longae aus dem Bereich der ora serrata.
Die Sauerstoffdiffusion erfolgt durch die Bruch'sche Membran, welche die
Choroideakapillaren von dem Pigmentepithel der Retina trennt und somit an der
Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke (Barriere zwischen systemischem Blutflufl und
der Netzhaut) beteiligt ist. Die inneren Schichten der Netzhaut erhalten ihre Blutversorgung

aus insgesamt vier Hauptisten der A. centralis retinae, die zentral aus dem N. opticus austritt.

Die groBeren GefdBe liegen innerhalb der Ganglienzellschicht. Die Vaskularisierung der
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gesamten Netzhaut erfolgt durch Aussprossen von Endothelzellen entlang eines
Astrozytennetzwerkes via Angiogenese [Gariano 2003, Fruttiger 2002]. Von dort aus sprieflen
kleinere Gefidfle in die Tiefe und bilden das mittlere (innere plexiforme Schicht) und das tiefe
Kapillarbett (Ubergang innere Kdrnerschicht zu duBerer plexiformen Schicht) zwischen Tag

P8 (8. postnataler Tag) und P12.

>
R - L
AK -
AP - . R -C
IK - e B
IP -

= | -A
G- -

Abb. 4 Gefa3ebenen der Netzhaut

In der Immunhistologischen Abbildung sind die einzelnen Schichten der Netzhaut und die darin
verlaufenden Geféalibetten (rot) zu sehen. Der Stern markiert eine Kapillare, die das mittlere mit dem
tiefen Kapillarnetz verbindet (G = Ganglienzellschicht, IP = innere plexiforme Schicht, IK = innere
Kornerschicht, AP = duBere plexiforme Schicht, AK = #uBere Kornerschicht, R =
Rezeptorzellschicht, A = Lage der oberflachlichen Gefdafle, B = Lage der mittleren Kapillaren, C =
Lage der tiefen Kapillaren). (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Jihong Lin)

Der bei der korrekten Vaskularisierung der Retina beteiligte Astrozytenverband exprimiert
VEGF-A (vascular endothelial growth factor-A). Die an der Spitze der ,,sprouts* gelegene
,tip cell bildet Filopodien aus, auf denen VEGF-Rezeptor-2 (Flk-1) nachweisbar ist. Die tip
cell erfasst und ,,orientiert sich* mit Hilfe der Filopodien entlang eines VEGF-A Gradienten
[Gerhardt et al 2003, Dorrell, et al. 2002]. Die eigentliche Proliferationszone liegt hinter der
tip cell in Form der sogenannten ,stalk cell, welche durch die Proliferation auch zur
Ausbildung des eigentlichen Gefdlumens fiihrt. In der Maus ist die Vaskulararisierung an
Tag P18 endgiiltig abgeschlossen. Die ausgereiften Kapillaren bestehen im Querschnitt aus
einem einzelligen Endothelzellverband, der von Perizyten umgeben ist. Die Reifung der
NetzhautgefdBBe geht von einem dichten embryonalen GefdBlplexus aus, der aus
Endothelzellverbédnden besteht und bereits sehr frith fertiggestellt ist. Dieses Kapillarnetz soll

nach bisheriger Meinung erst nach einem gewissen Zeitraum von Perizyten besiedelt werden
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[Benjamin et al. 1998] (primédre Aufzweigungen an Tag P10, sekundédre und tertidre
Aufzweigungen an Tag P18). Dabei wiirden a-smooth-muscle-actin positive Zellen
(Perizyten-Vorlduferzellen) in arterio-vendser Richtung entlang der Arteriolen auf die
Kapillaren zu wandern. In dem Zeitfenster, in dem das Gefdlnetz keinen Perizytenbesatz
besitzt, wiren die Kapillaren nach dieser Theorie fiir bestimmte Reize anfillig, nach spéterer
Auflagerung von Perizyten jedoch nicht mehr. So kdme es nach Beginn verstirkter
Gefafldurchblutung in der Netzhaut zu physiologischer relativer Hyperoxie, was zu einem
VerschluB und einer Regression von GefdBen filhren wiirde. VEGF antagonisiere diesen
Effekt und beschleunige die Perizyten-Rekrutierung, wirke somit protektiv auf das unreife
Kapillarbett. Neuere Studien hingegen widerlegen diese Theorie und zeigen, dass sich
Perizyten bereits auf den aktiv aussprossenden Geféaflen befinden und die Endothelzellen nicht

erst sekundér von perivaskuldren Zellen besiedelt werden [Gerhardt et al. 2003].

Abb. 5 Gefillversorgung der Netzhaut

Die Zeichnung zeigt die vaskuldre Versorgung des Auges. Hervorzuheben ist die Arteria centralis
retinae, die aus dem Zentrum des Nervus opticus entspringt und die inneren Schichten der Netzhaut
versorgt. Die Versorgung des dulleren Gewebes erfolgt durch Diffusion aus den Aa. Ciliares. (nach
Benninghoff, Lehrbuch der Anatomie, Urban & Schwarzenberg)

1.3 Die Diabetische Retinopathie

Diabetes mellitus (,,honigsiiBer Durchfluss®) ist eine endokrinologische Erkrankung, die in

zwei Formen auftritt. Der seltenere Typ 1 betrifft vor allem junge Menschen und geht mit
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einem autoimmunvermitteltem absoluten Insulinmangel einher. Typ 2 ist mit weiteren
Stoffwechselerkrankungen (Adipositas, Hypertonie, Dyslipoproteindmie, Hyperurikdmie)
Bestandteil des ,,Metabolischen Syndroms* der heutigen UberfluBgesellschaft. Pathogenetisch
handelt es sich hierbei um einen relativen Insulinmangel (Sekretionsstérung),
vergesellschaftet mit einer peripheren Insulinresistenz [Ginsberg 2000]. Beide Typen gehen
mit einer ausgeprigten Hyperglykdmie einher, die letztlich zu Mikro- und Makroangiopathien
fihren kann [UKPDS 1998]. Die Makroangiopathie zeigt sich in arteriosklerotisch
veranderten Gefdl3en, die zu den klinischen Zeichen der koronaren Herzkrankheit (KHK), des
Hirnschlags (Apoplex) oder der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) fithren
konnen.

Die Mikroangiopathie offenbart sich hauptsdchlich als Glomerulosklerose (Kimmelstiel-
Wilson), Neuropathie und Retinopathie. Ein sehr friihes morphologisches Zeichen der
Diabetischen Retinopathie ist verminderter Zell-Zellkontakt zwischen Endothelzellen und
perivaskuldren Zellen mit anschlieBendem Perizytenabfall von den Kapillaren [Cogan et al.

1961, Speiser et al. 1968, Dodge et al. 1992].

-— m
-

- AL pm

Abb. 6 Azellulire Kapillare

Die Abbildung zeigt bei starker VergroBerung Kapillaren der Netzhaut nach Digestion und PAS-
Férbung. Aufgrund der verschiedenen Firbeeigenschaften kann man Endothelzellen von Perizyten
unterscheiden. Merkmale von Perizyten sind neben dem bevorzugten Sitz an Geféligabelungen die
blassere Farbung des Cytoplasmas und die ,,Stufenbildung* durch Aufsitzen auf den Endothelzellen.
Deren Kern zeigt in der PAS-Farbung eine intensivere Farbung und ist mehr lang als breit. Weiterhin
erkennt man zwei azelluldre Kapillaren, die aufgrund von GeféaBokklusion ihre Funktion eingebiifit
haben (E = Endothelzellkern, P = Perizyt, * = azellulire Kapillare).

Hohe Glukosekonzentrationen fiihren zu verschiedenen Stoffwechselveranderungen (s.u.); so

werden z.B. advanced glycation end products (AGEs) durch nichtenzymatische
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Glykosylierung gebildet und letztlich auch die Expression von NF-«B (nuclear factor—
kappaB) in den Perizyten erhoht, die darauthin apoptotisch zugrunde gehen [Romeo et al.
2002]. Im spéteren Stadium der diabetischen Retinopathie folgt die Ausbildung von
Mikroaneurysmen und sog. azelluldren Kapillaren (s. Abb. 6); zusitzlich kommt es zu einer
Verdickung der Basalmembran [Engerman et al 1989, Hammes et al. 2002]. Die Gabe von
Antioxidantien wie z.B. Vitamin E und Vitamin C [Kowluru et al.2001] oder Aldose
Reduktase Inhibitoren [Kador et al. 1988] verringern im Experiment die Degeneration von
Perizyten und reduzieren die Ausbildung von azelluldren Kapillaren.

Durch Erhohung der Gefdllpermeabilitdit kommt es im weiteren Verlauf zu intravitrealen,
hidmorrhagischen Blutungen (s. Abb. 7) und Netzhautédemen [Moss et al. 1988].

Die beschriebenen GefaBBanomalien flihren u.a. zu Ablosung der Netzhaut oder zur Ischdmie
(Blutleere) bestimmter Netzhautbezirke. Die resultierende Hypoxie induziert die Expression
von VEGF, was zu verstiarkter Neovaskularisierung der Retina fithren kann. So kommt es in
Patienten, die iiber Jahre an manifestem Diabetes mellitus Typ 1 leiden, im fortgeschrittenen
Stadium {iiber die krankhaften Verdnderungen der Netzhautgefile in vielen Féllen zur

Erblindung [Klein et al. 1984].

Abb. 7 Augenhintergrundverinderungen bei der diabetischen Retinopathie

A) Neovaskularisierung der Retina: Deutlich ist das neugebildete, pathologische GefaBBsystem zu
erkennen, das aus der A. centralis retinae facherformig entspringt.

B) Intravitreale hdmorrhagische Blutung: Die flaichenhafte Blutung aus insuffizienten Geféaflen fiihrt
im Patienten zum Visusverlust oder teilweisen Erblindung. (aus Lang, G. ,,Augenheilkunde®, Thieme
Verlag)
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Da die vaskuldren Verdnderungen des Typ 2 Diabetikers initial ohne belastende klinische
Symptome einhergehen und schleichend fortschreiten, wird die Gefédhrlichkeit dieser

Erkrankung in der Bevolkerung oft unterschitzt.

1.3.1 Molekulare Mechanismen der Gefiallschiadigung durch Hyperglykamie

Es existieren mehrere Hypothesen, wie Hyperglykdmie auf molekularer Ebene zur Schidigung
der Gefdfle fiihrt [Brownlee 2001, Hammes 2003] (s. Abb. 8). Wahrscheinlich sind jedoch
alle der unten genannten Stoffwechselwege letztlich Folge der Akkumulation von reaktiven
Sauerstoffradikalen und Superoxiden in der Atmungskette [Nishikawa et al. 2000]. Im
einzelnen kommt es aufgrund der Hyperglykédmie zu einer Zunahme des Stoffumsatzes im
Citratzyklus. Daraus folgt eine Anreicherung der Protonendonatoren NADH und FADH,.
Diese verstirken das elektrochemische Potential der oxidativen Phosphorylierung (den
Protonengradient iiber die innere Mitochondrienmembran der Atmungskette), was letztlich zu
einer verstirkten Bildung von Superoxiden fiihrt. Diese fithren iliber die Hemmung der
Glycerinaldehyd-3-Phosphatase in der Glykolyse wiederum zu einem Anstieg von
intermedidren Stoffwechselprodukten (,,C;-Zucker), die {iiber alternative pathogene
Stoffwechselwege auch zu den vaskuldren Erscheinungsbildern des Diabetes mellitus fithren
(s.u.). Die pathologische Anreicherung dieser ,,Cs;-Zucker in der Glykolyse kann durch
Benfotiamin (fettlosliches Thiamin-Derivat) verhindert werden [Hammes et al. 2003], indem
die Zucker durch Aktivierung einer Transketolase in ,,harmlose* Produkte iiberfiihrt werden,
und somit nicht mehr als Substrat fiir die pathogenen Stoffwechselwege zur Verfiigung

stehen.

Erhohter Glukoseumsatz im Polyol-Stoffwechselweg

Bei Hyperglykdmie kommt es {iber Aktivierung der Aldolreduktase unter Verbrauch von
NADPH zu einer verstirkten Umwandlung von Glukose zu Sorbitol. Sorbitol selbst ist
schlecht membrangingig und verursacht intrazelluldr osmotischen Stress, wird aber unter
Umwandlung von NAD" in NADH weiter zu Fructose oxidiert. Eine erhohte NADH-
Konzentration flihrt ihrerseits wiederum zur Inhibierung der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase), was in einer Akkumulierung von Triosephosphaten miindet
[Williamson et al. 1993]. Diese wiederum begilinstigen die Bildung von advanced glycation
end products (AGEs) und Diacylglycerin (DAG), was wiederum die Proteinkinase C aktiviert

(s.u.). Eine durch die Aktivierung der Aldolreduktase induzierte Verminderung von
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reduzierendem NADPH benachteiligt die Genese von reduziertem Glutathion, was im Cytosol

zur Verminderung von oxidativem Stress gebraucht wird.

Bildung von Advanced glycation end products (AGEs)

Desweiteren finden sich in den GefdBlen diabetischer Tiere (und Patienten) erhohte Mengen
von advanced glycation end products (AGEs) [Stitt et al. 1997]. Diese werden durch
intrazelluldre Hyperglykdmie gebildet [Degenhardt et al. 1998]. Das geschieht zum einen
durch Autooxidation von Glukose zu Glyoxal [Wells-Knecht et al. 1995], zum anderen durch
Bildung von Spaltprodukten der Triosephosphate (Glycerinaldehyd-3-Phosphat und
Dihydroxyaceton-Phosphat) [Thornalley 1990]. Glyoxal und die Triosephosphat-
Spaltprodukte regieren mit den Aminogruppen bestimmter Proteine letztlich zu den
eigentlichen AGEs. Diese modifizieren Komponenten der extrazelluldren Matrix, was zu einer
erhohten Plasmafiltration durch die A. carotis [Huijberts et al. 1993] und zur Verminderung
der Endothelzelladhdsion fiihrt [Haitoglou et al. 1992]. Auch fiihrt nichtenzymatische
Glykosylierung direkt zu Verdnderungen der endothelialen Basalmembran. Desweiteren
bewirken AGEs iiber Bindung an endotheliale AGE-Rezeptoren die Synthese von reaktiven
Sauerstoffradikalen, eine Aktivierung von NF-«kB, indirekt den programmierten Zelltod von
Perizyten [ Yamagishi et al. 2002] und verstarkte Expression von VEGF [Lu et al. 1998] und
Angiopoietin-2 [Okamoto, et al. 2002]. Weiterhin fiihren bestimmte AGE-Inhibitoren, wie
z.B. Aminoguanidin, zu einer Verminderung der mikroangiopathischen Verdnderungen im

Auge [Hammes et al. 1991].

Aktivierung der Proteinkinase C

Hyperglykdmie fiihrt weiterhin zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) {iber
verstdrkte intazelluldre Synthese von DAG [Koya et al. 1998] oder durch Aktivierung von
AGE-Rezeptoren [Portilla et al. 2000]. Diese Vorginge bewirken u.a. abnormen Blutfluss
innerhalb der Netzhaut [Ishii et al. 1996] und erhoht die Permeabilitit von Endothelzellen
[Hempel et al. 1997].

Vermehrter Hexoseamin-Stoffwechsel
Letztlich kann Hyperglykdmie {iber Einschleusung von Fructose-6-Phosphat in den
Hexoseamin-Stoffwechselweg positiven EinfluB auf die Expression gefil3schidigender

Substanzen nehmen. So kommt es zu einer Glykosylierung des Transkriptionsfaktors SP-1,
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was daraufhin zu einer verstarkten Expression von TGF-B [Kolm-Litty et al. 1998] und PAI-1
filhrt [Du et al. 2000, Chen et al. 1998, Kadonaga et al. 1988]. TGF- verursacht eine
Uberproduktion von extrazelluldrer Matrix, die eine GefiBokklusion zur Folge hat.

Die Entgiftung gefdflschidigender Substanzen erfolgt iiber das Glyoxalase-System. So kommt
es zu einer Blockade der Hyperglykdmie-induzierten Angiopoietin-2 Expression in der

Netzhaut, wenn die Glyoxalase liberexprimiert wird.

1Gl NADPH  NADP* NAD* NADH
T t Sorbitol L“A? Fructose NADPH + —> Red. Gluthation +
} Glucose-6-P Polyol-Stoffwechselweg
u .
_WGFAT 1 Glucosamine-6-P—>-$UDP-GIcNAC ) .
Prneeres? SP-1-GIcNAc t —> GeféRokklusion

Hexosamin-Stoffwechselweg

NADH NAD*

1 oHap L41‘m-r.;|ycemt4= >toac>tekc| PKC * — EC-Permeabilitat *
Protein-Kinase-C-Stoffwechselweg

T Glyceraldehyde-3-P
NAD*

|GAPDH <—0; 1 Methyigiyoxal >t Aces AGEs + — Apoptose von Perizyten
AGE-Stoffwechselweg

NADH

1,3-Diphosphoglycerate

Abb. 8 Molekulare Mechanismen der Zellschidigung durch Hyperglykimie

Das Schema zeigt die verschiedenen Stoffwechselprodukte des Glukoseabbaus und ihre intrazelluldre
Wirkung (Details s. Text). Die gemeinsame Ursache des erhdhten Durchsatzes der pathogenen
Stoffwechselwege ist die unphysiologische Akkumulation von reaktiven Superoxiden in der
Atmungskette der Mitochondrien. (modifiziert nach Brownlee et al. 2001).

Wie beschrieben, existieren verschiedene Erkldrungen fiir den gefdBschiddigenden Effekt
chronischer Hyperglykdmie. Allerdings sind die dargestellten Mechanismen letztlich nicht
endgiiltig bewiesen. So konnte in einer anderen Studie gezeigt werden, dafl hohe Glukose-
Konzentrationen und Gabe von AGEs zu keiner oxidativen Schadigung und Absterben von
Perizyten fithren [Assero 2001]. Allerdings spricht vieles dafiir, dafl die vier dargestellten
Mechanismen in der Pathogenese der diabetischen Angiopathie eine entscheidende Rolle
spielen und letztlich auf die erhohte Synthese von Superoxiden in der

Elektronentransportkette der Mitochondrien zuriickzufiihren sind.

1.4 Regulation von Endothelzellfunktion durch Rezeptortyrosinkinasen

Als membranstdndige Proteine leiten Rezeptortyrosinkinasen nach Bindung ihres Liganden
Information weiter in das Zellinnere. Die extrazellulire Bindung des Liganden fiihrt in der

Regel zur Dimerisierung und anschlieenden Autophosphorylierung des Rezeptors auf seiner
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cytoplasmatischen ~ Seite  [Schlessinger et  al. 1992].  Uber intrazellulire
Signaltransduktionsketten wird letztlich die Transkriptionsrate einer ganzen Reihe von Genen
verdndert, deren Expression wiederum fiir bestimmte Eigenschaften oder Funktionen der
Endothelzelle verantwortlich sind. Regulativen EinfluB auf die Wirkung der
Rezeptortyrosinkinasen kann neben der Verdnderung ihrer Expressionsrate auch die regulierte
Dephosphorylierung durch Phosphotyrosinphosphatasen (wie z.B. VE-PTP) oder die
proteolytische Abspaltung der Extrazellulirdoménen haben [Jeffers et al. 1997; Vecchi et al.
1996, Reusch et al. 2001].

Im Folgenden werden Gruppen von Rezeptortyrosinkinasen vorgestellt, die Einflul auf das
vaskuldre System haben (s. Abb. 9). Der Focus ist jedoch auf die Tie-Rezeptortyrosinkinasen
und ihre Liganden, die Angiopoietine, gerichtet, da in dieser Arbeit die Wirkung eines

Angiopoietins auf das GefdBsystem untersucht werden soll.

A B C

ephrin-B1 ephrin-Bz ephrin-A1
PIGF  VEGF-A VEGF-B VEGF-C VEGF-D Angl Ang2 Ang3 Ang4 I

N N

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 Tiet Tie2 EphB2  EphB3 EphB4
(Fit-1)  (KDR/Flk-1)  (Flt-4)

KEY: @lg-Like @ EGF-Lke HFN3i-Like QD Cystein Rich [N Kinase

Abb. 9 Rezeptortyrosinkinasen der Endothelzellen mit ihren jeweiligen Liganden
Abgebildet sind einige der bei Gefdlprozessen beteiligten Rezeptortyrosinkinasen-Familien.

A) Die Vertreter der VEGF (vascular endothelial growth factor) mit den entsprechenden Rezeptoren.
B) Die Angiopoietine mit den Tie-Rezeptoren (¢yrosine kinases with Ig and EGF homology domains).
C) Die Ephrine und ihre jeweiligen Bindungspartner. (nach Gale et al. 1999).

1.4.1 VEGTF bindende Rezeptortyrosinkinasen

Einflul auf die GefaBentwicklung und Funktion haben im Besonderen Mitglieder der
gefiBBendothelspezifischen vascular endothelial growth factor-Rezeptoren (VEGFR-1 [Flt-1],
VEGFR-2 [Flk-1/KDR] und VEGFR-3 [Flt-4]) [de Vries et al. 1992; Joukov et al. 1996;
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Millauer et al. 1993; Terman et al. 1992], wobei VEGFR-3 im adulten Sdugetier bevorzugt in
lymphatischem Endothel exprimiert wird [Kukk et al. 1996]. Fiir die genannten Rezeptoren
existieren 6 bekannte Liganden, PIGF sowie VEGF-A bis -E, von denen der am besten
untersuchte VEGF-A an Flt-1 und Flk-1 bindet. VEGF-A wirkt iiber Flk-1 mitogen und
chemotaktisch auf Endothelzellen [Waltenberger et al. 1994, Ferrara et al. 1992] und ist in
vivo zundchst unverzichtbar fiir eine korrekte Vaskulogenese wihrend der
Embryonalentwicklung [Shalaby et al. 1995; Carmeliet et al. 1996; Ferrara et al. 1996].
AuBerdem konnte gezeigt werden, daB VEGF die Permeabilitit von Gefdflen erhoht [Berse et
al. 1992, Conolly et al. 1992] und in Anwesenheit von Angiopoietin-2 Angiogenese induziert
[Asahara et al. 1998]. Unter EinfluB von AGEs [Lu et al. 1998] oder hypoxischen
Bedingungen [Shweiki et al. 1992, Pierce et al. 1995] wird VEGF in der Netzhaut
hochreguliert. Dies flihrt zu verstirkter Neovaskularisation im Auge. Dieser Effekt konnte
ebenfalls nach Uberexpression von VEGF in der Retina beobachtet werden [Okamoto et
al.1997, Ohno-Matsui et al. 2002]. Wird VEGF jedoch inhibiert, kommt es zu einer
verminderten Neovaskularisation innerhalb der Netzhaut [Aiello et al. 1995]. VEGF
beschleunigt weiterhin indirekt die Perizyten-Rekrutierung und kann somit protektiv auf das
unreife Kapillarbett der Netzhaut wirken [Benjamin et al. 1998]. Zusétzlich beeinflusst VEGF
das Tie-System, indem es forderlich auf die proteolytische Abspaltung der Tie-1
Extrazellulirdomine und damit die Erzeugung 16slicher Rezeptoreinheiten wirkt [Yabkowitz
et al. 1999], sowie zur Expression eines inkompletten Tie-1 Rezeptors in Endothelzellen fiihrt
[Tsiamis et al. 2002]. (Zum Uberblick iiber die VEGF-Familie: s. Neufeld et al.1999,
Carmeliet und Collen, 1999).

1.4.2 Eph Rezeptortyrosinkinasen und die Ephrine

Neben den genannten RTKs existiert weiterhin die grole Gruppe der Eph-Rezeptoren mit 14
Vertretern bei Sdugetierspezies, sowie deren Liganden, den Ephrinen. Die 8 bekannten
Ephrine werden in zwei Gruppen unterteilt, die Ephrin A und B Untergruppen [Gale et al.
1996]. Die Ephrine wirken dabei nicht als 16sliche Liganden, sondern sind membranassoziiert
[Davis et al. 1994], wodurch ein bidirektionales signaling zwischen Zellen moglich wird
[Holland et al. 1996]. Die Ephrine und ihre Rezeptoren werden nicht nur auf Endothelzellen
exprimiert, sondern sind auch in Neuronen bei der Axonausbildung und Zielfindung [O’Leary
et al. 1999] sowie bei vielen morphogenetischen Prozessen wihrend der

Embryonalentwicklung beteiligt. Wihrend der embryonalen GefaBBentwicklung spielen sie
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aufgrund der Membranstdndigkeit sowohl des Rezeptors als auch des Liganden eine
bemerkenswerte Rolle. Es konnte gezeigt werden, dafl Ephrin-B2 im arteriellen System
exprimiert wird, sein Rezeptor, EphB4 (der ausschlielich Ephrin-B2 bindet), jedoch im
vendsen System nachweisbar ist [Wang et al. 1998]. Ephrin-B2 spielt nachweislich bei der
Gefallplexusbildung im Dottersack sowie im Gehirn und dem nachfolgenden GefilBumbau
eine Rolle, was knock out Studien (Ausschalten der betreffenden Gene) zeigen [Wang et
al.1998]. Die auftretenden Defekte dhneln denen, die auftreten, wenn Angiopoietin-1 oder

sein Rezeptor, Tie-2, ausgeschaltet wird [Sato et al. 1995, Suri et al 1996].

1.4.3 Tie Rezeptortyrosinkinasen

Als weitere Familie der Rezeptortyrosinkinasen mit Einflul auf das kardiovaskuldre System
sind die im adulten Tier endothelzellspezifischen tyrosine kinases with Ig and EGF homology
domains 1 und 2 (Tie-1 bzw. Tie-2) zu nennen. Der Aufbau der Rezeptortyrosinkinasen ist
Abb. 9 zu entnehmen. Tie-1 wird u.a. wiahrend der Embryogenese exprimiert [Sato et al.
1993], Liganden fiir diese Rezeptortyrosinkinase sind nicht bekannt; Tie-1 knock out Miause
zeigen einen letalen Phénotyp mit starken Hdmorrhagien und defekter GefdBintegritdt [Patan
1998, Puri et al. 95, Sato et al. 95]. Tie-2 hingegen exprimieren sdmtliche Endothelzellen
eines Organismus in allen Entwicklungsstadien, wobei die Expression in bereits etablierten
Gefallen geringer ist. Grofere GefdBlen exprimieren in Relation zu kleineren jedoch stirker
[Dumont et al. 1992; Schniirch und Risau 1993]. Wéhrend der Tumorangiogenese wird die
Tie-2 Expression hochreguliert [Wong et al. 1997, Peters et al. 1998, Takahama et al. 1999].
Fiir die gefdBspezifische Expression des Tie2-Gens ist eine 303 Bp grofle Sequenz innerhalb
des im ersten Intron gelegenen Enhancers alleine ausreichend [Schldger 1998].

Durch Bindung eines Liganden dimerisiert der Rezeptor. Dabei kann es offenbar auch zu
heterotypischen Interaktionen zwischen Tie-1 und Tie-2 kommen [Marron et al. 2000]. Ist der
Ligand aktivierend, wird die Rezeptortyrosinkinase anschlieBend autophosphoryliert. Somit
wird der downstream gelegene, intrazelluldre Signalweg aktiviert. Als erstes bindet Dok-R an
den phosphorylierten Tie-2 Rezeptor. Ein weiterer second messenger, Nck, bindet Dok-R und
aktiviert die p21-aktivierende Kinase (Pak) [Master et al. 2001].

Tie-2 knock out Méuse zeigen einen unvollkommenen Umbau (,,remodelling®) von Gefdllen
in dem Plexus des Dottersacks und des Gehirns sowie unzureichende Trabekularisierung des
Herzens. Die Tiere versterben zwischen Tag E9.5 und E10.5 [Dumont et al. 1994; Sato et al.
1995; Suri et al. 1996]. Die VEGF-abhingige, zu einem einfachen Gefdlnetz fiihrende
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Vaskulogenese ist von einem Tie-2 oder Angl-knock out nicht betroffen. Das
Angiopoietin/Tie-System ist somit entscheidend fiir den Umbau, die Reifung und die
Stabilisierung des kardiovaskuldren Systems. Weiterhin bewirkt VEGF die Ausbildung zweier
verschiedener Formen des Tie-1/Tie-2 Heterodimers in Endothelzellen [Tsiamis et al. 2002].
Intravitreale Injektion von 16slichem Tie2 (sTie2-Fc) verhindert im Maus-Modell Ischidmie-
induzierte Neovaskularisierung der Netzhaut [Takagi et al. 2003]. Die 16sliche Form kommt
allerdings auch physiologischer Weise im Organismus vor und ist in Patienten mit koronarer

Herzkrankheit erhoht [Chung et al.2003].

1.4.4 Die Angiopoietine

Liganden fiir Tie-2 sind die Angiopoietine [Davis et al. 1996], von denen vier verschiedene
Vertreter bekannt sind, die alle an Tie-2 binden. Die Bindung erfolgt {iber die C-terminale,
fibrinogen-dhnliche Doméne der Angiopoietine, die Oligomerisierung iiber ihre N-terminale
coiled-coil Domédne. Ang-2 ist ein glykosyliertes, 75 kD groBes Protein, das aus 496
Aminosduren besteht und mit Angiopoietin-1 ca. 60% Homologie zeigt. Es wird von
Endothelzellen gebildet, in Weibel-Palade-Korpern gespeichert [Fiedler et al. 2004] und wirkt
autokrin auf seinen endothelzellspezifischen Rezeptor, vornehmlich nach Bildung von
Homodimeren und deren Multimeren [Procopio et al. 1999]. Die Sequenz des humanen
Angiopoietin-2 ist zu 85% mit der des murinen Proteins identisch. Expression von
Angiopoietin-2 findet sich physiologischer Weise in Bereichen, wo GefdBumbau stattfindet.
So z.B. wiéhrend der Vaskularisierung der Netzhaut (s.u.), bei der Neuorganisation von
GefaBBen des Ovars im weiblichen Reproduktionszyklus [Maisonpierre et al. 1997, Goede et
al. 1998], oder in den Gefdllen von Tumoren [Stratmann et al. 1998, Holash et al. 1999].
Angiopoietin-1 hingegen wird von mesenchymalen Zellen gebildet, wirkt somit parakrin und
ist wihrend der Embryogenese und im adulten Organismus am stdrksten im Herzen exprimiert
[Suri et al. 1996, Maisonpierre et al. 1997, Gale et al. 2002]. Es assoziiert zu Homotrimeren
und entsprechenden Multimeren [Procopio et al. 1999]. Eine gentechnisch synthetisierte
Variante von Angiopoietin-1 (Ang-1*) bildet keine Multimere, kann aber dennoch Tie-2
aktivieren [Maisonpierre et al. 1997]. Das murine Angiopoietin-3 und das humane
Angiopoietin-4 werden von entsprechenden Genloci auf den syntenen Abschnitten der
jeweiligen Maus und menschlichen Chromosomen kodiert, jedoch stimmen die beiden
Proteine in ihrer Aminosiuresequenz letztlich nur zu 54% iiberein [Valenzuela et al. 1999],

was sich auch in ihren unterschiedlichen Auswirkungen auf Tie-2 wiederspiegelt. Der
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iberwiegende Teil aktueller Publikationen zu den Angiopoietinen behandelt jedoch
Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2.

In Blutgefiaen bewirken ausschlieSlich Angiopoietin-1 und Angiopoietin-4 iiber die Bindung
an Tie-2 eine Phosphorylierung des Rezeptors. Nach Bindung von Angiopoietin-2 kommt es
dagegen zu keiner Aktivierung. Angiopoietin-2 vermag dies nur in vitro nach 24h Inkubation
von HUVECs oder in mit Tie-2 DNA transfizierten Fibroblasten [Teichert-Kuliszewska et al.
2000, Maisonpierre et al. 1997]. Vielmehr reduziert Angiopoietin-2 die durch Angiopoietin-1
induzierte Phosphorylierung von Tie-2 und kdnnte so antagonistisch auf die Angl vermittelte
Gefalistabilisierung wirken [Maisonpierre et al. 1997]. Im Lymphsystem spielt Angiopoietin-2
ebenfalls eine wichtige Rolle [Veikkola et al. 2002] und scheint dort als Angiopoietin-1
Agonist zu wirken [Gale et al. 2002]. Expression von Tie-2 in Lymphendothelzellen konnte
bisher allerdings noch nicht gezeigt werden. Das weitere Schicksal der Gefdlle mit hoher
Ang2 Expression hingt davon ab, ob VEGF ebenfalls hoch reguliert ist. So fiihrt VEGF-
Expression in den zuvor durch Ang2 destabilisierten Gefdllen zu Angiogenese und Expression
von Matrixmetalloproteasen, die Proteine der Basalmembran abbauen [Etho et al. 2001].
Abwesenheit von VEGF resultiert jedoch in Gefdfregression [Asahara et al. 1998,
Maisonpierre et al. 1997, Lobov et al. 2002, Holash et al. 1999]. Auch Angiopoietin-2 erhoht
die Expressionsrate der Matrixmetalloprotease MMP-2 [Hu et al. 2003], die Vorraussetzung
fiir eine funktionelle Angiogenese ist. Es wird vermutet, dal Angiopoietin-2 auf diese Weise
zu einer Destabilisierung der Bindung zwischen perivaskuldren Zellen und dem Endothel
filhrt, so dal der mitogene Effekt von VEGF auf das nun instabile GefaBsystem ein
Ausprossen von Kapillardsten bewirkt.

Wihrend der Vaskularisation der Retina via Angiogenese ist Angiopoietin-2 besonders zur
Zeit der Ausbildung des tiefen Kapillarbetts ab Tag P8 hochreguliert. Folglich kommt es in
Angiopoietin-2 knock out Maidusen zu keiner Ausbildung der mittleren und tiefen
Kapillarbetten der Netzhaut. Die Etablierung eines oberflachlichen primédren GefdBnetzes
findet in den knock out Mausen, wenn auch inkomplett und verzogert, statt. Auch ist die
Regression der HyaloidgefiBe nur unvollstindig [Hackett et al. 2000, 2002]. Das
LymphgefaB3system der Angiopoietin-2 knock out Maiusen scheint insuffizient, die Tiere
entwickeln einen chyldsen Aszites. Experimentell konnte in adulten Ratten durch Einsatz von
Angiopoietin-2 bindender RNA (Aptamere) die Neovaskularisation im ,,cornea micropocket
assay* inhibiert werden [White et al. 2003]. Die Expression von Angiopoietin-2 wird, im

Gegensatz zu Angiopoietin-1, unter hypoxischen Bedingungen [Hackett et al. 2000, Yuan et
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al. 2000, Krikun et al. 2000] sowie unter Einflul von VEGF [Oh et al. 1999, Park et al. 2003]
gesteigert. Auch wird Angiopoietin-2 nach lédngerer Hyperglykdmie in Miillerzellen
(personliche Mitteilung H. P. Hammes), widhrend der Vaskularisierung der Netzhaut in
Horizontalzellen [Hackett et al. 2000] und nach TNF-a Stimulation [Kim et al. 2000]
verstarkt exprimiert. In Gewebe von Patienten, die unter ischdmischen Netzhauterkrankungen
leiden, konnte ebenfalls eine verstidrkte Expression von Angiopoietin-2 festgestellt werden
[Takagi et al. 2003].

Angiopoietin-1 besitzt selbst keinen proliferativen Effekt auf Endothelzellen, hat aber tube-
formation und sprouting (Ausbildung von ,,GefdBBsprossen*) [Hayes et al. 1999, Koblizek et
al. 1998] sowie verstirkte GefiBbildung nach Uberexpression zur Folge. Auch zeigen Tiere,
die Angiopoietin-1 iiberexprimierende Tumoren tragen, einen erhohten Perizytenbesatz auf
den TumorgefdBen [Stoeltzing et al. 2003]. In anderen Studien hingegen fiihrt Angiopoietin-1
zu einer Stabilisierung neu geformter Gefdlle, indem es deren Permeabilitit vermindert
[Thurston et al. 1999, 2000, Joussen et al. 2002], in Gegenwart von VEGF Perizyten rekrutiert
[Asahara et al. 1998] und einen antiapoptotischen Effekt auf Endothelzellen ausiibt, der durch
gleichzeitige Gabe von VEGF verstiarkt wird [Kwak et al. 1999]. Durch Injektion eines
Antikorpers gegen PDGF-Rezeptor-f und folgendem Perizytenverlust konnte die Ausbildung
von GefdBanomalien induziert werden. Angiopoietin-1 Gabe antagonisiert diesen Effekt und
bewahrt die Integritdt der Netzhautkapillaren [Uemura et al. 2002].

Die verschiedenen, z.T. gewebsspezifischen Wirkungen der Angiopoietine (s. Abb. 10)
zeigen, dall das Tie-2/Angiopoietin-System sehr komplex reguliert wird und die Aussage nicht
immer gilt, dal Angiopoietin-2 der Antagonist von Angiopoietin-1 ist. So werden auBerdem
durch alternatives splicing mehrere verschiedene Angiopoietin-2 mRNAs zu verschiedenen
Isoformen des Proteins translatiert [Kim et al. 2000]. Bekannt ist die Existenz von biologisch
unterschiedlich aktiven Isoformen eines Proteins mit Einfluss auf das Gefaf3system bereits fiir
VEGF [Stalmans et al. 2002]. Fiir Angiopoietin-2 Isoformen im Huhn konnte gezeigt werden,
dass deren C-Terminus (zur Bindung an Tie-2) identisch ist, der N-Terminus (zur
Multimerisierung) sich hingegen unterscheidet [Mezquita et al. 2000]. Eine weitere
Moglichkeit zur Modifizierung der Angiopoietin-Wirkungen ist die Variation des
Rezeptorkomplexes (Tie-1/Tie-2 Heterodimerbildung, proteolytische Abspaltung der
Extrazellulirdoméne). Daneben hat die Koexpression von anderen Faktoren, wie z.B. VEGF,

einen groBen Einflul auf den resultierenden Effekt einer Angiopoietin-Tie-Interaktion.
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Abb. 10 Zusammenspiel ausgewihlter Rezeptoren und Liganden bei der Gefaf3bildung
im embryonalen und adulten System

A) Das Ausschalten bestimmter Faktoren (senkrechte schwarze Balken) fiihrt wihrend der
Embryogenese zu unterschiedlichen Gefafphénotypen. So unterbleibt im VEGF-R2 K.O. die
Ausbildung eines primiren Gefdlplexus. Nach Ausschalten von Angiopoietin-1 bzw. Tie-2 ist keine
Reifung der GefiBe zu beobachten, das GefiaBnetz ist insuffizient, die Tiere sterben postnatal.

B) Im adulten Tier fiihrt Angiopoietin-2 zu einer Auflockerung und Instabilisierung der Gefil3e, was
diese anfillig fiir proliferative Stimuli macht oder zur GeféBregression fiihrt. (L = Lumen) (nach
Hanahan, D., 1997)

1.5 Die Maus als molekularbiologisches Modell

Um wissenschaftliche Fragestellungen zu beantworten, kann man die Untersuchungen in
verschiedenen Bezugssystemen durchfiihren. So besteht die Moglichkeit, auerhalb eines
Organismus mit dessen Zellen oder Geweben in vitro—Studien durchzufiihren. Diese zeichnen
sich durch leichtere Handhabung und meist einfacheren Aufbau der Versuchssituation aus.
Nachteil ist, daB einzelne ,,Funktionseinheiten eines Gesamtorganismus aus diesem
herausgenommen und vom Kontext isoliert betrachtet werden. So ist nicht sicher, ob Effekte,
die sich in vitro zeigen, in vivo tatsdchlich existent sind. Um Studien durchzufiihren, die alle
Regulationsmechanismen und mogliche EinfluBnahmen eines gesamten Organismus
beriicksichtigen, wéhlt man in vivo-Experimente. Die in diesen Studien nachgewiesenen
Effekte kommen unter Einbeziehung aller zelluldren und subzelluldren Komponenten eines
Gewebes oder Oransystems zustande und sind somit sehr aussagekraftig.
Daher wurde in dieser Arbeit als in vivo-Modell die Maus und die Ratte gewéhlt. Als
Angehorige der ,echten Maiuse” (Familie Muridae) zeichnen sie sich durch hohe
Nachkommenzahl, frithe Fertilitdt, geringen Platzbedarf und Moglichkeit der Haltung in
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Gruppen aus. Somit sind ,,echte Miduse* ein optimales Sdugetier-Modell. Die murinen
Gewebsstrukturen gleichen zum grofften Teil den humanen, so daB sich die gewonnenen
Erkenntnisse in einem gewissen Rahmen auch auf den Mensch iibertragen lassen, was
besonders fiir die Entwicklung therapeutischer Ansitze Voraussetzung ist. Die durchgefiihrten
Experimente beschriankten sich auf das Auge der Versuchstiere. Dieses Organ entwickelt sich
wihrend der Embryogenese aus Teilen des Zwischenhirns und stellt einen Ort verminderter
Immunkompetenz da. Daher ist die Expression bzw. intravitreale Injektion von humanem
Protein in das Nagetierauge mdglich, ohne eine starke immunologische Reaktionen zu
provozieren.

Neben den verwendeten Wildtyp-Ratten wurden in dieser Arbeit auch transgene Méuse
verwendet. Zur Schaffung transgener Tiere wird die zu integrierende DNA-Sequenz in
linearisierter Form in einen Pronukleus einer befruchteten Maus-Oocyte injiziert. Die Eizelle
wird anschliefend in den Eileiter einer durch Verpaarung mit einem sterilen Minnchen
erzeugten peudoschwangeren Maus retransferiert. Nach der Integration der DNA an einer
zufilligen Stelle des Mausgenoms kann sich ein transgenes Tier entwickeln. Sind die
Keimzellen dieses Tieres fiir das Konstrukt transgen, so lassen sich stabile transgene Linien

erzeugen.

1.6 Ziel dieser Arbeit

Ein sehr frithes Ereignis im Krankheitsbild der Proliferativen Diabetischen Retinopathie ist
der Abfall von Perizyten vom Kapillarnetz der Retina. Diesem Vorgang folgen weitere
vaskuldre Verdnderungen, die letztlich zum klinischen Bild einer diabetischen
Mikroangiopathie mit Erblindung des Patienten flihren. Ein Vertreter von
Rezeptortyrosinkinasen, der bei der Umstrukturierung von Gefd3en eine entscheidende Rolle
spielt, ist die endothelzellspezifische Tie-2-Rezeptortyrosinkinase mit ihren Liganden
Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2. Uber Angiopoietin-1 kommt es zu einer Rekrutierung
von Perizyten und Stabilisierung von GefdBlen, Angiopoietin-2 bewirkt hingegen eine
Instabilisierung und Regression von Gefdflen. Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden,
daB3 Angiopoietin-2 zu einer Vergroflerung des Durchmessers von Kapillaren fiithren kann
[Lobov et al. 2002]. Den gleichen Effekt sieht man in PDGF-B knock out Méusen, die Defekte
im Perizytenbesatz vieler Gefdalle besitzen. Weiterhin zeigen kiinstlich diabetisch gemachte

Ratten sehr frith verstirkte Angiopoietin-2 Expression und zu einem spidteren Zeitpunkt

21



Einleitung

Perizytenabfall von ihren Netzhautkapillaren. Auch ist in diabetischen Mausen im Vergleich
zu nicht-diabetischen Tieren eine Zunahme der Aktivitdt des Angiopoietin-2 Promoters zu
beobachten (Hammes et al. 2004). Zusitzlich konnte im Gewebe von Patienten mit
ischdmischen Netzhauterkrankungen verstirkte Angiopoietin-2 Expression nachgewiesen
werden. All diese Ergebnisse weisen darauf hin, dafl die vermehrte Angiopoietin-2 Expression
und der folgende Perizytenabfall in kausalem Zusammenhang stehen konnten. Es ist daher u.
a. Ziel dieser Arbeit nachzuweisen, dall Angiopoietin-2 zum Perizytenabfall von den
Netzhaut-Kapillaren fiihrt. Hierzu stehen unterschiedliche Versuchsanordnungen zur
Verfligung. So werden zum einen intravitreale Injektionen von rekombinantem Angiopoietin-
2 in verschiedene Tiermodelle vorgenommen und anschlieBend die Auswirkungen auf den
Perizytenbesatz untersucht. Durch Koinjektion von Angiopoietin-2 und seinem Rezeptor Tie-
2 sollen Angiopoietin-2 vermittelte Effekte kompetitiv gechemmt werden. Desweiteren wird
ein transgenes Maus-Modell geschaffen, mit dem man ohne direkte Manipulation am Auge
den Effekt einer Uberexpression von humanem Angiopoietin-2 in der Retina auf den
Perizytenbesatz der Netzhautgefile und die GefdBmorphologie durch enzymatische
Digestionen zeigen kann. Diese Méuse exprimieren unter Kontrolle des Opsin-Promoters
humanes Angiopoietin-2 in der Rezeptorzellschicht der Retina. Durch Einkreuzen dieser
Miuse in eine weitere Mauslinie, deren Perizyten speziell markiert sind, lieBe sich der
erwartete Effekt ebenfalls elegant darstellen. Zusitzlich soll das Gefdl3system der Netzhaut
durch Fluoreszenzmikroskopie dreidimensional dargestellt und die Frage geklirt werden, ob
die Uberexpression von Angiopoietin-2 in der Netzhaut zu einer Instabilisierung der GefiBe
fiihrt.

Um jedoch die Wirkung von Angiopoietin-2 auf das GefaB3system der Netzhaut umfassend
beschreiben zu kénnen, muB neben den Effekten eines Uberangebotes an Angiopoietin-2 auch
die Folgen eines Mangels analysiert werden. Hierzu soll die Morphologie der
Netzhautkapillaren in Angiopoietin-2 knock out Miausen dargestellt und durch enzymatische
Digestionen genauer beschrieben werden. Zusétzlich werden Untersuchungen zur Aktivitdt
des Angiopoietin-2 Promoters wihrend der postpartalen Vaskularisierung durchgefiihrt. Die
Kombination von Studien zum Angiopoietin-2 Uberangebot und Mangel haben zum Ziel, ein
besseres Verstiandnis des Tie-2/Angiopoietin-2 Systems in Bezug auf die Gefdlle der Netzhaut
zu erlangen. Wiirde sich die gestellte Hypothese eines Angiopoietin-2 vermittelten
Perizytenabfalls bestétigen, wére das therapeutische Ausschalten dieses Effekts ein idealer

Ansatzpunkt, der Diabetischen Retinopathie in einem frithen Stadium entgegen zu treten.
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2  Material und Methoden

2.1 Gerite und Chemikalien

2.1.1 Verwendete Gerite

Blot-Transfer-Zelle Semi-Dry Trans-Blot SD (Fa. BioRad)
Brutschrank fiir Zellkultur IR-Autoflow, CO,-begast (Fa. Nuaire)
Dissektionsmikroskop Stemi SV6 + Kameraaufsatz MCS80 (Fa. Zeiss)
Eiserzeuger AF-10 (Fa. Scotsman)

Flachbettgelkammer MGU 500T (Fa. C.B.S. Scientific)
Flachbettgelkammer SGE-030-02 (Fa. C.B.S. Scientific)
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 (Fa. Zeiss)

Gelkammer Mini-Protean II (Fa. BioRad)

Heizriihrer Ikamag RCT (Janke & Kunkel)

Kaltlichtlampe KL1500 electronic (Fa. Zeiss)

Kryotom HM 500 OM (Fa. Microm)

Kiihlzentrifuge 4K 10 (Fa. Sigma)

Kiihlzentrifuge Biofuge fresco (Fa. Heraeus)

Laborwaage MC1 Laboratory LC4800P (Fa. Sartorius)
Mikroskop Axiovert 135 (Fa. Zeiss)

Mikroskop Wiloverts (Fa. Will / Hund)

Mikrotom HM 350 (Fa. Microm)

Netzgerdt Modelle E455, E743 und E702 (Fa. Consort)
PCR-Gerit Robocycler Gradient 96 (Fa. Stratagene)

Pipette Pipetman (Fa. Gilson)

Pipette (Fa. Eppendorf)

ReaktionsgefaBschiittler VF2 (Fa. Janke & Kunkel)
Rontgenfilmentwickler M35 X-OMAT Processor (Fa. Kodak)
Sterilarbeitsplatz A/B3 (Fa. Nuaire)

Stickstofftank Chronos Biosafe (Fa. Messer Griesheim)
Thermomixer 5436 (Fa. Eppendorf)

Tiefkiihlschrank HFU 86 (Fa. Heraeus)

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C (Fa. Eppendorf)
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UV-Lichttisch 312 nm + 254 nm (Fa. Bachofer)

Wasserbad Modelle SW, SW-20C und FC 200 (Fa. Julabo Labortechnik)
Wasserbad LKB Multitemp II (Fa. Pharmacia)

Wippschiittler Rocky (Fa. Uniequip Laborgerétebedarf)

Fir die verwendete Kiihlzentrifuge ,Biofuge Fresco“ errechnet sich die relative
Zentrifugalbeschleunigung nach der Formel: RZB = 11.18 x (n/1000)* x r ; wobei n =
Umdrehungen/Minute und r = Radius (= 7.3 cm)

2.1.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien
Reaktionsgefalle, 0.2 — 2.0 ml (Fa. Eppendorf)

Rohrchen 15 ml und 50 ml (Fa. Falcon bzw. Becton-Dickinson)
Film, Kunstlicht 64 ASA EPYT (Fa. Kodak)
Gewebekulturgefia3e (Fa. Costar, Greiner, Nunc)

Sterilfilter 0.2 um (Fa. Schleicher & Schuell)
ZentrifugationsgefaBe 14 ml (Fa. Greiner)

Pipettenspitzen (Fa. Greiner)

Hyperfilm ECL (Fa. Amersham Life Science)

Nitrozellulose Transfer Membran Protran BA83 (Fa. Schleicher & Schuell)
Einmalspritzen (Fa. Henke-Saas, Wolf)
Einmal-Injektionskaniilen (Fa. Braun)

Einmalhandschuhe

2.1.3 Puffer, Losungen, Chemikalien und Enzyme

Chemikalien

Die eingesetzten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad (p. A.) von folgenden Firmen
bezogen: Difco, Gibco BRL, J.T. Baker, Merck, Riedel-de Haen, Roth, Serva, Sigma. dNTPs
von der Fa. Eurogentech, Oligodesoxynukleotide von der Fa. Clontech, Heidelberg.
Antikorper wurden von den Firmen Santa Cruz Biotechnology, R&D Biosystems, Chemicon
International und Dako bezogen. Hormone (PMS, hCG) wurden von der Fa. Sigma,

Deisenheim bezogen.
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Enzyme

Proteinase K Fa. Boehringer-Mannheim
Reverse Transkriptase Fa. Invitrogen

Trypsin Fa. Difco und Fa. Merck
Pepsin Fa. Merck
Taq-DNS-Polymerase Fa. Promega

DNasel, RNase-frei Fa. Boehringer-Mannheim
GroBenmarker

DNA-GroBenmarker: 1 kB DNA-Leiter (Fa. Gibco BRL)
Protein-GréBenmarker: Prestained SDS-PAGE Standard, ,,High Range* (Fa. BioRad)

Losungen

Die unten aufgefiihrten Losungen fiir die Molekularbiologie und Proteinbiochemie wurden

mit deionisiertem ultrafiltriertem und autoklaviertem Wasser angesetzt.

5Sx TBE 54 g Tris-Base 5 x Ladepuffer 50 % Glycerin
27.5 g H3:BO4 0.2 % Bromphenolblau
20ml 0.5 M EDTA pH 8.0 0.2 % Xylencyanol

ad 1Liter H,O

PBS 137 mM NacCl 10 x TBST 200 mM Tris
2,7 mM KCl1 1.5 M NaCl
4,3 mM Na,HPO, 0.5 % TWEEN 20; pH 7.5

1,4 mM KH,PO,

Stripping-Puffer 62.5 mM Tris, pH 6.8 Semi-Dry-Puffer 48 mM Tris
2 %SDS 39 mM Glycin
100 mM B-Mercaptoethanol 0.037 % SDS (v/v)
20 % Methanol
TE (TO.1E) 10 mM Tris, pH 7.5

1 mM EDTA (0.1 mM EDTA)
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6 x Auftragspuffer nach Lammli 200 mM Tris pH 6.8
6 % SDS (w/v)
27 %Glycerin
0,1 % Bromphenolblau

15 % B-Mercaptoethanol

10 x Laufpuffer nach Limmli 250 mM Tris, pH 8.3
1.92 M Glycin
1 % SDS (w/v)

2.1.4 Verwendete Primer und Antikorper

Folgende Primer und Antikorper wurden in dieser Arbeit verwendet:

Tab. 1 In dieser Arbeit eingesetzte Antikorper, Fluorophore und Primer

Antikorper bzw. Fluorophor | Firma / Nr. Tier Spezifitit [1] Emission
a-Angiopoietin-2 PK n-T. R&D 623 Ziege h 1-10pg/ml ---
o-Angiopoietin-2 PK c-T. St.Cruz 7015 Ziege h, r, m 1-10pg/ml -—-
a-Angiopoietin-2 PK n-T. St.Cruz 7016 Ziege h 1-10pg/ml ---
o-Angiopoietin-2 PK n-T. Chemicon 3122 Ziege h 1-10pg/ml -—-
a-Ziege-IgG PK Dako 038 (101) Kaninchen Ziege-IgFc 1:2000 ---
o-Ziege Biotin-gekoppelt Vector Lab. Kaninchen Ziege-IgFc 1:150 -—-
o-Ziege-Cy3 Chemicon 21020711 Esel Ziege-IgFc 10pg/ml 570 nm
Streptavidin-Cy3 Jackson 39441 -—- Biotin 4 pg/ml 570 nm
o-NG-2 Chondroitin Sulfate | Chemicon AB 5320 Kaninchen h,r, m 5 pg/ml ---
Proteoglycan PK

a-Ziege-1gG-Alexa-Fluor 488 | Molec. Probes A-11034 Ziege Kaninchen-IgFc |4 pg/ml 520 nm
Isolectin-TRITC Sigma 5264 Bandeiraea | a-D-Galactosyl 10 pg/ml [ 570 nm
4,4 kDa Dextran-TRITC Sigma T-1037 Leuconostoc | unspezifisch 20 pg/ml 570 nm
500 kDa Dextran-FITC Molec. Probes D-7136 | Leuconostoc | unspezifisch 5 ug/ml 522 nm

PK=Polyklonal; n-T.=N-Terminus; ¢c-T.=C-Terminus; h=human; r=Ratte; m=Maus; [ |=Konzentration

Primer Basensequenz (5°-3")
LacZ-FW ATCCTCTGCATGGTCAGGTC
lacZ-Rev CGTGGCCTGATTCATTCC

hAng2RTF2 GGAAGAGCATGGACAGCATAGGA

hAng2RTRev2 | GCCATTTGTGGTGTGTCCTGATT

mGAPDH Fw | ACCACAGTCCATGCCATCAC

mGAPDH Rev | TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Die fettgedruckten Basen sind humanspezifisch (ungleich der Maussequenz)

Tab. 2 In dieser Arbeit durchgefiihrte PCR

PCR Denaturierung | Zyklus: Denaturierung  Annealing Elongation | Elongation
LacZ 4Min. 94°C 30x: 30s 94°C 45s 60°C  45s 72°C | 4Min. 72°C
hAng2 5Min. 94°C 30x: 45s 94°C 45s 63°C  60s 72°C | 8Min. 72°C
GAPDH 5Min. 94°C 25x: 30s 94°C 45s 65°C  45s 72°C | 6Min. 72°C
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2.2  Priparation der Versuchstiere

Zum Nachweis eines bestimmten Effektes konnen in vitro oder in vivo Analysen durchgefiihrt
werden. Der entscheidende Vorteil von in vivo Analysen ist die realititsnahe
Versuchssituation, die die eher kiinstliche Versuchsbedingung des in vitro Experiments
uibertrifft. Hierbei sind alle Faktoren, die Einfluss auf die untersuchten Elemente haben, in das
Experiment eingeschlossen. Somit sind in vivo Effekte von starker Aussagekraft. Das in
diesen Studien eingesetzte in vivo Modell ist eine fiir ein bestimmtes Konstrukt transgene

Maus.

2.2.1 Transgene Miuse

Zur , Herstellung® transgener Mduse wird ein Teil einer entsprechenden Plasmid DNA in
linearisierter Form durch DNS-Mikroinjektion in einen Pronukleus einer befruchteten Maus-
Oocyte injiziert. Die Eizelle wird anschlieBend in den Eileiter einer durch Verpaarung mit
einem sterilen Ménnchen erzeugten peudoschwangeren Maus retransferiert. Die DNA
integriert zufdllig an einer beliebigen Stelle des Mausgenoms. Tragen die Keimzellen des sich
aus der Oocyte entwickelnden Tieres das Transgen, so lassen sich durch spétere Verpaarung
dieser Maus stabile transgene Linien erzeugen.

Zur Gewinnung von befruchteten Oozyten wurden Tiere der F1-Generation des
Hybridstammes C57BL/6 x C3H/He herangezogen und als pseudoschwangere Weibchen
eingesetzt. Pseudotriachtige Weibchen wurden aus Verpaarungen mit vasektomierten NMRI-
Albino Miannchen gewonnen. Die Tiere wurden entweder von der Fa. Charles River, Sulzfeld,
bezogen oder stammten aus eigener Zucht. Zur Hilterung der Tiere wurde ein separater
Tierstall genutzt, der eine Raumtemperatur von 22 °C und eine Luftfeuchtigkeit von 55 %
aufwies. Der Tag-Nacht Zyklus hatte eine Hellphase von 12 h. Zur Gewinnung einer
ausreichenden Anzahl befruchteter Mausoozyten wurden 21-28 Tage alte C57BL/6 x
C3H/He-Weibchen zur Superovulation stimuliert. Die Stimulation erfolgte durch Injektion
von PMS (FSH-Stimulation) und hCG (LH-Stimulation). AnschlieBend wurden jeweils 2
Weibchen mit einem Ménnchen verpaart. Die Médnnchen und die pseudotrichtigen Weibchen
hatten ein Alter von mindestens 8 Wochen, die superovulierten Weibchen waren jiinger. Nach
der Verpaarung der superovulierten Weibchen mussten die befruchteten Oozyten zur
Mikroinjektion aus dem Eileiter isoliert werden. Nachdem die Oozyten gereinigt worden
waren, wurden sie durch leichten Unterdruck unter mikroskopischer Kontrolle fixiert und so

fokussiert, dass die Vorkerne sichtbar waren. Die DNS-Losung wurde dann mit Hilfe einer
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Injektionskapillare und Mikromanipulatoren (Fa. Leitz, Wetzlar) unter leichtem Druck in
einen Vorkern injiziert. Nach erfolgreicher Mikroinjektion wurden die befruchteten Oozyten
in das Infundibulum des Eileiters retransferiert. Das beschriebene Verfahren zur Herstellung

transgener Miuse erfolgte als Serviceleistung des Instituts.

2.2.1.1 Angiopoietin-2 knock out Méuse

Zur Analyse der Kapillarmorphologie von Netzhduten aus Angiopoietin-2 defizienten Mausen
wurden [B-Galaktosidase-Farbungen, Netzhaut-Digestionen und Fluoreszenzfarbungen von
NetzhautgefaBBen heterozygoter Angiopoietin-2/LacZ knock in Méause (Angiopoietin-f/ 7) bzw.
homozygoter Angiopoietin-2 knock out Miuse (Angiopoietin-2"") angefertigt. Diese Miuse
tragen im ersten Exon ihres Angiopoietin-2-Gens eine LacZ-Kassette (s. Abb. 11), Fa.
Regeneron, N.Y. [Gale et al. 2002, Valenzuela et al. 2003]. Je nachdem, ob nur ein Allel oder
beide Angiopoietin-2 Allele ausgeschaltet sind, handelt es sich entweder um heterozygote
Angiopoietin-2 LacZ-knock in Miuse oder homozygote Angiopoietin-2 knock out Miuse.

Letztere konnen kein Angiopoietin-2 mehr synthetisieren.

Scat ATG Xbai
-

23kB  cxonl

4.3 kB 5.5 kB

Abb. 11 Der genetische Hintergrund der transgenen Angiopoietin-2 knock out Maus

Durch Insertion einer LacZ-Kassette in das erste Exon des Angiopoietin-2 Gens wird dieses
funktionslos. In Geweben, in denen der Angiopoietin-2 Promoter aktiviert ist, wird statt Angiopoietin-
2 die transgene B-Galaktosidase exprimiert.

2.2.1.2 ,,Ops/hAng-2-Miuse“

Die eigentlichen Studien zur Auswirkung eines Uberangebotes an Angiopoietin-2 auf die
Gefille wurden u. a. an einer transgenen Mauslinie (,,Ops/hAng2-Méuse®) vorgenommen, die
humanes Angiopoietin-2 unter Kontrolle des ausschlieBlich in der Retina-Rezeptorzellschicht
aktiven Opsin-Promoters exprimiert. Dieser Promoter des in den Stdbchen synthetisierten
Sehfarbstoffs (Opsin als Bestandteil des Rhodopsins) wird normalerweise zwischen dem 3.
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und 5. postnatalen Tag zur Opsin-Biosynthese aktiviert. Nach Klonierung des Transgens (s.
Abb. 12) wurden Tiere auf die im Abschnitt 2.2.1 beschriecbene Weise erzeugt (mit
freundlicher Unterstiitzung von Frau Silvia Hennig und Herrn Dr. Felix Miiller-Holtkamp)
und verschiedene Linien, die auf unterschiedliche founder zuriickzufiihren sind, vermehrt. Zur
Charakterisierung der Tiere wird mittels PCR bestimmt, ob sie das Transgen stabil in ihr
Genom aufgenommen haben (Genotypisierung). Weitere Experimente weisen die

Transkription (RT-PCR) bzw. die Translation des Transgens nach.

Ops/hAng-Z (2820 bp)

- T15 + Bh + 1582
ATG Slop e
1 py ¥
a9 i — -EE 3
Aval Aval

Abb. 12 Die Struktur des Ops/hAng2-Transgens

Die Basensequenz des 2.8 kB groBen Ops/hAng-2 Transgens besteht aus dem murinen Opsin-
Promoter (blau), der Angiopoietin-2 Sequenz (griin) und dem polyA Abschnitt des simian virus 40
(gelb). Die Angiopoietin-2 Sequenz wurde mittels Aval-Restriktionsendonukleasen hinter den Opsin-
Promoter einkloniert.

2.2.1.3 ,P-LacZ-Miuse“
Desweiteren wurde eine Mauslinie verwendet, die als Transgen den 5°-flankierenden Bereich
des aP2-Gens in Verbindung mit einem LacZ-Reportergen tridgt [s. Abb. 13, Tidhar et al.

2001]. Das Transgen wurde zufillig an einer Stelle des Maus-Genoms inseriert.

5 ap2 ¥

5kB

Abb. 13 Der genetische Hintergrund der P-LacZ-Maus

Die integrierte DNA-Sequenz der P-LacZ-Maiuse besteht aus upstream-Sequenzen des aP2-Gens
(adipose specific gene) und einer LacZ-Expressionskassette. Begrenzt ist das Transgen von einer Pstl-
bzw. einer Notl-Restriktionsendonukleasen-Bindesequenz. Die grauen Boxen entsprechen Exons des
Mausgenoms, der dicke Balken zeigt das Transgen.
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Diese Insertions-Mutante tragt unvollstindige 5'-Sequenzen des adipose specific gene (aP2)
[Graves et al. 1991], gekoppelt an ein LacZ-Reportergen mit einem SV40
Kernlokalisationssignal (nls) [Fire et al. 1990]. Der Phénotyp dieser Tiere zeigt [3-
Galaktosidase-Expression in perivaskuldren Zellen und somit auch in den Perizyten der
Netzhaut (s. Abb. 14). Zur Vereinfachung werden diese Tiere im folgenden als ,,P-LacZ-
Mause* bezeichnet. Nicht alle Perizyten der Netzhaut einer P-LacZ-Maus exprimieren das
Transgen. Auch wird die [-Galaktosidase in aktiv proliferierenden Zellen vermindert
exprimiert. Ein Teil der Versuche verwendet doppelt-transgene Tiere, die aus der Verpaarung
von Ops/hAng2- und P-LacZ-Miausen hervorgegangen sind. Der Nachweis der LacZ-

Expression erfolgt mittels B-Galaktosidase-Féarbung.
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Abb. 14 B-Galaktosidase-Gesamtfirbung der Netzhaut einer P-LacZ-Maus

Zu erkennen sind die aufgrund der LacZ-Féarbung blau gefarbten Perizyten, die indirekt die GefaB3e
markieren. Jedoch exprimieren nicht alle vorhandenen Perizyten das LacZ-Transgen. A)
Gesamtiibersicht {iber eine Netzhaut. Zu erkennen sind die Gefélverldufe der vier groBen Arterien
und deren Austritt aus der Zentralarterie. Die Netzhaut ist zur besseren Praparation kleeblattformig
eingeschnitten. B) In dieser Vergroferung erkennt man deutlich die Perizyten der groferen GefaBe
und die dazwischen liegenden einzelnen Perizyten der tieferen Kapillarbetten. C) Diese Aufnahme
zeigt detailliert den Perizytenbesatz auch der kleineren Geféf3e.

T

2.2.2 Intravitreale Protein-Injektion

Um einen Effekt von Angiopoietin-2 auf den Perizytenbesatz der Netzhaut nachzuweisen,
kann das Protein selbst in das Auge injiziert werden. Als Tiermodell wurden zum einen 5
Wochen alte ménnliche Wistar-Ratten gewéhlt; die Analyse erfolgte durch Retina-Digestion
(s.u.). Desweiteren kam das P-LacZ-Maus-Modell zum Einsatz; die Auswertung erfolgte
durch B-Galaktosidase Férbung der Netzhaut.

Im Rattenmodell ist rekombinantes humanes Angiopoietin-2 (Fa. R&D Biosystems Nr. 623-
AN, 66 kD) in verschiedenen Konzentrationen in einem Volumen von 10 pl mit Hilfe einer
Hamiltonspritze intravitreal appliziert worden. Als Kontrolle wurde die entsprechende Menge

Hitze-inaktiviertes Protein bzw. PBS in das verbleibende Auge der Ratte gespritzt.
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In die P-LacZ-Méuse wurde 400 ng rekombinantes humanes Angiopoietin-2 in einem
Volumen von 4 pl injiziert. Zur Kontrolle wurden 300 ng Protein bei 95 °C fiir 25 Minuten
inaktiviert und in das verbleibende, unmanipulierte Auge der Maus gespritzt. Zum Zeitpunkt
der Injektion waren die Tiere 13 Tage alt und wurden 8 Tage spéter zur Analyse getotet. Der
Zugang zum Bulbus erfolgte in beiden Modellen mit leichtem Abstand zur Cornea durch die
Sklera, die Anédsthesie der Tiere per Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefiihrt worden.

Um zu tberpriifen, ob der Angiopoietin-2 Effekt auf die Perizyten durch Koapplikation von
16slichem Tie-2 Rezeptor (extrazelluldre Angiopoietin-2 Bindedomine) kompetitiv gehemmt
werden kann, wurden 330 ng Angiopoietin-2 zusammen mit einem 12-fachen Uberschuss an
Tie2-IgG-Chimére in ein Auge injiziert, in das andere Auge ausschlieBlich Tie2-IgG-Chimére.
Dieses Molekiil besteht aus der ligandenbindenden extrazelluldren Tie2-Doméne sowie einem
IgG-Fc-Anteil. Der grofte Teil des Angiopoietin-2 sollte an seinen im molaren Uberschuss

koinjizierten, 16slichen Rezeptor binden und somit inaktiviert werden.

2.2.3 Entnahme und Priparation der Netzhaut

Zur Entnahme der Augen wurden die Tiere getdtet, die Bulbi nach Durchtrennung der dufleren
Augenmuskulatur und des Nervus opticus entnommen und zur besseren Fixation mit Hilfe
einer Kaniile seitlich ein Lochlein gestochen. Die so manipulierten Augen ruhten fiir 48 h in
einer 2 % Para-Formaldehyd Losung. Die Freipraparation der Retina erfolgte unter
Zuhilfenahme einer Stereolupe in PBS-Losung. Am Eintritt des N. optici wurde in den Bulbus
oculi ein zentrifugal verlaufender Sternschnitt gesetzt, der auf Hohe des Pigmentepithels die
Abtrennung der Retina von der Choroidea erlaubte. So erhielt man nach Abziehen der Ader-
und Lederhaut die dem Glaskorper bzw. der Linse anhaftende Netzhaut. Durch geschicktes
Scheren der Strukturen lieB sich letztlich die Retina isolieren (s. Abb. 15).

Alternativ kann durch Incision und anschlieBender Circumcision in Héhe der ora serrata
Hornhaut, Linse und Glaskorper von der Netz- Ader- und Lederhaut getrennt werden. Mittels
einer stumpfen Flachsonde wird die Retina anschlieBend von der dufleren Augenwand in Hohe
des Pigmentepithels isoliert und entnommen. Vorteil dieser Methode ist eine geringere
Spannung innerhalb der Retina. Bei kleinen Bulbusdurchmessern ist dies bei der Digestion
von Vorteil, da sich die Netzhaut auf dem Objekttrager besser spreiten ldsst. Allerdings geht
bei dieser Art von Prédparation ein Teil der Kapillarfliche verloren, da die Retina ja nicht in

toto entnommen wird.
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Ansatz der duBBeren Eintritt des N. opticus
Augenmuskeln Y -

 Zentrifugale Schnittfihrung

in Sternform
Netzhaut

Hornhaut auf Glaskorper

Ora serrata

Leder- und Aderhaut ¢

Wy ': . i
i

Isolierte Netzhaut /_/,’ ™
I
4. Glaskorper

Abb. 15 Methode zur Entnahme der Netzhaut aus dem fixierten Auge

Zeichnerisch dargestellt ist die chronologische Abfolge der Freipréparation einer fixierten Netzhaut.
1. Ausgangssituation vor Eroffnung der Leder- und Aderhaut. 2. Darstellung der dem Glaskdrper
aufliegenden Netzhaut durch zentrifugale Schnittfithrung, ausgehend vom Eintritt des N. opticus. 3.
Entnahme der Netzhaut mit dem Glaskorper durch stumpfes Préparieren. 4. Befreiung der Netzhaut
vom Glaskorper entlang der ora serrata.

2.2.4 B-Galaktosidase Farbung der Netzhaut

Die isolierte Retina wird iliber Nacht in einer Farbelosung (1 Teil 2 % X-Gal-Stockldsung in
DMF und 19 Teile LacZ-Farbelosung) bei 30 °C inkubiert. Durch mehrmaliges peripheres
Einschneiden ist es anschlieBend moglich, die halbkugelformige Netzhaut in eine anndhernd
plane Form zu bringen. So ldsst sich die Retina nach Waschen in HOg44 problemlos auf einen
Objekttriiger iiberfithren und mit Aquatex wissrig eindeckeln. Der GefdBverlauf der Aste der
Arteria centralis retinae und die aufgelagerten Perizyten sind durch die Blaufarbung sehr gut

zu erkennen (s. Abb. 14).
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Zur Bestimmung des Perizytenbesatzes einer Netzhaut werden pro Retina bei 400 facher
Vergroferung in mindestens 10 Gesichtsfeldern die Anzahl der Perizyten des tiefen

Kapillarbetts ausgezédhlt und gemittelt.

B-Galaktosidase- (LacZ-)Férbelosung:
5 mM Kaliumhexacyanoferrat
5 mM Kaliumhexacyanoferrit
2 mM Magnesiumchlorid (Hexahydrat)
20 ul P40 10 %
0,01g Natriumdeoxycholat
frisch hinzu: 1/20 Volumen X-Gal (2 %) in DMF

2.2.5 Enzymatische Netzhaut-Digestion

Zur Darstellung der Gefal3- und Kapillarbetten einer Retina wird das um die Gefidle liegende
Gewebe enzymatisch entfernt. Hierzu wird die fixierte Netzhaut in PBS gewaschen und
anschliefend fiir 30 Minuten in H,O49 bei 37 °C inkubiert. Es folgt die Abtrennung
eventueller Glaskdrperreste mit einer Pinzette. Nach Uberfiihrung der Retina in eine 2,5 %
Pepsin-Losung (Fa. Merck, 37 °C, pH=1,27) wird nach 5-miniitiger Inkubation begonnen, die
sich bereits 16sende Photorezeptorzellschicht durch leichtes Bestreichen mit einer Sonde zu
entfernen. Langer als 10 Minuten sollte die Netzhaut nicht in der Pepsin-Losung verbringen.
AnschliefSend folgt eine Behandlung der Retina mit einer 5 % Trypsin-Losung (Fa. Difco, 37
°C, pH=7,6) fiir 15 Minuten oder 10 % Trypsin-Losung (Fa. Merck, 37 °C, pH=7,6) fiir 11
Minuten. Es trennen sich nun die restlichen Gewebsschichten von den Gefdllen. Die Netzhaut
wird vorsichtig auf einen Objekttrager iiberfiihrt. Durch peripheres Betropfen der Retina mit
destilliertem Wasser werden mechanisch noch verbleibende Zellreste abgetrennt. Der sich
bildende Suspensionssee wird mit Abstand zum Objekt vorsichtig abgesaugt. Eventuell muf3
noch mehrmals mit Trypsin-Losung inkubiert werden, um die Kapillarbetten einigermallen
frei von Zellresten darstellen zu konnen. Das GefaBBnetz des Auges wir auf dem Objekttrager
mit Hilfe des beschriebenen Tropfens und Saugens ausgespreitet und luftgetrocknet. Nach
mind. 3 h Trocknen fiihrt man eine PAS-Farbung durch.

Die Konzentrationen der Trypsin- und Pepsin-Losungen sowie die Inkubationszeiten miissen

fiir jede Enzym-Charge neu ermittelt werden.

33



Material und Methoden

2.2.6 PAS-Firbung (Perjodsiaure-Schiff-Reaktion)
Um das Verhiltnis Perizyten zu Kapillarfliche bzw. Endothelzellzahl fiir die
Netzhautkapillaren bestimmen zu koénnen, mull die zuvor enzymatisch digestierte Retina

gefdarbt werden. Hierzu eignet sich besonders die Perjodsdure-Schiff-Féarbung (s. Tab. 3).

Tab.3 Vorgehensweise zur Durchfiihrung einer PAS-Firbung

Medium Verweildauer (Min)
H>044 1
Perjodséure 1 % 5
Leitungswasser 7
H,044 2
Schiffsches Reagenz 20
Leitungswasser 15
H>044 0,2
Mayers Himalaun 7
Leitungswasser 10
H,044 2
EtOH 60 % 70 %, 80 % 90 % 95 % 100 % Je2
Roticlear (Xylolersatz) 2x4
Eindeckeln mit Entellan

Zur Auswertung der PAS-gefarbten Netzhaut-Digestionen wird je Netzhaut in mindestens 8
Gesichtsfeldern (VergroBerung 600 fach) die Anzahl der Perizyten pro Kapillarfliche
bestimmt und gemittelt. Die Auswertung erfolgt ,,blind“. Die Unterscheidung zwischen
Perizyten und Endothelzellen wird aufgrund morphologischer Merkmale, dem Férbeverhalten
in der PAS-Farbung und der Lage der Zellen vorgenommen. So sitzen die Perizyten auf den
Endothelzellen auf und sind bevorzugt an Gabelungen des Kapillarnetzes zu finden (s. Abb.
16). Weiterhin sind die Kerne der Endothelzellen schméiler und lénger als die Perizyten und

treten niemals als ,,Doppelkern® auf.
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Abb. 16 Enzymatische Netzhaut-Digestion mit anschlieBender PAS-Firbung

Die Abbildung zeigt das zweidimensionale Netzwerk der NetzhautgefdBe. A) Uberblick iiber die
Gefilstrukturen der Retina einer Maus. Die Kapillarnetze sind in ihrer Dichte homogen; die Gefafie
zeigen deutlich hierarchischen Aufbau. B) Vergroflerung aus A: Die Pfeile markieren Perizyten.

2.2.7 Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Netzhautgefifle

Es ist bekannt, dass Perizyten auf das Gefda3system stabilisierend wirken. Da wir vermuten,
dass Angiopoietin-2 zu einer Verminderung des Perizytenbesatzes auf den Netzhautgefdf3en
filhrt, soll geklart werden, ob sich hierdurch die Permeabilitit der Netzhautkapillaren
verandert. Auch die dreidimensionale Struktur des Kapillarnetzes der Retina soll dargestellt
werden. Hierzu werden die Kapillaren durch Injektion eines hochmolekularen Fluorophors
luminal gefirbt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop lassen sich die gefdrbten Gefalle
dreidimensional darstellen und beurteilen. Mit dieser Methode soll zusétzlich die
Gefilmorphologie von homozygoten Angiopoietin-2 knock out Méusen analysiert werden.
Durch Injektion eines weiteren, niedermolekularen Fluorophors und anschlieBendem
Nachweis des Molekiils im Extravasalraum kann eine erhohte Gefdllpermeabilitit
nachgewiesen werden.

Es existieren mehrer Moglichkeiten zur Firbung der Gefde. Zum einen kdnnen die
Kapillaren der extrahierten und fixierten Netzhaut durch Immersion gefarbt werden. Es ist
auBerdem moglich, durch intravendse Injektion des Fluorophors die GefiBle von der

Lumenseite her zu farben und anschlieend die Retina zu fixieren. Zur Immersionsfarbung
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wird das Auge entnommen, fiir mindestens 3 h in 4 % PFA fixiert und anschlieend die
Netzhaut freipripariert. Nach Waschen in PBS wird die Retina durch zweistiindige Inkubation
bei RT in PBS/ Tween 0,5 % permeabilisiert. Es wird erneut mit PBS/ Tween 0,5 %
gewaschen und darauthin die Netzhaut mit Isolectin-TRITC (s. Tab.1) in PBS/ Tween 0,5 %
UN bei 4 °C immersionsgefirbt. Am nichsten Tag wird 3 x 1 h mit PBS/ Tween 0,5 %
gewaschen und die Netzhaut in 2 % Glycerin auf einem Objekttriger ausgespreitet.

Zur Bestimmung der GefdBpermeabilitit wird ein hochmolekulares (500 kDa) und ein
niedermolekulares Dextan (4,4 kDa, s. Tab.l) in einem Volumen von 100 pl in die
Schwanzvene der entsprechenden Maus injiziert. Zur besseren Darstellung der Vene werden
die Tiere zuvor mit einer Rotlichtlampe warmebehandelt. Nach 15 Minuten erfolgt die Tétung
der Tiere und die Entnahme der Augen. Diese werden fiir mind. 3 h in 4 % PFA fixiert. Es
folgt die Freipréparation der Netzhdute, Waschen in PBS und Ausspreiten der Netzhdute auf
einem Objekttriger in 2 % Glycerin. Zur flachen Montage der Netzhaut auf dem Objekttrager
mull die Retina 2-3 x peripher eingeschnitten werden. Es folgt die Analyse unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Wiahrend des gesamten Experiments ist zu bedenken, dass die

Fluorophore lichtempfindlich sind und die Gefahr des Ausbleichens besteht.

Oberflachliche Gefalle
(Ganglienzellschicht) |

Tiefes Kapillarbett
(Innere Kérnerschicht)

Abb. 17 Dreidimensionale Darstellung des Gefifisystems der Netzhaut nach Injektion
eines Fluorophors

Deutlich zu erkennen ist das grazile Kapillarnetz der tiefen Schicht (scharf gestellt). Die groBeren
Gefille der oberflachlichen Schicht erscheinen aufgrund der Dreidimensionalitdt unscharf und liegen
in einer anderen Ebene. Das Fluorophor (500 kDa FITC-Dextran) markiert das Geféd3lumen homogen
und vollstindig.
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2.3 Bearbeitung von Nukleinsiuren

2.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [Saiki et al. 1988] dient der exponentiellen
Amplifizierung und somit dem Nachweis eines bestimmten DNA-Abschnittes. Ist ein
bestimmtes Transgen die Zielsequenz, kann folglich mittels der PCR die Transgenitét eines
Tieres nachgewiesen werden. Auch ist die Identifizierung einer bestimmten mRNA moglich,
nachdem diese mit Hilfe der Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben worden ist (RT-
PCR, s.u.). Die zu amplifizierende DNA-Sequenz wird durch den Einsatz von speziellen
synthetischen Oligonukleotid-Primern definiert, die den zu vervielfiltigenden DNA-Bereich
flankieren. In mehreren Reaktionszyklen unterschiedlicher Temperatur wird die
doppelstringige DNA denaturiert, die Primer an die Nukleinsiure hybridisiert und durch die
thermostabile 7Tag-Polymerase (aus Thermus aquaticus, Fa. Promega) elongiert. Nach
exponentieller Vervielfiltigung der Zielsequenz lésst sich die akkumulierte DNA mit Hilfe

einer Gelelektrophorese nachweisen.

2.3.1.1 Genotypisierung mittels PCR
Im Rahmen der Studien mit den P-LacZ-/ bzw. Ops/hAng2-Méusen ist es notwendig zu
iiberpriifen, ob die zu untersuchenden Tiere transgen sind. Zum Nachweis der integrierten
Fremd-DNA wird eine PCR durchgefiihrt, in der spezifische Primer (s. Tab. 1) eingesetzt
werden, die ausschlieBlich die Sequenz des jeweiligen Transgens erkennen. Im positiven Falle
resultiert eine spezifische Bande, die jenen Bereich reprisentiert, der durch die Primer
,eingeschlossen wird.
Die zu analysierende genomische Maus-DNA wird durch Lyse der Schwanzspitze mit
Proteinase K in einem 1.5 ml Reaktionsgefdll gewonnen. Das Gewebe wird hierzu in 500 pl
PCR-Ready-Lysis-Puffer (s.u.) und 4 pl Proteinase K (20 pg/ pl) fiir 6 h bei 55 °C unter
Schiitteln lysiert.
PCR-Ready-Lysis-Puffer:
50 mM KCI
1.5 mM MgCl,
10 mM Tris-HCI pH 8.3
0.45 % NP-40
0.45 % Tween 20

37



Material und Methoden

Nach Inaktivierung der Proteinase bei 95 °C fiir 15 Minuten wird kurz zentrifugiert. Zu 19 ul
Reaktionsmix (s. Tab. 4) wird 1 pl Uberstand gegeben, der die genomische DNA enthilt.

Tab. 4 PCR-Reaktionsansatz

Reagenz Molaritdt / Konzentration | Volumen

PCR-Puffer 10 x 2.00 pl
MgCl, 25mM 1.20 pul
dNTPs 5mM 0.80 pl
lacZ-Primer forward 100 pmol 0.13 pul
lacZ-Primer reverse 100 pmol 0.13 pl
Tag-Polymerase SU/ul 0.20 pl
DNA-Probe Bis zu 107g 1.00 pl
H>04q - 14.54 ul
Gesamtvolumen --- 20.00 pl

In einem 200 pul PCR-Reaktionsgefdl kann die Reaktion in der PCR-Maschine gestartet
werden. Die PCR erfolgt nach dem in Tab. 2 angegebenen Schema. Uber eine analytische

Agarose-Gelelektrophorese kann im positiven Falle das PCR-Produkt nachgewiesen werden.

2.3.1.2 PCR zur Charakterisierung der Transkriptionsaktivitit eines Gewebes im
Rahmen einer RT-PCR

Nachdem die gesamte mRNA eines Gewebes isoliert und in cDNA umgeschrieben worden ist,
konnen bestimmte Exon-Sequenzen durch Wahl der entsprechenden Primer amplifiziert und
somit nachgewiesen werden.

Von den insgesamt 6 Linien der Ops/hAng-2-Mduse sollen diejenigen bestimmt werden, die
Transkription des Transgens zeigen. Hierzu wurden die Netzhdute transgener Tiere gewonnen
(s. 2.2.3) und hieraus die mRNA isoliert. Nach Transkription in cDNA (s. 2.3.3) wird eine
PCR durchgefiihrt, die das humane Angiopoietin-2 spezifisch nachweist. Die Sequenz der
eingesetzten Primer-Paare ist Tab. 1 zu entnehmen. Der Reaktionsansatz und die
Reaktionsbedingungen gleichen den in Tab. 4 bzw. Tab. 2 beschriebenen. Nach erfolgter

Amplifikation eines Teils der Angiopoietin-2 Sequenz lésst sich die angereicherte DNA mit
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Hilfe einer Gelelektrophorese nachweisen. Ist der Nachweis positiv, ist nachgewiesen, dass

das Transgen transkribiert worden ist.

2.3.2 Gelelektrophoretische Groflenfraktionierung von DNA-Fragmenten

Das Prinzip der Gelelektrophorese basiert auf der unterschiedlich schnellen Wanderung
verschieden groler DNA-Molekiile in einem elektrischen Feld durch eine Gelmatrix. Die
negativ geladene DNA wandert dabei zur Anode. Die GroBe der aufzutrennenden DNA-
Molekiile entscheidet iliber die Konzentration der Gelmatrix. Gemische kleinerer Molekiile
lassen sich mit hoherprozentigen Gelen besser fraktionieren. Bei gleichzeitigem Auftrennen
eines Markers konnen die ungefdhren Groflen der resultierenden Fragmente bestimmt werden.
Die in einer PCR amplifizierten DNA-Sequenzen konnen so unter Verwendung eines
Agarosegels aufgetrennt und sichtbar gemacht werden.

Je nach verwendeter Gelkammer werden in 100 ml bis 400 ml 0.5 x TBE 1 % Agarose durch
mehrfaches Aufkochen gelost. Nach Abkiihlen auf etwa 50 °C wird 5 pl Ethidiumbromid (10
mg/ml) pro 100 ml Gelldsung hinzugegeben und durch Schwenken gemischt. Nach dem
GieBen in eine Flachbettgelkammer wird ein Kamm gesteckt. Nach dem Aushérten wird das
Gel mit 0.5 x TBE Laufpuffer iiberschichtet und die DNA mit Ladepuffer in die Taschen
pipettiert, wobei eine Menge von 5 pg/cm Taschenbreite nicht {iberschritten wird. Die
angelegte Spannung richtet sich nach der Fragment- und GelgroBe und liegt zwischen 30 V
und 200 V. Das DNA-Bandenmuster ldsst sich durch kurzzeitige Auflage des Gels auf eine
UV-Quelle (314 nm) darstellen, da das Ethidiumbromid in die DNA interkaliert und durch
die UV-Strahlung zur Fluoreszenz angeregt wird. Eine Groéfenzuordnung und
Mengenabschétzung ist durch Einsatz einer 1 kB-Leiter (Fa. Gibco) mit der Konzentration

von 100 ng/pul moglich, wobei die 1,6 kB-Bande 1/10 der Gesamtmenge ausmacht.

2.3.3 Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Zur Erfassung aller in einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt transkribierten
Gensequenzen (mRNAs) konnen diese nach Isolierung aus dem Zytosol mit Hilfe der
Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Der Nachweis eines spezifischen
Transkripts erfolgt anschlieend mittels PCR (s.0.). Zeitgleich zur RNA-Isolierung erfolgt die
enzymatische Degradation der genomischen DNA mittels DNase. Mit dieser Methode lésst
sich u.a. nachweisen, ob ein Transgen transkribiert wird und somit aktiv ist.

Im Kontext der Untersuchungen wurde iiberpriift, ob das unter der Kontrolle des Opsin

Promoters stehende humane Angiopoietin-2 in der Maus-Retina iiberhaupt exprimiert wird.
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2.3.3.1 Isolierung und Aufreinigung von RNA

Da die Expression des Transgens in der Rezeptorzellschicht der Retina erfolgt, wurden beide
Netzhdute einer Maus aus dem Auge entnommen und ,,gepoolt™ (s. 2.2.3). AnschlieBend
erfolgte die Lyse der Zellen unter Verwendung des ,,RNeasy Mini Kit*“ der Fa. Qiagen in [3-
Mercaptoethanol. Unter Hochsalzbedingungen binden die Nukleinsduren an eine Silica-
Gelmatrix. Hierauf wird in geeignetem Puffer DNase I gegeben, welche zur Degradation der
genomischen DNA fiihrt. Die Elution der aufgereinigten RNA erfolgt mit einem
Niedrigsalzpuffer (H,Oq4q). Es ist darauf zu achten, da3 sdmtliche Reagenzien und Materialien

Rnase-frei sind.

2.3.3.2 Reverse Transkription

Um aus dem aufgereinigten mRNA-Pool der Netzhdute die entsprechende cDNA zu erzeugen,
wurde die ,,Superscript II Rnase H-Reverse Transcriptase® der Fa. Invitrogen verwendet. Im
einzelnen werden in einem Gesamtvolumen von 24 pl fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert: 2 pg
RNA, 1 pg Oligo(dT);s, 2 pl ANTP Mix (10 mM), ad 24 pl mit H20dd Rnase-frei.
AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch auf Eis abgeschreckt. 12 ul des Ansatzes werden
mit 4 ul 5x RT-Puffer, 2 ul DTT 0.1 M und 1 pl Rnasin (40 Einheiten Ribonuclease Inhibitor)
versetzt und bei 42°C fiir 2 Minuten inkubiert. Nach Addition von 1 pl Superscript II Reverse
Transkriptase (200 Einheiten) wird das Gemisch fiir weitere 50 Minuten auf 42 °C erhitzt und
letztlich die Reaktion bei 70 °C fiir 15 Minuten inaktiviert. Von der erhaltenen cDNA werden
2 ul als Matrize in die sich anschlieBende PCR eingesetzt.

Zum Ausschluf3 einer Kontamination der RNA-Extrakte mit genomischer DNA (inkomplette
Degeneration durch Dnase I) wird in der PCR neben der eigentlichen cDNA-Probe als Matrize
2 pl nicht revers transkribiertes RNA-Isolat eingesetzt. Bei DNA-Kontamination des Isolats
tritt hier ebenfalls ein Amplifikat auf. Um sicherzustellen, daB3 anndhernd die gleichen
Mengen RNA aus den Netzhduten der verschiedenen Mauslinien isoliert wurden, erfolgte
zusdtzlich eine PCR zur Amplifikation der GAPDH-cDNA (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-

Dehydrogenase), einem ubiquitédr exprimierten Enzym der Glykolyse.

2.3.3.3 Quantifizierung von Ribonukleinsiuren
Zur Bestimmung von RNA-Konzentrationen wird die Absorbtion der jeweiligen Probe bei
260 nm mit Hilfe eines Photometers gemessen. Als Bezugslosung dient der Puffer, in dem die

RNA aufgenommen wurde. Die Konzentration (C) errechnet sich nach der Formel:
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C=0D20nmm Y -Z ,wobei Y =40 ug/ml und Z = Verdiinnungsfaktor.

2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 Immunhistochemie
Proteine lassen sich mit Hilfe von Antikorpern auf histologischen Schnitten in situ
nachweisen. Hierzu mufl das zu untersuchende Gewebe pripariert und eventuell fixiert

werden. Anschlie3end erfolgt der immunologische Nachweis.

2.4.1.1 Gewebepriparation

Zur Gewinnung von Gefrierschnitten werden die frisch entnommenen Netzhdute kurz in PBS
gewaschen und danach sofort in ,, Tissue-Tek“-Gel eingebettet. Mit Hilfe von Trockeneis, das
mit 2-Methyl-Butan iiberschichtet wird, wird das Gewebe eingefroren und anschlieend fiir
mindestens 24 h bei —80 °C gelagert. Zur Anfertigung von Paraffinschnitten miissen die
Netzhéute in fliissiges Paraffin eingebettet werden. Zuvor wird das Gewebe jedoch iiber Nacht
mit 1% Para-Formaldehyd oder nach Carnoy (60 % EtOH, 30 % CHCIs, 10 % Eisessig, bei 4
°C) fixiert. Es schlieBt sich eine Dehydration des Gewebes an. Dies geschieht mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 80 %, 90 % EtOH fiir je 30 Minuten, 2 x 95 % EtOH je 30
Minuten, 2 x 100 % EtOH je 45 Minuten, 2 x Xylolersatz Roticlear je 30 Minuten). Aus dem
Xylolersatzbad wir das Gewebe fiir 45 Minuten in ein Paraffinbad bei 60 °C tiberfiihrt und
anschliefend {iber Nacht in einem zweiten Paraffinbad aufbewahrt. Am Folgetag wird das
Gewebe in die dafiir vorgesehenen Formgeféfle {iberfiihrt und paraffinbedeckt nochmals fiir
30 Minuten auf 60 °C erhitzt. Das Gewebe innerhalb des Formgefifles kann nun auf Eis
abgeschreckt und nach dem Aushérten aus der Form entnommen werden. Die Lagerung

erfolgt bei Raumtemperatur.

2.4.1.2 Anfertigung von histologischen Schnitten

Bevor die Objekttriger zur Aufnahme der Schnitte verwendet werden, miissen sie mit 3-
Aminopropyl-trimethoxysilan (,, TESPA*) beschichtet werden. Hierzu werden sie in 70 %
EtOH gewaschen und anschlieend fiir 5 Minuten in einer 2 % TESPA-L6sung (in Aceton)
beschichtet. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 5 Minuten in Aceton kann man die

Objekttrager trocknen.
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Es folgt die Herstellung der Schnitte. Zur Produktion von Gefrierschnitte wird der Tissue-
Tek-Gewebeblock in ein Kryotom eingespannt und es werden 5-8 pm dicke Serienschnitten
angefertigt. Nach mehrstiindigem Trocknen bei RT werden die Schnitte bei —20 °C gelagert
oder sofort weiterverarbeitet (Immunféarbung, s.u.).

Sollen Paraffinschnitte angefertigt werden, werden von dem Paraffinblock mit Hilfe eines
Mikrotoms Serienschnitte angefertigt. Der einzelne Schnitt wird auf ein erhitztes Wasserbad
(40 °C) iiberfiihrt, wo er aufgrund der Oberflichenspannung spreitet. Durch Untertauchen auf
einem Objekttrager wird der Schnitt auf demselbigen fixiert und anschlieend fiir 2h bei 48
°C getrocknet. Zur Farbung wird das Objekt deparaffiniert. Hierzu kommt der Objekttrager 2
x fir 10 Minuten in Roticlear (Xylolersatz) und anschlieBend in eine absteigende
Alkoholreihe, um das Gewebe zu rehydrieren (2x 100 %EtOH fiir 5 Minuten, 95 %, 90 %, 80
%, 70 % EtOH je 3 Minuten anschlieBend H,Oq4q ). Es folgt die Immunférbung.
Paraffinschnitte zeigen einen besseren Morphologieerhalt des Gewebes, jedoch kénnen durch
die Prozedur der Herstellung Epitope maskiert oder zerstort werden. Zur ,,Demaskierung* der
Epitope werden die Schnitte einige Minuten bei 37 °C mit Trypsin behandelt (0,1 % Trypsin,
0,1 % CacCl, in 0,05 M Tris-Puffer) oder in der Mikrowelle 3-5 x fiir je 5 Minuten in 4 °C
kaltem Citratpuffer (10 mM tri-Natriumcitrat-Dihydrat; pH 7,4) erhitzt. Die Qualitit der
Gefrierschnitte beziiglich des Gewebeerhalts erreicht nicht die Qualitit der Paraffinschnitte,

jedoch ist auf ithnen ein immunologischer Proteinnachweis eher moglich.

2.4.1.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen in situ

Mit dieser Methode ldsst sich die Expression von Proteinen in sifu auf Gewebeschnitten
darstellen. Das nachzuweisende Protein wird von einem spezifischen Erstantikérper
gebunden. An diesen bindet wiederum ein zweiter, biotinylierter Antikdrper. An das Biotin
bindet Avidin. Dieses ermdglicht einem weiteren Biotin-Molekiil, an das eine Peroxidase
gekoppelt ist, die Anlagerung. Die Peroxidase setzt letztlich in der Nachweisreaktion ein
Substrat (AEC) in einen Farbstoff um. Es kommt das Vectastain-Kit der Fa. Vector
Laboratories zum FEinsatz. In der Praxis werden die zuvor erzeugten Gewebeschnitte
aufgetaut und fir 10 Minuten bei —20 °C in Aceton fixiert. Handelt es sich um
Paraffinschnitte, werden die Objekte rehydriert (s. 0.). Nach 30 miniitigem Trocknen wird das
Gewebe mit einem Fettstift umrandet und in einer feuchten Kammer fiir 5 Minuten mit 5 ml
PBS bedeckt. Das PBS wird abgeschlagen und anschlieend pro Schnitt mit 80 ul 10 %

Kaninchenserum fiir 15 Minuten unspezifische Proteine blockiert. Nach Entfernen des Serums
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werden 80 pl des Erstantikorpers (s. Tab. 1, 10ug/ml in PBS) fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben. Es folgt das Waschen der Schnitte mit PBS fiir 1
Minute, Abschlagen des PBS und nochmaliges Waschen mit PBS/ 0.1 % TWEEN20 fiir 5
Minuten. Nach Entfernung der PBS-Losung kann optional eine Inaktivierung der endogenen
Peroxidase vorgenommen werden, indem das Objekt fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit
3,3 % H;0, in MetOH inkubiert wird. Ansonsten wird nach Abschlagen der PBS-
Waschlosung 1 Tropfen des Zweitantikorpers (biotinylierter anti-Ziege-Antikorper,
Vectastain-Kit, Dosierung nach Herstellerangaben) versetzt mit je 2%,, Kaninchen-/ bzw.
Mausserum auf die Schnitte gegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es
wird mit PBS fiir 1 Minute und anschliefend fiir 5 Minuten mit PBS/ 0.1 % TWEEN20
gewaschen. Es folgt die Inkubation mit Avidin und Biotin-gekoppelter Peroxidase fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur. Nach wiederholtem Waschen mit PBS und PBS/ TWEEN20
wird mit jeweils 80 pul AEC-Losung (Dosierung und Zusammensatzung nach
Herstellerangaben, Fa. Sigma) fiir 20 Minuten entwickelt (mikroskopische Kontrolle der sich
entwickelnden Farbintensitit). Die Objektriger werden nun ohne Waschen direkt mit
Leitungswasser bedeckt und abschlieBend mit einem Tuch unter Aussparen des Objekts
abgetupft. Es schlief3t sich die Hematoxylin-Gegenfarbung an. Hierzu werden die Objekttrager
fiir eine Minute in ein Hematoxylin-Fiarbebad getaucht und anschlieBend dreimal in H,O
gewaschen. AbschlieBend werden die Gefrierschnitte mit Aquatex wassrig eingedeckelt und

die Paraffinschnitte nach Dehydrierung (s. Gewebepréiparation) mit Entellan eingedeckelt.

2.4.2 Immunoblot (,,Western Blot*)

Der immunologische Nachweis von Proteinen erfolgt durch Einsatz von Antikorpern, die das
nachzuweisende Protein erkennen, und deren spezifische Bindung durch eine Enzymreaktion
nachgewiesen werden kann. Hierzu wird das Proteingemisch zuerst mittels einer
denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteine anschlieBend
mittels Elektro-Blotting auf eine Nitrozellulosemembran {iibertragen. Fixiert auf dieser

Membran kdnnen die Proteine wie beschrieben nachgewiesen werden.

2.4.2.1 Gewinnung von Proteinextrakten
Um die Expression des humanen Angiopoietin-2 in der Maus-Retina nachzuweisen, werden
die Netzhdute freiprépariert und sofort einer Lyse unterworfen. Hierzu werden die beiden

Netzhdute der Maus in einen Lysepuffer (s.u.) aufgenommen und mit Hilfe einer sterilen
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Kantile durch mehrmaliges aufziehen mechanisch grob zerkleinert. Der Zelldetritus wird kurz
abzentrifugiert und anschlieBend eine vollstindige Homogenisation des Gewebes durch
Ultraschall-Behandlung erreicht. Hierzu spannt man die in einem Eppendorf-Reaktionsgefal3
befindlichen Netzhéute in einen ,,Sonifier ein und ldsst die Schallwellen fiir ca. 2 Minuten
einwirken, bis die Fliissigkeit aufklart. Das Gewebe darf dabei nicht zu stark erhitzen und
sollte auf Eis gekiihlt werden. Die im Lysat enthaltenen Proteine konnen nun mittels einer
SDS-PAGE aufgetrennt werden. Da aus einer Netzhaut nur sehr geringe Mengen Zellysat

gewonnen werden, wird auf eine Proteinmengenbestimmung verzichtet.

Lysepuffer (Proteinextraktion):

150 mM NacCl,

0,2 % Triton,

1 mM EDTA,

30 mM Tris pH 7.5,

Proteaseinhibitorencocktail Fa. Boehringer

2.4.2.2 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche denaturierende Polyacrylamid-Gelelektropherese (SDS-PAGE) wird
u.a. zur Auftrennung eines Proteingemisches verwendet. Durch die Denaturierung der
Proteine wird eine Auffaltung der Tertidrstrukturen erreicht, die die Beladung der Proteine mit
SDS ermdglicht. Hierdurch werden alle Proteine mit einer negativen Ladung versehen, so daf3
die gesamten Proteine unabhingig von ihrer Ausgangsladung je nach Molekulargewicht
unterschiedlich schnell zur Anode wandern. Fiir eine optimale Fraktionierung von Proteinen
mit einem Molekulargewicht zwischen 60 kDa und 200 kDa sind 5 % Gele, fiir Proteine mit
einem Molekulargewicht zwischen 16 kDa und 70 kDa 10 % Gele geeignet. Das System
besteht aus einem groBporigen, 3 % Sammelgel, das etwa 1/3 der gesamten Laufstrecke
ausmacht. Die eigentliche Auftrennung erfolgt aufgrund der Masse der aufzutrennenden
Proteine {iber ein engporiges, 10 % Trenngel. Im Sammel- und Trenngel befinden sich
Chloridionen, im Laufpuffer Glycin. Die Chloridionen wandern nach Anlegen der Spannung
schnell zur Anode, wéihrend das Glycin nur langsam in das Sammelgel eindringt und sich nur
langsam bewegt, da es bei pH 6.8 iliberwiegend als Zwitterion vorliegt. Zwischen Glycin und
Chloridionen entsteht somit ein ,,jonenarmer“ Bereich, so dafl die Proteine hier den
Ladungstransport tibernehmen. Je nach ihrem Molekulargewicht, das ihre elektrophoretische

Mobilitdt bestimmt, ordnen sich die Proteine an und werden zugleich an der Grenze zwischen
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Sammel- und Trenngel konzentriert. Im Trenngel werden die Proteine von den Glycinionen
iiberholt, da Glycin bei pH 8.8 negativ geladen ist. Es folgt die Auftrennung der Proteine nach
threm Molekulargewicht.

Praktisch wird nach dem FEinspannen der zuvor gereinigten Glasplatten in die
GelgieBapparatur mini-Protean II (Fa. BioRad) die Trenngellosung zwischen die Platten ( 73
mm x 100 mm) gegossen. Diese besteht aus 7,5 % Acrylamid, 0.1 % SDS
(Natriumdodecylsulfat) und 1M Tris pH 8.8 in H,O. Zum Aushérten werden 100 pl einer
frischen 10 % Ammoniumpersulfat-Losung (APS) und 10 ul TEMED auf 10 ml Gelvolumen
zugesetzt. Damit sich wihrend des Aushirtens eine ebene Oberflache bilden kann, wird die
Gellosung sofort mit wissrigem Butanol oder H,Oy4 iiberschichtet. Nach erfolgtem Aushirten
wird das Butanol bzw. das Wasser abgezogen und das Sammelgel pipettiert. Dies besteht aus
3 % Acrylamid, 1M Tris pH 6.8 und 0.1 % SDS. Nach Zusatz entsprechender Mengen
TEMED und APS wird das Sammelgel gegossen und der Kamm gesteckt. Nach dem
Aushdrten wird das fertige Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt, der Kamm
gezogen, mit Laufpuffer nach Lammli {iberschichtet und die Taschen gespiilt. Zu 20 ul Probe
wird 1/6 Volumen 6 x Auftragspuffer nach Limmli hinzugegeben und zur Denaturierung fiir 5
Minuten auf 95 °C erhitzt. Gleiches gilt fiir den Marker. Dieser besteht aus Molekiilen
bestimmter Grofle, die nach der Auftrennung eine GroBenzuordnung der aufzutrennenden
Proteine zulassen. Alternativ kann zu dem Lammli-Auftragspuffer 8M Harnstoff hinzu
gegeben. Weiterhin besteht die Moglichkeit, einen DTT-haltigen SDS-Auftragspuffer zu
verwenden. Es folgt das Auftragen der Proben und die Elektrophorese mit 100 V fiir 10

Minuten und anschlieend mit 160 V bis zur vollstindigen Auftrennung.

Reduzierender SDS-Probenpuffer (DTT-haltig):

Tris pH6,8 200 mM
SDS 200 mM
Glycerin 30 %

DTT (frisch) 32 mM
Bromphenolblau 0,001 %

2.4.2.3 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
Die iiber eine denaturierende SDS-PAGE aufgetrennten Proteine lassen sich mittels Elektro-

Blotting leicht auf eine Nitrozellulosemembran {iberfiihren. Hier kénnen einzelne Proteine
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iiber die Bindung spezifischer Antikorper nachgewiesen werden. Der erste Antikdrper erkennt
spezifisch das Protein (s. Tab.1). An ihn bindet in diesem Fall der mit einer Peroxidase
gekoppelte zweite Antikorper. Die Peroxidase setzt ein bestimmtes Substrat unter
Lichtemission um. Die Lichtemission schwirzt einen Rontgenfilm.

Das PAA-Gel wird nach Ausbau aus der Elektrophorese-Apparatur fiir 5 Minuten in semi-dry-
Puffer gelegt. Darauthin positioniert man eine Nitrozellulosemembran auf drei mit semi-dry-
Puffer befeuchtete Whatman-Papiere in GroB3e des Geles. Auf die Membran kommt nun das
Gel und auf dieses wiederum drei Lagen feuchtes Whatman-Papier. Luftblasen werden durch
Abrollen entfernt. Der Papier-Gel-Membran-Papier-Stapel wird in eine Semi-Dry-Transfer-
Zelle iiberfihrt und bei 100 mA/Gel (2mA/cm®) fir 1 h einer elektrischen Spannung
ausgesetzt. Es ist darauf zu achten, daBl der Stapel so zwischen die flachigen Elektroden
positioniert wird, da3 die negativ geladenen, SDS-beladenen Proteine auf ihrem Weg zur
Anode auf die Membran treffen. Im Idealfall binden die Proteine fest an der
Nitrozellulosemembran und koénnen nun mittels spezieller Antikdrper immunologisch

nachgewiesen werden.

2.4.2.4 Immunologischer Proteinnachweis

Nachdem die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf die Nitrozellulosemembran
iibertragen worden sind, lassen sie sich jetzt durch Inkubation mit spezifischen Antikorpern
nachweisen. Die Membran wird hierzu UN bei 4 °C oder alternativ fiir 3 h bei
Raumtemperatur in eine Blockierungsldsung (5 % Milchpulver [Fa. Rapilait] in TBST) gelegt.
In dieser Losung kann die Nitrozellulose auch bei 4 °C aufbewahrt werden, wenn 0.05 %
Natriumacid hinzugefiigt wird. Vor Zugabe des ersten Antikorpers wird die Membran fiir 1
Minute in TBST geschwenkt. Die Inkubation des ersten Antikorpers erfolgt ebenfalls bei 4 °C
UN in einem geeigneten Gefid. Hierzu wird der Erstantikdrper in der jeweils optimalen
Verdiinnung (1:1000 bis 1:10.000 entspricht einer Endkonzentration von 0.1 pg/ml bis 1,0
pg/ml) in 5 ml TBST / 1 % Milchpulver eingesetzt. Am néchsten Tag wird zweimal fiir 30 sec
und zweimal fiir 30 Minuten durch Schwenken in TBST gewaschen. Die antikorperhaltige
Losung kann aufgefangen und nach Versetzen mit 0.1 % Natriumacid bei 4 °C gelagert
werden. Der zweite Antikorper (Kaninchen-anti-Ziege-Antikorper, gekoppelt mit Meerrettich-
Peroxidase, Fa. Dako) wird in einer Verdiinnung von 1:2000 in TBST hinzugegeben und fiir
45 — 60 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wird zweimal fiir 30 sec und einmal fiir 30
Minuten bei RT in TBST geschwenkt. AbschlieBend wird die Membran fiir 10 Minuten in
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TBS gewaschen. Zur Entwicklung wird die Membran in 5 ml eines 1:1 Gemisches aus
Entwickler / Verstiarker (ECL-Kit, Fa. Amersham) {ibertragen und fiir 1 Minute bei RT
inkubiert. AnschlieBend wird die Membran zwischen zwei Overhead-Folien gelegt und
Luftblasen durch Herausrollen entfernt. Hiernach wird ein Rontgenfilm (ECL-Hyperfilm) fiir
0.5 bis 2 Minuten aufgelegt, entwickelt und abschlieBend der Marker auf den Film iibertragen.
Soll die selbe Membran fiir den Nachweis eines weiteren Proteins verwendet werden, konnen
die Antikorper-Komplexe mittels ,,stripping* entfernt werden. Hierzu wird die Membran fiir
30 Minuten bei 56 °C in Stripping-Losung gelegt und anschliefend 3 x fiir 10 Minuten unter
Schiitteln mit TBST gewaschen. Die Aufbewahrung erfolgt in TBST/ 5 % Milchpulver.

2.4.3 Immunologische Perizytendarstellung

Zur dreidimensionalen Darstellung des Perizytenbesatzes der Netzhautgefdle werden die
Maiuse getotet, die Augen entnommen und fiir 2 h in 2 % PFA fixiert. Anschliefend wird die
Retina freipripariert (s. 2.2.3), in PBS gewaschen und fiir 1,5 h bei RT in PBS/ 0.1 %
TWEEN 20 + 1 % BSA permeabilisiert. Es folgt die Inkubation mit dem 1. Antikérper und
dem Fluorophor gekoppelten Isolektin zur Kofarbung der Kapillaren in PBS/ 0.1 % TWEEN
20 iibernacht bei 4 °C unter Lichtschutz. Am nédchsten Tag werden die Netzhdute 3 x kurz mit
PBS /0.1 % TWEEN 20 gewaschen und anschlieend mit dem 2. Antikorper fiir 2h bei RT in
PBS/ 0.1 % TWEEN 20 im Dunkeln inkubiert. Nach erneutem Waschen konnen die
jeweiligen Netzhdute auf einem Objekttrager ausgebreitet werden und die Strukturen unter
dem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden. Da die benutzten Fluorophore lichtempfindlich

sind, ist bei der Versuchsdurchfiihrung auf geringen Lichteinfall zu achten.
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3  Ergebnisse

3.1 Angiopoietin-2: Beteiligung an der Vaskularisierung der reifenden Netzhaut

Angiopoietin-2 ist nicht nur an Umbauvorgingen im reifen Gefdllsystem beteiligt, sondern
wird auch wéhrend der postpartalen Vaskularisierung der Netzhaut im Bereich der
Kapillarbetten verstirkt exprimiert. Um die Effekte eines Uberangebotes an Angiopoietin-2
auf die GefdBe der Netzhaut besser in einen Gesamtkontext bringen zu konnen, ist zuvor die
Frage zu beantworten, in wieweit sich ein Angiopoietin-2 Mangel auf die Ausbildung der
Gefalstrukturen auswirkt. Hierzu wurden Tiere analysiert, deren jeweiligen Angiopoietin-2
Allele durch Insertion einer LacZ-Kassette (pB-Galaktosidase) in das ersten Exon des
Angiopoietin-2 Gens ausgeschaltet und so entweder homozygote ,,Angiopoietin-2 knock out
Miuse* (Angiopoietin-2"-Miuse) oder heterozygote ,,Angiopoietin-2/LacZ knock in Mause
(Angiopoietin-ZH -Miéuse) erzeugt wurden [Gale et al. 2002, Valenzuela et al. 2003]. Auf den
ersten Blick war bei der Propagierung der homozygoten Miuse auffillig, dass die Tiere ein
gestortes Lymphsystem ausbilden (s. Abb. 18). In der Bauchhdhle der homozygoten Tiere
findet sich in ein chyloser Aszites (,,Bauchwassersucht) und die meisten Méuse tiberleben die
ersten Wochen nicht. Allerdings erreichen sie das Alter, in dem die Untersuchungen der

Netzhautgefae geplant sind.

Abb. 18 Eroffneter Bauchraum von Angiopoietin-2 knock out Miiusen
In der Bauchhdhle von gesdugten Angiopoietin-2 knock out Mausen ist zwischen den Darmschlingen
ein ausgeprigter chyldser Aszites (Pfeil) zu erkennen.
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Der beobachtete Lymphgefd3-Phénotyp weisen darauf hin, dass Angiopoietin-2 auch bei der
Ausbildung eines intakten Lymphsystems beteiligt ist.

Mit Hilfe der heterozygoten LacZ knock in Tiere, deren GefdlBphanotyp dem der Wildtyptiere
entspricht, sollte untersucht werden, ob und in welchen Strukturen der Netzhaut der
Angiopoietin-2 Promoter wéhrend der Vaskularisierungsphase der Retina aktiviert wird. Die
Angiopoietin-2 knock out Tiere hingegen stellen ein einmaliges Modell dar, mit dessen Hilfe
die Notwendigkeit der Angiopoietin-2-Expression in der entscheidenden Phase der Netzhaut-
Reifung untersucht werden kann. Zur dreidimensionalen Darstellung des gesamten
Gefallsystems einer Netzhaut wurden entweder die Endothelien mit Fluorophoren markiert
oder die Gefdlle durch die unter Kontrolle des Angiopoietin-2 Promoters stehende LacZ-
Expression nachgewiesen.

Die Morphologie der Kapillaren in Angiopoietin-2”" Tieren sollte mit der von Angiopoietin-2
exprimierenden Maiusen verglichen werden. Hierzu wurden enzymatische Netzhaut-
Digestionen (s. 2.2.5) durchgefiihrt. Die ebenfalls geplante quantitative Analyse des
Perizytenbesatzes der GefaB3e war jedoch nicht moglich, da die Kapillarnetze aufgrund der in
Abschnitt 3.1.2 beschriebenen Missbildungen mit Hilfe dieser Methode fiir aussagekriftige

quantitative Analysen nicht vollstdndig zu praparieren waren (s.a. 4.1.1).

3.1.1 Analyse der Aktivitit des Angiopoietin-2 Promoters in der reifenden Netzhaut in
Angiopoietin-2 LacZ-Knock in Miusen

Die Frage, ob und in welchen Strukturen der Angiopoietin-2 Promoter wéhrend der
Vaskularisierung der Netzhaut aktiv ist, ldsst sich mit Hilfe der Angiopoietin-2 LacZ knock in
Mause durch B-Galaktosidase Farbung elegant beantworten. Es wurden die Netzhéute 12 Tage
alter Tiere untersucht, da zu diesem Zeitpunkt die Front aussprieBender neuer Gefille den
Bereich des tiefen Kapillarbetts (dulere plexiforme Schicht) erreicht.

Die LacZ-Fiarbung zeigt Promoteraktivitidt in zwei Schichten der Retina (s. Abb. 19). Am
stirksten ist die Firbung im Bereich des Ubergangs duBere plexiformer Schicht zu innerer
Kornerschicht, in der das tiefe Kapillarbett gelegen ist (s. Abb. 4). Weiterhin ist -
Galaktosidase Expression in der inneren plexiformen Schicht nachweisbar, in der das mittlere
Kapillarnetz liegt. Im Bereich der oberflichlichen Gefdle in der Ganglienzellschicht ist
jedoch keinerlei Farbung zu erkennen. Der leichte Blauschimmer der &uleren Begrenzung in

Hohe des Pigmentepithels ist als brechungsbedingter Artefakt zu werten. Somit konnte
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gezeigt werden, dass der Angiopoietin-2 Promoter wéhrend der Vaskularisierung der Netzhaut

an P12 im Bereich der tiefen Kapillarbetten aktiviert wird.

Abb. 19 Querschnitt der Netzhaut einer Angiopoietin-2 knock out Maus

Transversale Anschnitte von B-Galaktosidase gefiarbten Netzhduten an Tag P12. A) Netzhaut einer
heterozygoten Angiopoietin-2/LacZ knock in Maus: die stirkste p-Galaktosidase Expression ist im
Ubergang von innerer Kornerschicht zu duBerer plexiformen Schicht zu erkennen. Weitere Expression
findet sich im inneren Bereich der inneren Ko&rnerschicht. In beiden LacZ-positiven Schichten
verlaufen im adulten Tier die Kapillarbetten der Netzhaut. B) Netzhaut einer homozygoten
Angiopoietin-2 knock out Maus im Bereich des Eintritts des N. opticus (*). Das Farbemuster
entspricht dem des heterozygoten Tieres, jedoch findet sich an der Oberflache der Retina zuséitzliche
B-Galaktosidase Expression (Pfeile). Dieser Bereich entspricht dem der Netzhaut aufliegenden
malformierten Gefélinetz.

3.1.2 Analyse der Gefifistrukturen homozygoter Angiopoietin-2 knock out Méuse

Bevor wir die Effekte eines Uberangebotes von Angiopoietin-2 auf die GefiBe eines adulten
Organismus untersuchten, interessierte uns, welche Auswirkungen ein Fehlen von
Angiopoietin-2 wéhrend den ersten Tagen post partum auf die Ausbildung eines funktionellen
Gefillsystems in der Retina und auf den Perizytenbesatz der Netzhautkapillaren hat. Hierzu
wurden Angiopoietin-2 knock out Méuse (Angiopoietin-2'/ ) erzeugt (s.0.). Die
dreidimensionale  Darstellung der tiefen Kapillarnetze wurde mit Hilfe von
fluoreszenzmikroskopischen Analysen vorgenommen. Zur Beschreibung der Morphologie der
GefaBe wurde ebenfalls die gefdBassoziierte Expression der LacZ-Kassette in den
Angiopoietin-2 knock out Miausen [Hackett et al. 2002] genutzt. Nach p-Galaktosidase
Féarbung sind die Gefilbiume gut zu bewerten. Eine zweidimensionale Priparation der
Gefafle mit Hilfe von Netzhaut-Digestionen zur Analyse des Perizytenbesatzes war moglich.
Allerdings konnten nur qualitative Aussagen beziiglich Morphologie und keine quantitativen

Aussagen beziiglich Perizytenzahl gemacht werden.
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3.1.2.1 Darstellung des GefiBinetzes von Angiopoietin-2 knock out Miusen mittels
LacZ Firbung der Netzhaut

Hackett et al. konnte eine gefdBassoziierte LacZ-Expression in den Angiopoietin-Z'/ " Tieren
nachweisen [Hackett et al. 2002, Gale et al. 2002]. Durch LacZ-Férbung war es uns daher
moglich, in den Angiopoietin-2 defizienten Tieren ein der Netzhaut aufliegendes Gefifinetz
darzustellen (s. Abb. 20 B, C und auch Abb. 19 B). Im Vergleich hierzu fand sich in den
heterozygoten Angiopoietin-2 knock in Miausen keine Farbung auf der Netzhautoberflache. (s.
Abb. 20 A und 19 A). Das beschriebene Gefdflsystem in den Angiopoietin-2 knock out
Maiusen ist wahrscheinlich auf das persistierende Hyaloid-GefdaBBsystem zuriickzufiihren.
Dieses zur Versorgung der Linse angelegte, embryonale Relikt zeigt deutliche
Malformationen. Aufféllig ist die inhomogene Verkniipfung des Kapillarnetzes. Die
randbildenden Gefidlle erscheinen grolumiger und enger vernetzt als die zentral gelegenen (s.
Abb. 20 B, C). Das Féarbemuster entspricht dem malformierten Gefalphanotyp, der auch

mittels enzymatischer Digestionen nachzuweisen war (s.u.).

A

Abb. 20 Ubersicht iiber die Netzhiute von Angiopoietin-2 knock out Miusen

Netzhdute von heterozygoten Angiopoietin-2/LacZ knock in Méusen (A) und von homozygoten
Angiopoietin-2/LacZ knock out Miausen (B + C). Deutlich zu erkennen ist die B-Galaktosidase
Expression in den der Retina aufliegenden Gefillen von Angiopoietin-2 knock out Mausen (Pfeil). In
den heterozygoten Tieren zeigt diese Schicht keine Féarbung. In C erkennt man die leichte
Ablosbarkeit des Gefélinetzes von der Netzhaut (*) und seinen Ursprung in der Zentralarterie.

3.1.2.2 Dreidimensionale Analyse der Kapillarmorphologie von Angiopoietin-2 knock
out Méusen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie

Die in der Netzhaut liegenden Kapillarbetten von 19 Wochen alten Tieren wurden mittels
Bindung von Fluorophoren an die Gefde dargestellt. Aufféllig sind zwei unterschiedliche
Gefafinetze, die in den Netzhduten der Angiopoietin-2 knock out Miuse in verschiedenen

Ebenen zu finden waren (s. Abb. 21 A, B). Das auf der Netzhaut liegende Gefillsystem
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entspringt der Zentralarterie (s. Abb. 21 B), wirkt stark malformiert und zeigt deutlich
dilatierte GefdBabschnitte (s. Abb. 21 D). Es entspricht in seiner Morphologie den
Gefalstrukturen, die bereits in der LacZ-Fiarbung zu beobachten waren (s. Abb. 20 B, C).

Wabhrscheinlich handelt es sich dabei um das persistierende Hyaloidgefafsystem.
A
~
Cc D
25 pm 150 pm

Abb. 21 Darstellung der Gefillnetze in Angiopoietin-2 knock out Miusen mittels
Isolectin-TRITC Immersionsfirbung

Fluoreszenzmikroskopischen Detailaufnahme des selben Bildausschnitts (A+B) in unterschiedlichen
Ebenen A: Schirfenebene innerhalb der Retina; Gefifle mit homogenerer Struktur (Pfeil) B:
Scharfenebene vor der Retina; malformiertes, der Netzhaut aufliegendes Gefafinetz mit Ursprung in
der Zentralarterie (zentral sichtbar). C: Gleiche Schirfenebene wie in A, peripherer Bereich mit
randbildenden trommelschlagelformigen Gefafaussackungen D: Gleiche Schirfenebene wie in B,
peripherer Bereich mit deutlichen Malformationen und Gefédf3dilatationen.

Das innerhalb der Netzhaut gelegene Gefdfinetz hingegen erscheint im zentralen Bereich eher
homogen (s. Abb. 21 A), erreicht jedoch die Peripherie der Retina nicht (s. Abb. 22 C) und
wird von blind endenden GefdBaussackungen begrenzt (s. Abb. 21 C, 22 A, 24 B). Diese
trommelschldgelartigen GefaBBmalformationen sind physiologischer Weise nicht zu finden (s.
Abb. 22 D, E). Die zur Angiopoietin-2 Expression fahigen Méuse zeigen ein unauffilliges

Gefalinetz, das bis in die Peripherie der Netzhaut reicht (s. Abb. 22 F).
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Inneres 1/3 Mittleres 1/3 Ausseres 1/3

Ang-2 +/-

Abb. 22 Dreidimensionale Darstellung des Gefilinetzes der Netzhiiute von Angiopoietin-
2 knock out Méusen nach FITC-Dextran Perfusionsfirbung

Die in der Netzhaut gelegenen GefdBle der Angiopoietin-2 knock out Mause (Ang-2 -/-) zeigen am
Ubergang vom inneren zum AuBeren Drittel der Netzhaut eine Abnahme der Kapillardichte sowie eine
Zunahme von blind endenden, aufgetriebenen GefdB3stiimpfen (A + B). Das &ufere Drittel ist nicht
vaskularisiert (C). Die heterozygoten LacZ knock in Tiere (Ang-2 +/-) zeigen diesen Phénotyp nicht
(D — E). (* = Rand der Netzhaut, = = dullere Begrenzung der Retinagefilie).

3.1.2.3 Kapillarbdume von Angiopoietin-2 knock out Miusen in Retina-Digestionen.
Zur genaueren Analyse der in den vorhergehenden Experimenten beschriebenen
Gefillmalformationen sollen die einzelnen Strukturen detailliert dargestellt werden. Hierzu
wurden die Gefallnetze durch enzymatische Digestion vom iibrigen Gewebe befreit, um die
Histologie der Kapillaren mittels PAS-Fiarbung beurteilen zu kénnen. Um diese Ergebnisse
mit den Resultaten der Fluoreszenzanalysen vergleichen zu konnen, wurden in beiden
Experimenten Méuse gleichen Alters untersucht.

Zum einen wurden die zelluldren Strukturen derjenigen Gefdle dargestellt, die der Retina
aufliegen und eindrucksvolle Malformationen zeigen (s. 0.). Die zweidimensionalen Priparate
zeigen deutlich das unphysiologische GefaB3geflecht mit den gefarbten Endothelzellkerne und
den Perizyten. Im Vergleich zum Wildtyp sind diese Strukturen deutlich pathologisch

verdndert. So ist die Hierarchie der Gefibdume eher untypisch (s. Abb. 23 B). Aus grofleren
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Arteriolen 1. Ordnung gehen nicht wie gewohnlich kleinere Gefdfe hervor, sondern die
grof3kalibrigen Gefédlle bilden ein eigenes weitmaschiges Netzwerk. Auch zeigen sie nicht die

iibliche langgestreckte Form, sondern erscheinen eher gewunden (s. Abb. 23 B, F).

Abb. 23 Netzhaut-Digestion von Angiopoietin-2 knock out Miusen im Uberblick

Deutlich sichtbar ist der Unterschied zwischen den Gefédverkniipfungen im knock out Tier (B) und
im Wildtyp (A). Die physiologische GefélBhierarchie ist im Wildtyp erhalten. GroBere Arteriolen
gehen in kleinere GefdBe iiber, die wiederum in die Kapillarbetten miinden. Aufzweigungen 1°
Grades, 2° Grades und 3° Grades folgen regelmiBig aufeinander (A). In der knock out Maus ist dieser
Gefilbaum nicht so stark ausgeprigt, der GefaBdurchmesser verringert sich nach Aufzweigungen
nicht zwangsldufig; auch groBere Gefdfle erscheinen unphysiologisch geschlangelt (B, F). Weiterhin
sind die Gefde im knock out Tier nicht gerade ausgerichtet und auch nicht von regelmifig
angeordneten Endothelzellen besetzt, wie es in den heterozygoten Ang-2"" Miuse der Fall ist (C, E).
In den Angiopoietin-2 defizienten Tieren ist die Zahl der Endothelzellkerne verringert; die Perizyten
erscheinen unverdndert, jedoch regellos auf den Gefdflen verteilt (D, F). Weiterhin ist eine
haarnadelformige GefaBstruktur auffillig, die iiber einen kurzen Bereich in zwei von einender
isolierte GefdBe aufgespalten ist (G, weille Pfeile).
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In dem Verbund der groBeren Gefdle existieren auch keine Aufzweigungen 2. und 3. Grades,
so dass der ,,GefdBzwischenraum® frei bleibt und nicht kapillarisiert ist (s. Abb. 23 B).
Auffillig ist auch, dass die Zahl der Endothelzellkerne in den Ang-2"~ Méusen im Vergleich
zum Wildtyp im Bereich des GefidBnetzes reduziert ist. Die Perizyten scheinen zufillig auf
den Kapillaren verteilt. Bemerkenswert ist weiterhin eine vaskuldre Struktur, die wie eine
Haarnadel geformt ist und iiber eine kurze Strecke in zwei separate Gefille aufgetrennt ist (s.
Abb. 23 G).

Betrachtet man zum anderen die Digestionen des innerhalb der Retina gelegenen Gefélinetzes,
so zeigen sich blind endende, trommelschligelartigen Malformationen (s. Abb. 24 B). An
den Spitzen dieser Konglomerate ist eine deutliche Akkumulation von Zellen zu erkennen (s.

Abb. 24 D, E).

)

Abb. 24 Detailansicht der Netzhaut-Digestionen von Angiopoietin-2 knock out Méusen

Deutlich erkennbar sind die bereits in der Fluoreszenzmikroskopie aufgefallenen Malformationen.
Diese imponieren als endstidndig gelegene, aufgetriebene Gefdllkonglomerate (A-C, Pfeile) und
scheinen aus einer Vielzahl an Zellen aufgebaut zu sein (erhohte Zahl an Zellkernen in diesem
Bereich, D + E).
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3.2 Intravitreale Proteininjektionen

Zum Nachweis eines Effekts von Angiopoietin-2 auf den Perizytenbesatz der
Netzhautkapillaren wurden intravitreale Injektionen von rekombinantem Angiopoietin-2-
Protein in die Augen von Versuchstieren vorgenommen (s. 2.2.2). Auf diese Weise ist es
moglich, hohe Protein-Konzentrationen direkt in die Ndhe der Kapillarbetten zu applizieren.
Das verwendete humane Angiopoietin-2 ist auf Bioaktivitit in Bezug auf Nagerzellen positiv
getestet. Als Versuchstiere wurden zum einen Wistar-Ratten verwendet. Die Auswertung
erfolgte durch enzymatische Netzhaut-Digestion und PAS-Farbung der Gefdf3e (s. 2.2.5 und
2.2.6). Desweiteren wurde rekombinantes Angiopoietin-2 in transgene P-LacZ-Maiuse
injiziert, die B-Galaktosidase in ihren Perizyten exprimieren. Die Auswertung erfolgte durch
B-Galaktosidase-Farbung der gesamten Netzhaut und anschlieBender Bestimmung der Anzahl
blauer Perizyten pro Kapillarflache.

Nach Ablauf einer Inkubationszeit von einer Woche nach Injektion der jeweiligen Losungen
liessen sich die Kapillarnetze der entsprechenden Versuchsgruppen (s. Tab. 5) ohne
Unterschied gut préaparieren. Auch zeigten die Augen der Tiere keine entziindlichen
Verdnderungen, so dass eine aussagekriftige Analyse des Perizytenbesatzes der
Netzhautkapillaren moglich war. Der Injektionskanal war, wenn iiberhaupt, lediglich als
kleine umschriebene Triibung sichtbar. Die Tiere zeigten direkt nach der Injektion sowie zu
spateren Zeitpunkten keinerlei Verhaltensauffalligkeiten, auch schienen sie kein
Fremdkorpergefiihl im Auge zu haben. Ein negativer EinfluB3 der Injektionen auf den Visus

der Tiere konnte nicht beobachtet werden.

3.2.1 Netzhautdigestion nach Injektion von Angiopoietin-2 in die Ratte

Als Versuchstiere kamen 5 Wochen alte minnliche Wistar-Ratten zum Einsatz. Eine
Versuchseinheit bestand aus 4 Tieren. Es wurden Angiopoietin-2-Injektionen verschiedener
Proteinkonzentrationen in die Augen vorgenommen. Als Kontrolle ist denaturiertes Protein
bzw. PBS in das jeweilige andere Auge des selben Tieres injiziert worden oder es erfolgte
keine Manipulation des Auges. Neben den reinen Proteininjektionen (Versuchseinheiten I-1II)
wurden auch Koinjektion von Angiopoietin-2 und 16slichem Tie-2 Rezeptor durchgefiihrt
(Versuchseinheit IV). Hierdurch sollte iiberpriift werden, ob ein Angiopoietin-2 vermittelter
Effekt kompetitiv gehemmt werden kann. In jeweils ein Auge wurde ein Volumen von 10 pl

gespritzt. Die Einzelheiten des Versuchsaufbaus sind Tab. 5 zu entnehmen. Die Auswertung
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erfolgte nach 8 Tagen durch Anfertigung von enzymatischen Netzhaut-Digestionen mit
anschlieender PAS-Férbung (s. 2.2.5).

Tab. 5 Schema der Angiopoietin-2 Injektionen in Wistar-Ratten

Versuchseinheit Injizierte Substanz Kontrolle Anzahl Tiere
I 100 ng rAng-2 PBS 4
I 330 ng rAng-2 PBS 4
I 1000 ng rAng-2 1000 ng rAng-2°C 4
v 330 ng rAng-2 6000 ng Tie2lg-Chimiire 4
+ 6000 ng Tie2lg

rAng-2 = rekombinantes Angiopoietin-2; Tie-2-Ig = Tie-2-Ig-Chimire, 12 x mol.
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Abb. 25 Netzhaut-Digestionen der Ratte nach intravitrealer Injektion von
rekombinantem Angiopoietin-2

Die Darstellung des GefiBgeflechts im Uberblick zeigt weder im Fall der Angiopoietin-2 Applikation
(A) noch der Kontroll-Injektion (B) einen auffélligen Befund.

3.2.1.1 Dosisabhingiger Perizytenabfall nach Injektion von Angiopoietin-2

Nach Injektionen von Angiopoietin-2 zeigen die Gefdfle in den PAS-gefdarbten Netzhaut-
Digestionen makroskopisch keine Verdnderungen beziiglich GefaBdurchmesser oder Struktur
der Kapillarverkniipfungen (s. Abb. 25). Die statistische Auswertung offenbart hingegen eine
signifikante Abnahme der Perizytenzahl pro Kapillarfliche im Vergleich zu den
Kontrollinjektionen (s. Abb. 26).

Dieser Effekt ist klar dosisabhéngig und zeigt seine stirkste Auspriagung nach Injektion der

hochstkonzentrierten Angiopoietin-2 Losung (1000ng/Inj.). Da ausschlieBlich die Perizyten
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der Kapillarregion ausgezéhlt und der Perizytenbesatz groBerer Arteriolen vernachléssigt

wurde, findet der beschriebene Perizytenabfall in den tiefen Kapillarbetten der Netzhaut statt.

:Iﬁrn I I I I

PBS 330 ng Ang-2 1pg Ang-2 330ng Ang-2
+ 6 pg sTie-2Fc
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Abb. 26 Graphische Darstellung des Perizytenabfalls nach Angiopoietin-2 Injektion

Die Graphik zeigt die dosisabhidngige Abnahme des Perizytenbesatzes der Kapillaren nach Injektion
von rekombinantem humanen Angiopoietin-2. Nach einmaliger Injektion von 330 ng Angiopoietin-2
vermindert sich der Perizytenbesatz um ca. 10 %. Injektion von 1000 ng fiihrt sogar zu einem
Perizytenverlust von ca. 17 %. Der beschriebene Effekt ist durch Koinjektion von Angiopoietin-2 und
l16slichem Tie-2 Rezeptor antagonisierbar. n =4, * =vs PBS: p<0.05 #=vs PBS: p>0.05

3.2.1.2 Hemmung der Angiopoietin-2 Wirkung durch Tie-2/Ig-Chimére

Die nach Angiopoietin-2 Applikation beobachtete Abnahme der Perizytenzahl sollte durch
zusdtzliche Gabe von I6slichem Tie-2 Rezeptor vermindert werden koénnen. Die im
zwolffachen molaren UberschuB vorliegende Extrazellulirdomine des Rezeptors bindet
theoretisch die parallel injizierten Angiopoietin-2 Molekiile, so dass diese im Gewebe der
Maus nicht mehr biologisch aktiv sind. Dieser Versuchsansatz schlieft in Kombination mit
den Kontrollinjektionen aus, dass der beobachtete Effekt (Perizytenabfall) nach Manipulation
am Auge auf mechanische, entziindliche oder unspezifisch chemische Reize zuriickzufiihren
ist. Somit sind die signifikanten Ergebnisse eindeutig auf die Wirkung von Angiopoietin-2
zuriickzufiithren. Die beschriebenen Experimente zeigen erwartungsgemél, dass sich durch
Tie-2-Ig Koinjektion der Angiopoietin-2 vermittelte Perizytenabfall aufheben ldsst (s. Abb.
26).

3.2.2 LacZ-Firbung der Retina nach Injektion von rekombinanten Angiopoietin-2
Weiterhin wurde rekombinantes Angiopoietin-2 in 5 Wochen alte P-LacZ-Maiuse injiziert.

Diese transgene Mauslinie exprimiert in perivaskuldren Zellen B-Galaktosidase, so dass die
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Perizyten der Netzhaut nach Firbung blau erscheinen (s. 2.2.1). Dies erleichterte die
Auswertung, da hierzu nach LacZ-Farbung die Anzahl der blauen Perizyten pro Kapillarfliche
ermittelt und in Verhiltnis zu den Kontrollinjektionen gesetzt werden konnte. Es wurden 400
ng Angiopoietin-2 in einem Volumen von 4 ul in das eine Auge und als Kontrolle
hitzedenaturiertes Angiopoietin-2 in das andere Auge der P-LacZ-Maus injiziert. Nach 8
Tagen erfolgte die Totung der Tiere und die Entnahme der Augen. Die freipraparierten
Netzhdute wurden einer B-Galaktosidase-Farbung unterzogen.

Vergleicht man die B-Galaktosidase-gefdrbten Netzhdute nach Proteininjektion mit denen
nach Kontroll-Injektion, so zeigten sich auf den ersten Blick keine abnormen Verdnderungen
der GefdBmorphologie (s. Abb. 27). Die Netzhaut-Arteriolen der oberflachlichen
GefiBschicht zeigten keine Anderung ihres Durchmessers und die Aufzweigungen dieser
Gefille sind in beiden Ansétzen regelrecht. Betrachtet man allerdings die Kapillarbetten unter
dem Aspekt des Perizytenbesatzes, so zeigen sich nach quantitativer Auswertung der

Perizytenzahlen deutliche Unterschiede (s. Abb. 28).
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Abb. 27 p-Galaktosidase Farbung der Netzhiute von P-LacZ-Miusen nach
intravitrealer Injektion von rekombinantem Angiopoietin-2
Abgebildet sind stellvertretend fiir alle Tiere (n = 6) die Netzhdute von zwei Mausen (Maus Nr.1: A,
B, E, F; Maus Nr.2: C, D, G, H). Die obere Reihe zeigt den Uberblick, die untere Reihe einen
vergroflerten Ausschnitt. Nach Injektion von Angiopoietin-2 zeigt sich makroskopisch keine
Anderung der GefiaBmorphologic (A, C + E, G). Auch die GefiBhierarchie zeigt keine

Besonderheiten und gleicht dem Kontroll-Auge (B, D + F, H). Auffillig hingegen ist jedoch die
signifikante Zunahme an LacZ-positiven Zellen nach Angiopoietin-2 Applikation (A, C + E, G).
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Abb. 28 Relative Zunahme LacZ-positiver Perizyten nach Angiopoietin-2 Injektion

Die Graphik zeigt die vermehrte Zahl B-Galaktosidase positiver Perizyten nach Injektion von
Angiopoietin-2. n=6, * =vs PBS: p <0.05

In den Netzhduten der Angiopoietin-2 behandelten Augen ist eine bis zu 27% hohere
Perizytendichte auf den Kapillaren des tiefen Kapillarbetts festzustellen. Die Netzhdute der
mit denaturiertem Protein behandelten Tiere zeigen eine signifikant geringere Perizytenzahl
pro Kapillarfliche. Diese vermeindlich widerspriichlichen Ergebnisse zu den vorherigen
Untersuchungen sind wahrscheinlich auf unterschiedliche Aktivierung des LacZ-Transgens in

den Perizyten der untersuchten Tiere zuriickzufiihren und werden in Abschnitt 4 diskutiert.

3.3 Transgene Miuse

Die unter 3.1 beschriebenen Studien zur Untersuchung der Wirkung von Angiopoietin-2 auf
den Perizytenbesatz der Netzhaut wurden durch direkte Injektion von rekombinanten
Angiopoietin-2-Protein in das Auge der Versuchstiere durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass nur
eine einmalige Applikation von Angiopoietin-2 moglich war und das Protein darauthin
abgebaut wurde. Um stete Angiopoietin-2-Titer in der Netzhaut zu erhalten, sollte daher ein
transgenes Maus-Modell geschaffen werden, das in der Retina unter der Kontrolle des Opsin-
Promoters humanes Angiopoietin-2 kontinuierlich exprimiert. Durch Einkreuzen dieser Tiere
in eine weitere transgene Maus-Linie (P-LacZ-Méuse, s.0.), die nach B-Galaktosidase-Farbung
blaue Perizyten zeigt, wire ein Modell geschaffen, das auf elegante Weise den Einflul von

kontinuierlich iiberexprimiertem Angiopoietin-2 auf den Perizytenbesatz der Netzhautgefilie
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zeigen konnte. Die Auswirkungen der Angiopoietin-2 Applikation bzw. Uberexpression in

den einzelnen Modellen sind im Folgenden aufgefiihrt.

3.3.1 Erzeugung und Analyse transgener Ops/hAng2 Miuse

Um den EinfluB einer Uberexpression von Angiopoietin-2 in der Netzhaut auf den
Perizytenbesatz der Netzhautkapillaren zu analysieren, wurden transgene Miduse verwendet,
die unter Kontrolle des murinen Opsin-Promoters humanes Angiopoietin-2 in der
Rezeptorzellschicht exprimieren (Ops/hAng-2 Maduse; s. 2.2.1.1). Es konnten insgesamt 6
Linien dieser Tiere erzeugt werden, die jeweils auf ein Ursprungstier (founder) zuriickgehen.
Die verschiedenen Ops/hAng-2 Linien wurden beziiglich der Aktivitdt und Expression des

Transgens untersucht. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Charakterisierung dargestellt.

Transgenanalyse Phanotypisierung

Immunhistochemie Fluoreszenzmikroskopie

Western blot \ / Digestionen

. / QD PLacZ
| LacZ-Farbung

Ops/hAng-2-Maus

Abb. 29 Charakterisierung verschiedener Linien der Ops/hAng-2 Miuse
Vereinfacht dargestellt sind die unterschiedlichen Methoden, mit denen sowohl der Genotyp als auch
der Phinotyp der transgenen Tiere analysiert wurde.

3.3.1.1 RT-PCR zum Nachweis der Transgenexpression auf RNA-Ebene

Der erste Schritt zur Beurteilung der Aktivitit eines Transgens ist der Nachweis erfolgreicher
Transkription. Hierzu wird das transgene Protein auf RNA Ebene in Form von mRNA durch
RT-PCR nachgewiesen (s. 2.3.3). Von den 6 zur Verfiigung stehenden Ops/hAng-2
Mauslinien zeigten 3 Linien Transkription des Transgens, in 3 Linien lief sich keine

Angiopoietin-2 mRNA nachweisen (s. Abb. 30).
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LinieeNr. 1 2 3 4 5 6

mouse cDNA
human ¢cDNA

TG +--+++-+-+++-+-+++-

hAng-2 PCR

Standard
(GAPDH)

ohne RT

Abb. 30 RT-PCR zum Nachweis der mRNA von transgenem Angiopoietin-2

A) Pro Linie wurden mindestens 3 Miuse analysiert. Von sechs Linien zeigen drei Angiopoietin-2
Transkription. Pro Ansatz wurde das Lysat einer Maus aufgetragen. Als Kontrolle dienten Extrakte
aus HUVECs (human umbilical vein endothelial cells). Zum Nachweis der Humanspezifitit wurden
cDNAs der Maus und des Menschen als Proben eingesetzt. B) Um sicher zu stellen, dass die gleichen
Mengen cDNA als Proben eingesetzt wurden, ist zusitzlich eine PCR zur Detektion der
Glycerinaldehyd-3-Phosphatase (GAPDH) als interner Standard durchgefiihrt worden. Diese zeigte
keine Unterschiede in den eingesetzten cDNA-Mengen. C) PCR zum Ausschlufl einer
Probenkontamination mit genomischer DNA (s. Text).

Durch Einsatz von Maus und Mensch cDNA als Probe wurde sichergestellt, dass die
verwendeten Primer humanspezifisch sind. Eine PCR zum Nachweis der Glycerinaldehyd-3-
Phosphatase (GAPDH) diente als interner Standard (Zykluszahl in der PCR < 26). Da alle
Banden gleichstark waren, konnte davon ausgegangen werden, dass pro Ansatz gleiche
Mengen cDNA als Probe eingesetzt und somit auch gleiche Mengen mRNA pro Tier isoliert
worden sind. Die unterschiedlichen Intensititen der verschiedenen Banden spiegeln so die
unterschiedlichen mRNA-Konzentrationen in den verschiedenen Linien wider.

Um sicher zu gehen, dass als Matrize cDNA und keine genomische DNA verwendet wurde,
wurde die PCR mit Proben durchgefiihrt, der keine Reverse Transkriptase zugesetzt war. Da
diese PCR negativ ist, kann eine Kontamination mit genomischer DNA ausgeschlossen

werden. Der néchste Schritt in der Charakterisierung der Ops/hAng-2 Méuse war der
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Nachweis des Transgens auf Proteinebene. Desweiteren wurde in der Retina-,,cDNA-Bank*
transgener Ops/hAng-2 Miuse die Expression von murinem Angiopoietin-2 nachgewiesen
(Daten nicht gezeigt). Unabhédngig davon, ob die Tiere transgen oder nicht-transgen waren,
war in allen Netzhduten etwa die gleiche Menge mRNA indirekt nachweisbar. Somit wurde

murines Angiopoietin-2 zum Zeitpunkt der Prdparation in den Netzhduten simtlicher Méuse

exprimiert.

3.3.1.2 Identifikation eines humanspezifischen Angiopoietin-2 Antikorpers

Zum Nachweis des in der Rezeptorzellschicht der Netzhaut transgener Mause exprimierten
humanen Angiopoietin-2 ist die Verwendung eines spezifischen Antikorpers notwendig, der
ausschlieBlich das humane Protein erkennt. Es wurden daher verschiedene Antikorper

beziiglich ihrer Spezifitét getestet.
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Abb. 31 Western blot zur Identifizierung eines humanspezifischen Angiopoietin-2
Antikorpers

Abgebildet sind verschiedene Antikorper, die jeweils zur Detektion von humanem bzw. murinem
Angiopoietin-2 eingesetzt wurden. Nur ein Antikdrper (Fa. R&D) ist humanspezifisch und zeigt die
erwartete Bande bei 74 kDa.

Die Analysen zeigen, dass ein Antikdrper ausschlieBlich humanes Angiopoietin-2 erkennt (s.

Abb. 31). Alle weiteren Antikorper zeigten (z.T. im Gegensatz zu den Herstellerangaben, s.
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Tab. 6) Kreuzreaktivitit mit murinem Angiopoietin-2. Zum Nachweis von humanem

Angiopoietin-2 im Western blot ist daher ausschlieBlich der Antikorper ,,R&D 623 geeignet.

Tab. 6: Spezifitiit verschiedener Angiopoietin-2 Antikorper im Western blot

Antikorper Firma / Nr. |Ursprung | Spezif. It. Hersteller | Spezifitiit getestet
a-Angiopoietin-2 PK n-T. | R&D 623 Ziege H H

a-Angiopoietin-2 PK ¢-T. | St.Cruz 7015 Ziege H, R, M H,M
a-Angiopoietin-2 PK n-T. | St.Cruz 7016 Ziege H H,M
a-Angiopoietin-2 PK n-T. | Chemicon 3122 | Ziege H H M

PK=Polyklonal; n-T.=N-Terminus; c-T.=C-Terminus; H=human; R=Ratte; M=Maus

3.3.1.3 Western blot zum Nachweis von humanen Angiopoietin-2 in der Retina

Um die beobachteten Effekte auf die Expression eines bestimmten Transgens zuriickfiihren zu
konnen, ist der Nachweis des Tansgens auf Proteinebene unumginglich. Daher wurden aus
den Ops/hAng-2 Mauslinien, in denen mRNA des humanen Angiopoietin-2 nachweisbar war
(RT-PCR positiv, s.0.), Proteinextrakte gewonnen und ein Immunoblot (Western blot)
durchgefiihrt (s. 2.4.2). Als Kontrolle dienten Proteinextrakte, die aus Netzhduten von RT-

PCR negativen Ops/hAng-2 Miusen gewonnen wurden.
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Abb. 32 Western blot zum Nachweis der Expression von transgenem Angiopoietin-2 in
der Retina transgener Ops/hAng-2 Miuse

Der Western blot zum Nachweis von transgenem Protein zeigte in einer Linie eine Proteinbande der
erwarteten GroBe (74 kDa, vergleiche auch Abb. 31) in Hohe des rekombinanten Angiopoietin-2.
Zum Nachweis wurde der humanspezifische Antikorper der Fa. R&D eingesetzt.
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Uberraschender Weise war der Nachweis von transgenem Angiopoietin-2 trotz
unterschiedlicher Protein-Extraktionsmethoden (s. 2.4.2.1) und wiederholten Analysen nur in
einer Linie moglich (s. Abb. 32). In den Extrakten der anderen Ops/hAng-2 Mause war kein
Protein nachzuweisen. Die RT-PCR negativen Linien zeigten erwartungsgemil3 keine
Expression von humanem Angiopoietin-2 (s. Abb. 32). Somit konnte zweifelsfrei
nachgewiesen werden, dass eine Ops/hAng-2 Mauslinie transgenes humanes Angiopoietin-2

exprimiert. Diese Linie wurde in allen weiteren Experimenten verwendet.

Tabelle 7: Expression des Transgens in verschiedenen Ops/hAng-2 Mauslinien

Linie Nr. RT-PCR Immunoblot
1 S ©
2 S o
3 O O
4 O ©
5 0 S
6 © S

3.3.1.4 Immunohistologie zur Lokalisierung der Transgenexpression

Wie oben beschrieben wurde, konnte eine Ops/hAng-2 Mauslinie etabliert werden, die
nachweislich humanes Angiopoietin-2 unter Kontrolle des Opsin-Promoters exprimiert. Zum
Nachweis der Lokalisation der Expression wurden immunhistologische Untersuchungen
durchgefiihrt. Hierzu sollte unter Verwendung verschiedener Antikorper humanes
Angiopoietin-2 im Gewebe nachgewiesen werden.

Es zeigte sich jedoch, dass keiner der verwendeten Antikorper das Potential hatte, in der
Immunbhistologie humanes Angiopoietin-2 spezifisch nachzuweisen. Obwohl neben fixierten
Paraffinschnitten auch unfixierte Gefrierschnitte angefertigt wurden und das Gewebe zur
Demaskierung der Epitope verschiedenartig behandelt wurde (s. 2.4.1.2), konnte humanes
Angiopoietin-2 in situ nicht nachgewiesen werden. So ist in der Rezeptorzellschicht der
Netzhaut zwar eine Fiarbung zu erkennen (s. Abb. 33), da diese jedoch ebenfalls in der
Rezeptorzellschicht nicht-transgener Méuse auftritt, ist die Bindung des 1. Antikorpers
unspezifisch und beweist somit nicht das humane Angiopoietin-2. Die Farbung der Netzhaut-

Schnitte weiterer Ops/hAng-2 Linien zeigte stets das gleiche Bild (Daten nicht gezeigt).
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Allerdings muf3 die Farbung durch Bindung des 1. Antikorpers vermittelt werden, da nach

Ersetzen des 1. Antikorpers durch unspezifisches IgG das Signal nicht mehr nachweisbar ist.

A B- C
nz il s i |
AK » I " r
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K
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GZ :
Ops/hAng-2 TG Wildtyp Ops/hAng-2 TG
1. AK: R&D 623 R&D 623 Ziege IgG

Abb. 33 Immunhistologie zur Lokalisation der Transgenexpression

Die histologischen Gefrierschnitte zeigen die Netzhéute einer transgenen Maus (A, C) und ihrem
Wildtyp-Geschwister (B). A) Der im Western blot humanspezifische Antikorper bindet in der
Rezeptorzellschicht ein Epitop. B) Derselbe Antikdrper erkennt im Wildtyp ebenfalls ein Antigen in
der Rezeptorzellschicht. Somit ist er in der Histologie nicht spezifisch. C) In der Negativkontrolle
wurde statt dem Erstantikdrper unspezifisches IgG eingesetzt. Es zeigt sich kein Signal. (GZ =
Ganglienzellschicht, IP = innere plexiforme Schicht, IK = innere Kornerschicht, AP = #uBere
plexiforme Schicht, AK = duBere Kornerschicht, RZ= Rezeptorzellschicht).

3.3.1.5 Perizytenabfall von den Netzhautkapillaren transgener Miuse

Nachdem im Western blot gezeigt werden konnte, dass eine Linie der Ops/hAng-2 Méuse
humanes Angiopoietin-2 in der Retina exprimiert, soll nun tiberpriift werden, ob das transgene
Angiopoietin-2 zum Perizytenabfall von den Netzhautkapillaren fiihrt. Hierzu wurden die
Netzhdute 5 Wochen alter Tiere prapariert (s. 2.2.3) und nach Fixierung einer enzymatischen
Digestionen unterworfen (s 2.2.5). Neben 8 transgenen Méiusen wurden als Kontrolle die
Augen von 8 nicht-transgenen Geschwistertieren (Wildtyp) analysiert. Pro Netzhaut wurden
mindestens 8 Gesichtsfelder ,,blind*“ ausgezahlt.

Auf den ersten Blick lisst sich eine Anderung der Morphologie der Arteria centralis retinae

und deren Arteriolengeflecht mittels der Digestion nicht nachweisen (s. Abb. 34).
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Abb. 34 Netzhaut-Digestionen transgenener Ops/hAng-2 Miuse
A) Gezeigt ist das GefiBnetz einer Wildtyp-Maus im Uberblick. B) GefidBnetz einer Ops/hAng-2
Maus. Im Vergleich zum Wildtyp (A) sind makroskopisch keine Unterschiede zu erkennen. Deutlich
zu sehen ist der im Zentrum gelegen Eintritt der Arteria centralis retinae.

Stellvertretend fiir alle entnommenen und digestierten Netzhdute sind die in Abb. 34
gezeigten GefaBBbdume dargestellt. Die nicht abgebildeten Netzhautdigestionen entsprechen in
Bau und Erscheinungsbild den oben aufgefiihrten.

Die Peripherie der zweidimensional ausgebreiteten Netzhdute erscheint unterschiedlich. Dies
ist allerdings auf die Préparationsmethode zuriickzufiihren und nicht auf die Expression von
Angiopoietin-2. Die abgebildete Netzhaut der transgenen Ops/hAng-2 Maus zeigt in der
unteren Hilfte zwei dunklere Flecken. Diese Bereiche entsprechen Resten von Kdrnerschicht
und plexiformen Schicht, die durch die enzymatische Digestion nicht entfernt werden
konnten. Daher ist der Befund ebenfalls als Artefakt zu werten.

Die Kapillarnetze der transgenen Tiere als auch die der Wildtyp-Méuse zeigen makroskopisch
keine pathologischen Verdnderungen, wie z.B. Mikroaneurysmen (s. Abb. 35). Deutlich sind
die Arteria centralis retinae (Abb. 35, A) und die von ihr ausgehenden Arteriolen zu
erkennen. Der hierarchische Aufbau der Gefdle ist sowohl in den Wildtyp-Tieren als auch in

den Ops/hAng-2 Méusen regelhaft und unauffillig.
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WT-Geschwister Ops/hAng-2 TG

Abb. 35 Netzhaut-Digestionen zum Vergleich der Gefillmorphologie transgener
Ops/hAng-2 Miuse und nicht-transgener Geschwister

Zu sehen sind die Kapillarbetten der Ops/hAng-2 Mause (D, E, F) bzw. der Gefille ihrer Wildtyp-
Geschwister (A, B, C) in zunchmender VergroBerung. Eventuelle GefdBdilatationen oder grobe
Malformationen sind nicht nachweisbar.

Nach quantitativer Auswertung des Perizytenbesatzes in den Ops/hAng-2 Mausen zeigte sich
allerdings eine signifikante Verminderung der Perizytenzahl pro Kapillarflache (s. Abb. 36).
Diese Beobachtung konnte durch wiederholte Untersuchungen an den Méusen eines weiteren

Wourfes der entsprechenden Linie bestdtigt werden.
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Abb. 36 Netzhaut-Digestion: Graphische Darstellung der relativen Perizytenzahlen in
Ops/hAng2-Miusen und deren Wildtyp-Geschwistern

Die Graphik zeigt das Ausmal des Perizytenabfalls im transgenen Tier.n=8, * =vs WT: p <0.01

3.3.1.6 Zunahme azellulirer Kapillaren in Ops/hAng-2 Méusen

Neben der Perizytenzahl wurde auch die Anzahl azelluldrer Kapillaren pro Fldche bestimmt
und die Daten von jeweils 5 transgenen mit denen nicht-transgener Geschwister-Tiere
verglichen. Die Digestionen zeigten im Kapillarnetz der Ops/hAng-2 Méuse eine signifikante

Zunahme der azelluldren Kapillaren (s. Abb. 37).
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Abb. 37 Anzahl azellulirer Kapillaren in Ops/hAng-2 Miusen im Vergleich zu deren
nicht transgenen Geschwistern

Deutlich ist die Zunahme an azelluldren Kapillaren in den Kapillarbetten der transgenen Tiere zu
erkennen. n=15, *=vs WT: p <0.01
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3.3.1.7 Dreidimensionale Darstellung der Netzhautgefifle von Ops/hAng-2 Miiusen
mittels Fluoreszenzmikroskopie.

Im Gegensatz zu den enzymatischen Digestionen der Netzhidute, die eine zweidimensionale
Darstellung der Gefdlle erlauben, 146t sich mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie das
dreidimensionale Netzwerk der Kapillarbetten in der Retina vorziiglich analysieren (s. Abb.
17). Auch wird durch die intra-vendse (i.v.) Injektion eines hochmolekularen Fluorophors
(500 kDa Dextran-FITC, s. Tab.1) die innere Schicht der Gefdl3e, das Endothel, ,,angefarbt®.
Unterschiedliches Fluoreszenzverhalten kann somit Riickschliisse auf eventuelle Anderungen

der GefaBintegritit und der Stabilitdt des Endothelzellrasens zulassen.

Wildtyp Ops/hAng-2 TG

Abb. 38 Fluoreszenzmikroskopische Analysen der Gefifimorphologie von Netzhaut-
Kapillaren transgener Ops/hAng-2 Miuse

A) Das Gefillsystem des Wildtyps zeigt homogene Fluorophoranreicherung im GefaBsystem, die
Kapillaren sind gestreckt und gleichméBig verkniipft. B) Im transgenen Tier sind die Fluorophore
punktuell angereichert, die Verkniipfung der Kapillaren wirkt ungerichtet. Auffillig ist das Auftreten
von korkenzieherférmig gewundenen Gefdf3en (Doppelpfeil).

Durch i.v. Injektion eines hochmolekularen Fluorophors in die nicht-transgenen Tiere liefl
sich das dreidimensionale Kapillarnetz der Retina als homogen fluoreszierendes
Gefiligeflecht darstellen (s. Abb. 38). In den transgenen Tieren zeigt sich im Gegensatz zu
den Wild-Typ-Geschwistern ein mehr heterologes Fiarbemuster. Die Gefdlle bieten eine

uneinheitliche Fluoreszenz, Teile scheinen vom Fluorophor ausgespart (s. Abb. 38).

3.3.1.8 Fokale Akkumulation von niedermolekularen Fluorophoren in der Retina von
Ops/hAng-2 Miiusen.
Neben den Injektionen hochmolekularer Fluorophore, die das GefaBsystem aufgrund ihrer

Grofe nicht verlassen konnen, wurden auch Parallelinjektionen von niedermolekularen
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Fluorophoren (4,4 kDa TRITC-Dextran, s. Tab. 1) durchgefiihrt. Diese haben aufgrund ihrer
GroBe die Fahigkeit, sich in kleineren Ausbuchtungen oder Zellzwischenrdumen anzureichern
oder durch ,undichte* Gefile in den perivaskuliren Raum auszutreten. Da die
niedermolekularen Fluorophore mit einer Wellenldnge emittieren, die unterschiedlich zu dem
Emissionsmaximum der hochmolekularen Fluorophore ist, lassen sich beide

Fluoreszenzmuster parallel analysieren und Strukturen zuordnen.

Wildtyp Ops/hAng-2 TG

Abb. 39 Fokale Akkumulation von niedermolekularen Fluorophoren in der Netzhaut
Angiopoietin-2 iiberexprimierender Miuse

Die Abbildung zeigt die GefaBle der Netzhaut einer Wildtyp-Maus (A) und einer Ops/hAng-2 Maus
(B) nach Koinjektion von FITC-Dextran (500 kDa) und TRITC-Dextran (4,4 kDa). Die Gefdfle des
Wildtyps erscheinen regelhaft und zeigen keine Fluoreszenz im Emissions-Wellenldngenbereich des
niedermolekularen Fluorophors (A). Im Wildtyp hingegen sind punktuelle Anreicherungen des 4,4
kDa TRITC-Dextrans zu erkennen (B, Pfeile).

In den Gefiden der nicht-transgenen Tiere ist kein niedermolekulares Fluorophor
nachweisbar. Im Gegensatz hierzu zeigen die Gefille der transgenen Ops/hAng-2 Méuse
punktuelle Anreicherung des Fluorophors in der Netzhaut (s. Abb. 39). Diese fokale
Akkumulation ist nicht iiber die ganze Netzhaut verteilt und scheint in den betreffenden

Gebieten den GefdBen zu folgen. Dies spricht gegen das Vorliegen eines Artefakts.

3.3.2 Erzeugung und Analyse doppelttransgener Ops/hAng2 x P-LacZ-Mauslinie

Die Analyse der Ops/hAng-2 Méuse mit Hilfe von enzymatischer Digestionen zeigte, dass der
Perizytenbesatz der Netzhautkapillaren in transgenen Tieren im Gegensatz zu Wildtyp-Tieren
deutlich vermindert ist. Die Identifizierung und quantitative Bestimmung der Perizyten war
nur moglich, da die Perizyten aufgrund ihrer Lage, dem Farbeverhalten in der PAS-Farbung

und ihrer Morphologie eindeutig von den Endothelzellen abgrenzbar sind.
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Eleganter und einfacher wire die Auszdhlung jedoch, wenn allein die perivaskuldren Zellen
Férbung zeigten. Dadurch wiirde die Identifizierung mittels morphologischer Kriterien
wegfallen und der Perizytenbesatz wire problemlos visuell darstellbar. Um dies zu erreichen,

wurden Tiere der Ops/hAng-2-Linie mit P-LacZ-M4iusen (s. 2.2.1.2) verpaart (s. Abb. 40).

Ops/hAng-2 x PLacZ dTG

Abb. 40 Schema der Einkreuzung von Ops/hAng-2 Miiusen in die P-LacZ-Linie
Gezeigt ist das Einkreuzen von Ops/hAng-2 Méusen in die P-LacZ-Linie (parental-Generation, P) und
die aus dieser Verpaarung hervorgehenden doppelttransgenen Nachkommen (filial-Generation, F).

Die so erzeugten doppelttransgenen Tiere exprimieren in der Rezeptorzellschicht der Netzhaut
humanes Angiopoietin-2 und zeigen 3-Galaktosidase-Expression in den perivaskuldren Zellen
und somit auch in ihren Perizyten. Durch LacZ-Férbung der gesamten Netzhaut und
quantitativer Erfassung der blaugefdrbten Zellen (Perizyten) kann somit ein eventueller Effekt

von Angiopoietin-2 auf den Perizytenbesatz elegant dargestellt werden.

3.3.2.1 LacZ-Firbung der Retina von Ops/hAng2 x P-LacZ-Miusen

Das tiefe Kapillarnetz der Retina (Ubergang innere Kornerschicht zu duBerer plexiformen
Schicht) liegt dem Expressionsort von transgenem Angiopoietin-2 am néchsten. Auch erfolgt
der Besatz des tiefen Kapillarnetzes mit Perizyten wéhrend der Embryogenese erst relativ
spét. Aus diesen Griinden ist flir unsere Fragestellung besonders die Perizytenzahl der tiefen

Netzhautschichten (s. Abb. 41) interessant.
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Abb. 41 B-Galaktosidase-Firbung der Netzhaut einer P-LacZ-Maus

Die Perizyten sind durch Expression von -Galaktosidase nach der Farbung als blaue Punkte
auszumachen. Es sind deutlich die verschiedenen Ebenen der Gefallbetten zu erkennen. Die Perizyten
der tiefen Schicht (A) erscheinen einzeln sitzend, wohingegen in der oberfldchlichen Schicht eine
deutliche GefiaBassoziation zu erkennen ist (B).

Die Analysen des Farbemusters der Perizyten zeigte innerhalb von Geschwistern eines Wurfes
eine z.T. sehr unterschiedliche Anzahl LacZ-positiver Perizyten, so dass eventuelle
Angiopoietin-2 vermittelte Effekte durch die hohe Varianz des Phénotyps tiberlagert wurden.
Dies ist wahrscheinlich auf den heterogenen genetischen Hintergrund der verwendeten Linien
zuriickzufiihren (Inzuchtstamm aus C3H/He- und C57BL/6-M4iusen).
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Abb. 42 B-Galaktosidase-Firbung der Netzhaut riickgekreuzter Ops/hAng-2 x P-LacZ
dTG-Maiuse im Vergleich zu der einer urspriinglichen P-LacZ-Maus

Die Netzhaut der bis F5 riickgekreuzten Miuse zeigt LacZ-Expression ausschliefSlich in den Perizyten
der groBeren GefaBle (A). Es ist keine LacZ-Aktivitit in den isoliert sitzenden Perizyten der tiefen
Kapillarbetten nachzuweisen. Hingegen exprimieren in der urspriinglichen P-LacZ-Maus sowohl die
Perizyten des oberfldchlichen (groBere Arteriolen) als auch des tiefen Geféllsystems p-Galaktosidase

(B).
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Die deswegen durchgefiihrten Riickkreuzungen dieser Linie in C57BL/6-Miuse bis in
Generation F5 fiihrten zu einem homogeneren B-Galaktosidase Expressionsmuster. Jedoch
zeigten darauthin die doppelttransgenen Ops/hAng-2 x P-LacZ-Maiuse nur LacZ-Expression
in den Perizyten der groBen Arteriolen. Die Perizyten des tiefen Kapillarbetts zeigten keine [3-
Galaktosidase Expression (s. Abb. 42 A). Die Auswertung der Experimente beschrénkt sich

daher auf den LacZ-positiven Perizytenbesatz der groBeren Arteriolen.
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Abb. 43 Graphische Darstellung des Perizytenbesatzes doppelttransgener Ops/hAng-2 x
P-LacZ-Miuse im Vergleich zu einzeltransgenen P-LacZ-Geschwistern

Es zeigt sich kein Unterschied in der Perizytendichte der Netzhautgefdfle von Ops/hAng-2 x P-LacZ-
Maiusen im Vergleich zu P-LacZ-Tieren (n =6, * =vs P-LacZ: p > 0.05).

Die Anzahl gefarbter (B-Galaktosidase-positiver) Perizyten pro Gefdllfliche im
Ops/hAng2xP-LacZ-Tier unterscheidet sich nicht von der Anzahl LacZ-positiver Perizyten in
der P-LacZ-Maus (s. Abb. 43). Auch ist im B-Galaktosidase-Expressionsmuster der Perizyten
kein Unterschied zwischen doppelttransgenen und einzeltransgenen Miusen festzustellen (s.
Abb. 44). Die GefiaBBe Angiopoietin-2 exprimierender Tiere zeigen keinerlei morphologische
Auffilligkeiten. Die Anzahl der Perizyten auf den groBen Gefdllen, die aus der Arteria
centralis retinae entspringen, ist in den einzeltransgenen Tieren nahezu identisch mit der
Anzahl in ihren doppelttransgenen Geschwistern. Verfolgt man die GefdBbdume der
jeweiligen Tiere, so wird deutlich, dass bis zur Aufzweigung 5° B-Galaktosidase in den dort
sitzenden Perizyten in gleichem Ausmale exprimiert wird (s. Abb. 44 C+D). So ist auch in

den verschiedenen Perizyten-Untergruppen kein Unterschied im Besatz zu erkennen.
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Abb. 44 LacZ-Expressionsmuster riickgekreuzter doppelttransgener Ops/hAng-2 x P-
LacZ-Mause im Vergleich zu dem einzeltransgener P-LacZ-Geschwister

Das LacZ-Farbemuster der Perizyten zeigt [B-Galaktosidase-Expression ausschlieBlich in den
perivaskuldren Zellen der groBBeren Arteriolen (A - D). Es besteht kein Unterschied zwischen dem
LacZ-Expressionsmuster in einzel- (B, D) und doppelttransgenen Tieren (A, C).

Die in der stirkeren VergroBerung sichtbaren perizytenfreien GefaBstrecken sind

Prédparationsartefakte und stellen einen Bruch des GefaBBnetzes dar.
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4 Diskussion

Das in den Gefilen eines Organismus zirkulierende Blut kann aufgrund seiner
unterschiedlichen Eigenschaften und Funktionen als eigenstidndiges Organ aufgefasst werden,
ohne das ein Uberleben nicht moglich wire. Daher ist die Entwicklung eines stabilen und
funktionellen  Gefdflsystems Grundvoraussetzung fiir die Aufrechterhaltung der
Lebensfunktionen eines Organismus. In bestimmten Situationen ist es allerdings
physiologisch vorteilhaft, einen stabilen Gefdverband aufzubrechen, um einen Abbau oder
eine Neubildung von Gefiflen zu ermoglichen. Diese Umbauprozesse (,,remodelling*) sind
physiologischer Weise u.a. wiahrend des weiblichen Zyklus innerhalb des Endometriums zu
beobachten. Auf der anderen Seite kann eine {iiberschiessende GefdBlbildung auch als
krankhafter Prozess auftreten und den Korper schiadigen. So z.B. als arterielle Aneurysmen in
den Gefédllen des ZNS oder als GefaBwucherungen in der diabetischen Retinopathie.

Das Verstindnis der molekularbiologischen Hintergriinde der beschriebenen Vorgénge ist
Voraussetzung, um das GefaBwachstum gezielt beeinflussen zu konnen und so eventuell
therapeutisch Einfluss auf bestimmte Erkrankungen nehmen zu koénnen. So existieren
ausfiihrliche Studien zu dem Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor),
der schon wihrend der frithen embryonalen Entwicklung eines primitiven Gefa3plexus via
Vaskulogenese eine wichtige Rolle spielt. Aus diesem priméren Netz sprossen neue Gefdlie
durch Angiogenese in die Tiefe des Gewebes und bilden so das eigentliche reife Kapillarnetz,
welches anschlieBend durch Besiedelung mit perivaskuldren Zellen (Perizyten) stabilisiert
wird und erst dann als reifes Gefdl angesehen werden kann. Zum Verstdndnis von
Umbauvorgdnge im adulten Organismus diirfen somit nicht nur die Kapillaren betrachtet
werden; das System Endothelzelle mit aufsitzenden Perizyten ist vielmehr als Einheit zu
sehen. Umbauvorginge mit Neovaskularisierung am adulten, ausgereiften GefaBBnetz erfolgen
ebenfalls via Angiogenese, ein Prozess, an dem die Angiopoietine und die Rezeptoren Tiel

und Tie2 maBgeblich beteiligt sind.

4.1 Rolle von Angiopoietin-2 wihrend der postpartalen Vaskularisierung der Netzhaut

Der innere Teil der Netzhaut wird durch die Arteria centralis retinae versorgt, die das
oberflichliche GefidBnetz der Ganglienzellschicht bildet und letztlich in die tiefen

Kapillarbetten der Retina iibergeht. Die Ausbildung eines funktionellen Gefasystems in der
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Netzhaut erfolgt zwischen den postpartalen Tagen P1 und P18 via Angiogenese, wobei die
Vaskularisierung der oberfliachlichen Ganglienzellschicht um den Tag P10 und die der tiefen
Schichten um Tag P18 abgeschlossen ist. Es ist bekannt, dass Angiopoietin-2 bei der
Neovaskularisierung der Retina beteiligt ist [Hackett et al. 2000, Gale et al. 2002], die durch
Angiogenese vermittelt wird. Auch findet sich in anderen Geweben, in denen Angiogenese
stattfindet, Angiopoietin-2 Expression. So z.B. im Endometrium [Goede et al. 1998] oder in
vaskularisierten Tumoren [Stratmann et al.1998]. Vor diesem Hintergrund iiberpriiften wir die
Angiopoietin-2 Promoteraktivitit in der Retina am postnatalen Tag P12 zu Zeiten verstarkter
physiologischer Angiogenese. Es war eine erhohte Aktivitdt des Angiopoietin-2 Promoters in
mehreren Ebenen der Netzhaut zu beobachten. Am starksten war die Expression des unter der
Kontrolle des Angiopoietin-2 Promoters stehenden Reportergens (B-Galaktosidase) in der
dufBeren plexiformen Schicht (Bereich des tiefen Kapillarbetts). Zum Zeitpunkt der
Praparation hat die GefaBfront die dullere plexiforme Schicht erreicht, so dass die LacZ-
positiven Zellen Endothelzellen darstellen konnten. Frithere Studien konnten zeigen, dass in
homozygoten Angiopoietin-2 knock out Méausen die LacZ-Expression gefdBassoziiert ist
[Hackett et al. 2002]. Somit kann durch [-Galaktosidase-Farbung von Netzhduten
homozygoter Tiere indirekt auf das GefaBBmuster geschlossen werden. Dies gilt jedoch nicht
fiir die heterozygoten Tiere; hier ist die LacZ-Expression nach Hackett an Horizontalzellen
gebunden.

Weiterhin war bisher nicht bekannt, dass der Angiopoietin Rezeptor Tie-2 nicht nur in
Endothelzellen, sondern wihrend embryonaler Vaskularisierung auch in perivaskuldren
Vorlauferzellen (,,mural precursor cells*, MPCs) exprimiert wird [Iurlaro et al. 2003].
Angiopoietine stimulieren diese Zellen iiber Bindung an Tie-2, was sich u.a. in einer
chemotaktischen Reaktion der MPCs zeigt. Auch erhdht Angiopoietin-2 die Expression der
Matrix-Metalloprotease-2 in den MPCs [lurlaro et al. 2003] und in Tumorgewebe [Hu et al.
2003]. Allerdings stammen die in diesen Studien verwendeten MPCs aus groBlen Arterien
(Aorta) und nicht aus kleinen Geféllen, wie z.B. Kapillaren. Matrixmetalloproteasen (MMPs)
konnen Proteine der Basalmembran und des Bindegewebes abbauen. Die Angiopoietin-2
vermittelte Expression der Matrixmetalloprotease-2 ist fiir die Invasivitit von Endothelzellen
wihrend der Angiogenese von entscheidender Bedeutung [Sato et al. 1997, Itoh et al. 1998]
und konnte die von uns dokumentierte Aktivierung des Angiopoietin-2 Promoters wéhrend
der Vaskularisierung der Netzhaut erkldren. Diese Beobachtung ist ein erstes wichtiges Dertail

im Verstidndnis der Wirkung von Angiopoietin-2 auf das GefaBsystem der Netzhaut.
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4.1.1 Die GefiBstruktur der Retina in der Angiopoietin-2 knock out Maus

Um die Ergebnisse der Studien zu einem Angiopoietin-2 Uberangebot besser einordnen zu
konnen, ist es wichtig, zuvor die Auswirkung eines Mangels an Angiopoietin-2 auf die Gefal3e
zu analysieren. Hierzu wurde der GefdBphénotyp von Angiopoietin-2 knock out Miusen
untersucht. Bei der Prdparation der knapp 5 Monate alten Tiere fiel regelméBig ein chyldser
Aszites auf, der auf einen Defekt in der Entwicklung eines funktionellen Lymphsystems
hinweist und einen Grofteil der Maéuse sterben ldsst. Da jedoch in bestimmten
Inzuchtstimmen ein hdéheres Alter erreicht wurde, hingt das Uberleben dieser Tiere
offensichtlich von ihrem jeweiligen genetischen Hintergrund ab. Die Auswirkungen eines
Angiopoietin-2-Mangels auf das Lymphgefdsystems ist in diesem Kontext aber von
untergeordneter Bedeutung, da neuronale Gewebe wie die Retina keine Lymphgefal3e
enthalten. Die von wuns durchgefiihrten fluoreszenzmikroskopischen Analysen der
Netzhautkapillaren bestdtigten die von Hackett et al. 2002 beschriebenen Malformationen
dieser Gefille. So bilden die Angiopoietin-2 defizienten Tiere keine funktionellen
Kapillarbetten in der Tiefe der Netzhaut aus. Weiterhin ist die Peripherie der Retina nicht
vollstédndig vaskularisiert und das Hyaloidgefdsystem zur Versorgung der embryonalen Linse
hat sich im knock out Tier nicht, wie physiologisch normal, zuriickgebildet, sondern findet
sich als der Netzhaut aufliegendes malformiertes Gefdl3geflecht. Eine histologische Analyse
der unphysiologischen Netzhautgefdlle von Angiopoietin-2 knock out Miusen wurde bisher
jedoch noch nie durchgefiihrt. Die von uns angefertigten enzymatischen Netzhautdigestionen
zeigen nach PAS-Féarbung eindrucksvoll den erheblichen Unterschied zwischen der
Gefilmorphologie der adulten Angiopoietin-2 knock out Maus und der des Wildtyps.

In den fluoreszenzmikroskopischen Analysen der Netzhdute von Angiopoietin-Z'/' Maiusen
sind zwei unterschiedliche Gefi3betten nachweisbar, die beide aus der Zentralarterie
entspringen und tiber periphere Anastomosen miteinander verbunden sind. Das eine System
liegt in der Ganglienzellschicht der Retina, erstreckt sich nur iiber die inneren zwei Drittel der
Netzhautflaiche und ist nach auflen durch blind endende Malformationen begrenzt. Diese
Gefille entsprechen hdochstwahrscheinlich den primdren Netzhautgefilen. Das andere
Gefalinetz liegt zwischen Glaskorper und Retina. Es ist wahrscheinlich aus dem primér zur
Versorgung der Linse angelegten embryonalen Hyaloidgefaf3system hervorgegangen, das sich
nicht zuriickgebildet hat und nun als sekundires GefaBgeflecht der Netzhaut aufliegt. Die
wihrend der Embryogenese zur Versorgung der Linse angelegten HyaloidgefiBle (Arteria

hyaloidea, Vasa hyaloidea propria, Tunica vasculosa lentis) werden normalerweise beim
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Menschen vor der Geburt, beim Nager kurz danach riickgebildet [Jack 1972, Ito 1999], um
den Strahlengang im Auge nicht zu behindern. In den Angiopoietin-2 knock out Méusen wird
diese Riickbildung nicht beobachtet, das hyaloide GefaBBsystem persistiert.

Unsere Analysen zeigen eine verminderte hierarchischen Ordnung in dem der Netzhaut
aufliegenden GefaB3geflecht. Die groBeren Arteriolen sind dilatiert und bilden ein eigenes
»Netzwerk®, in dem keine Kapillaren angelegt sind. Vielmehr entspricht die Organisation der
Arteriolen sogar der von Kapillaren. Wie die Maschen eines Netzes sind sie miteinander
verbunden und gleichen arterio-vendsen Anastomosen. Im physiologischen Zustand
entsprechen groflere Arteriolen eher langen, geraden Strukturen. Diese Rohren haben die
Funktion der Zuleitung von Blut zu den Kapillarbetten. In den Angiopoietin-2 knock out
Maiusen hingegen wirken diese Gefdlle geschlangelt, GefaBle geringerer Ordnung zweigen
nicht ab; ein laminarer Blutstrom kann so nicht ldnger gewdhrleistet sein. Dies spricht fiir
einen Funktionsverlust der groBeren Arteriolen und muss zwangsldufig in einer
Minderversorgung des Gewebes resultieren. Es scheint, als hétten sich aus einem priméren
Gefallplexus keine kleineren Kapillaren herausbilden konnen. Eventuell ist dies auf eine
verminderte Féhigkeit zur Angiogenese zuriickzufiihren (s.u.).

Der beschrieben Phinotyp gleicht in seinem Erscheinungsbild dem von Krankheiten wie dem
,Persistierenden Hyperplastischen Primdren Vitreous®“, PHPV [Reese 1949, 1955].
Goldberger hat diese Krankheitserscheinungen als ,,Persistierende Fetale Gefillie” (PFV)
zusammengefasst [Goldberger 1997]. Auch in der Erkrankung ,retinopathy of prematurity*
(ROP) werden persistierende Hyaloidgefdal3e beobachtet. Diese Parallelen zum Angiopoietin-2
knock out sind auffdllig, da es sowohl bei Angiopoietin-2 Mangel als auch bei den
beschrieben Erkrankungen zu fehlerhafter Vaskularisierung der Netzhaut mit avaskuldren
Bezirken kommen kann [Penn et al. 1993]. Es ist daher moglich, dass das persistierende
Hyaloidsystem sekundér zur Versorgung von hypoxischen Bereiche der Netzhaut ,,reaktiviert®
wird und Anastomosen mit den primdren Gefdllen der Netzhaut ausbildet, wie es fiir die ROP
und die PFV beschrieben ist [Eller et al. 1987, Stefani et al. 1976].

Eine quantitative Erfassung des Perizytenbesatzes dieser GefiBe war nicht moglich. Die
kleineren malformierten GefdBBnetze der Angiopoietin-2 defizienten Tiere konnten aufgrund
ihrer innergeweblichen Spannung mittels Digestion nicht zur Génze dargestellt werden. Somit
sind ausschlieBlich qualitative Aussagen zur GefdBmorphologie moglich. So war auffillig,
dass in den Gefdflen der homozygoten Tiere fast keine Endothelzellkerne zu finden waren, das

Perizytenverteilungsmuster jedoch nicht gestort war. Da Angiopoietin-2 zur Migration und
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Proliferation von Endothelzellen in Kombination mit weiteren Faktoren beitrdgt [Lobov et
al.2002], konnte ein Angiopoietin-2 Mangel zu der beobachteten Reduktion der
Endothelzellzahl fiihren. Gestiitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtung, dass nach
Blockierung von Angiopoietin-2 durch einen spezifischen Antikorper Proliferation und
Migration von Endothelzellen ebenfalls verhindert werden kann [Cai et al. 2003]. Da diese
Daten jedoch aus in vitro-Studien stammen, ist ihre Ubertragbarkeit auf die in vivo Situation
nur eingeschrinkt mdglich. Auch ist bekannt, dass Angiopoietin-2 alleine keinen
proliferativen Effekt auf Endothelzellen besitzt. In Kombination mit Wachstumsfaktoren wie
VEGF begilinstigt Angiopoietin-2 allerdings eine beachtliche Proliferation von Gefidllen
[Asahara et al. 1998, Holash et al. 1999, Lobov et al. 2002].

Neben den beschriebenen Verdnderungen war aullerdem eine haarnadelférmige Struktur im
knock out Tier auffillig, die liber einen kurzen Bereich in zwei separate Gefd3e aufgeteilt ist.
Diese Malformation &hnelt einer Situation, in der aus einem primiren Gefill via
Intussuszeption (eine Form der Angiogenese [Burri et al. 1990, Patan et al. 1996]) zwei neue
Gefalle entstehen, dieser Vorgang aber mdglicherweise aufgrund von Angiopoietin-2 Mangel
blockiert oder unterbrochen wurde. Eine Erkldrung hierfiir wére die Beobachtung, dass
Angiopoietin-2 zur Expression von Matrixmetalloproteasen (MMP-2) fiihrt [Etho et al. 2001,
Hu et al. 2003]. Diese Enzyme spielen bei der Angiogenese eine wichtige Rolle, da sie zum
Abbau von perivaskuldrem Bindegewebe bendtigt werden. Auch ist zur Gefdlineubildung
bzw. zum Gefdumbau eine Lockerung der Verbindung zwischen Endothelzellen und
Perizyten notwendig, was ebenfalls durch Angiopoietin-2 bewirkt werden kann [Hammes et
al. 2004]. Eine fehlende Expression von MMP-2 bzw. eine ausgebliebene Auflockerung des
Perizyten-Endothelzellverbandes aufgrund Angiopoietin-2 Mangels konnte somit zu den
beschriebenen Malformationen fiihren.

Ein weiteres GefdBnetz liegt innerhalb der Netzhdute Angiopoietin-2 defizienter Mause.
Dieses Gefdfisystem ist durch trommelschligelformige GefaBmi3bildungen charakterisiert, die
ausschlieBlich an der dulleren Grenze des Gefal3geflechts zu finden sind. Sie ragen senkrecht
aus den horizontal angeordneten Gefdflen heraus und sprossen in Richtung der tiefen
Schichten der Netzhaut. Die blind endenden GeféaBstrukturen zeigen an ihrem Ende eine
Erweiterung des Gefdllumens und eine Anhdufung von Zellen. Da die beschriebenen
Strukturen ausschlieBlich am Rand der vaskularisierten Netzhaut vorkommen, wéire es
durchaus moglich, dass sich aufgrund der Minderdurchblutung dieser avaskuldren Bereiche

eine lokale Hypoxie ausbildet, die wiederum VEGF hochreguliert [Shweiki et al. 1992, Alon
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et al. 1995, Stone et al. 1995]. Dieser Wachstumstaktor wirkt positiv auf die Proliferation von
Endothelzellen [Ferrara et al. 1999]. Eine reibungslose Angiogenese kann allerdings nur dann
stattfinden, wenn z.B. Matrixmetalloprotease-2 (MMP-2) das umliegende Gewebe
»auflockert und so eine Instabilisierung bereits vorhandener Gefia3e bewirkt (s. 0.). Im knock
out Tier konnten die dilatierten, von Zellhaufen besetzten Spitzen der
trommelschligeformigen  Malformationen daher Orte  beginnender  Angiogenese
reprasentieren, in denen zwar lokale Zellproliferation stattfindet, jedoch kein Aussprossen von
neuen Gefdlen aufgrund persistierender GefédB3stabilitit stattfinden kann.

Ein Mangel an Angiopoietin-2 scheint zu verhindern, dass proliferative Reize in den
Gefilnetzen der postpartalen Netzhaut Proliferation induzieren und somit Gefédl3aussprossung
unterbleibt. Folge ist die beschriebene Mindervaskularisierung der Netzhautperipherie im
Angiopoietin-2 knock out Tier [Gale et al. 2002, Hackett et al. 2002] oder die von uns
beobachteten Malformationen (s. 0.). Diese These wird von Studien gestiitzt, die nachweisen,
dass in der adulten Ratte (,,cornea micropocket assay ‘) durch Einsatz von Angiopoietin-2
bindender RNA bzw. eines Angiopoietin-2 bindenden Antikdrpers Neovaskularisation
verhindert werden kann [White et al. 2003, Cai et al. 2003].

Die beschriebenen Beobachtungen belegen unsere Vermutung, dass Angiopoietin-2 wéhrend
der Vaskularisierung entscheidenden Einfluf auf die primitiven Gefdlle der friihen Retina in
Form einer Sensibilisierung fiir proliferative Reize durch Instabilisierung der GefaB3strukturen
nimmt. Welches morphologische Korrelat jedoch die ,,Sensibilisierung® der Gefdle durch
Angiopoietin-2 hat, sollen die Versuche zeigen, in denen die Gefdlle einem Angiopoietin-2-

Uberangebot ausgesetzt werden.

4.2 Das transgene Opsin-hAng-2 Maus-Modell

Um die Effekte eines Uberangebotes von Angiopoietin-2 studieren zu kénnen, muss im Auge
eine Erhohung der Angiopoietin-2-Konzentration herbeigefiihrt werden. Zum einen ist dies
auf direkte Weise durch intravitreale Injektionen zu erreichen. Diese Methode liefert
zuverlédssige Ergebnisse, hat jedoch den Nachteil, dass durch die Manipulation Gewebe
verletzt wird und hieraus eventuell eine artifizielle Reizung des Auges resultiert. Durch
Aufnahme einer Kontrollgruppe in den Versuchsplan kann dieser systematische Fehler
allerdings erkannt und beriicksichtigt werden. Auch stellt das Auge als Teil des Zwischenhirns
ein Organ dar, das dhnlich den Gelenken eine gewisse Immuninkompetenz aufweist. So kann

davon ausgegangen werden, dass das injizierte Angiopoietin-2 im Auge der Immunantwort
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entgeht und ausgedehnte Entziindungsreaktionen erst nach starker Keimkontamination
auftreten.

Ein weiterer negativer Aspekt der direkten Proteininjektion ist die Tatsache, das die
Applikation von Angiopoietin-2 nur ein einziges Mal erfolgen kann und die Wirkung auf das
Gefallsystem zum einen von der Halbwertszeit des Proteins und zum anderen von der
Immunantwort des Versuchstiers abhidngt. Effekte, die erst nach einer langeren Einwirkzeit
auftreten, werden auf diese Weise nicht erfasst. Aus den beschriebenen Aspekten geht hervor,
dass eine endogene Uberexpression von transgenem Angiopoietin-2 im Auge mehrere
entscheidende Vorteile hétte. So konnte es iiber einen langen Zeitraum stetig auf die Gefélle
einwirken und wiirde in der Ndhe der Kapillarbetten exprimiert. Weiterhin bediirfte es keiner
invasiven Manipulation am Auge. Daher wurden neben den Proteininjektionen auch transgene
Mause erzeugt, die unter Kontrolle des murinen Opsin-Promoters [Flannery et al. 1997]

Angiopoietin-2 in der Rezeptorzellschicht exprimieren (,,Ops/hAng-2 Mause®).

4.2.1 Eignung des Modells zur Beantwortung der Fragestellung

Frithere Studien haben gezeigt, dass es erfolgreich mdglich war, transgenes VEGF unter
Kontrolle des bovinen Opsin-Promoters in der Rezeptorzellschicht der Netzhaut zu
exprimieren [Okamoto et al. 1997, Ohno-Matsui et al. 2002]. Die Expression eines
Wachstumsfaktors (hier VEGF) innerhalb der Rezeptorzellschicht hatte deutlichen Einfluf auf
die GefdBle des tiefen Kapillarbetts der Retina. Aufgrund des unterschiedlichen Bildungs- und
Wirkungsort kann somit auf ein Transport des transgenen Proteins durch die Netzhaut
geschlossen werden. Die Aktivitdt des in unseren Studien verwendeten murinen Opsin-
Promoters innerhalb der Netzhaut wurde in verschiedenen Verdffentlichungen bewiesen
[Kido et al, 1996, Flannery et al. 1997]. Diese Studien konnten zeigen, dass nach retroviralem
Gentransfer unter Kontrolle des murinen Opsin-Promoters in der Rezeptorzellschicht GFP-
Expression induzierbar war. Folglich lassen sich mit diesem Versuchs-Design bestimmte
Proteine unter Kontrolle das Opsin-Promoters innerhalb der Rezeptorzellschicht in
ausreichender Konzentration synthetisieren. Durch passiven Transport erreichen die
transgenen Proteine Gewebe fern ihrer Bildungsstitte und konnen auf die dortigen Gefdl3e
einwirken. Die Induktion von Gefdmalformationen im Kapillarsystem der Maus-Retina
sowie deren Analyse durch enzymatische Digestionen wurde bereits erfolgreich durchgefiihrt
[Midena et al. 1989]. Fiir unsere Fragestellung erscheint die Expression eines

Wachstumsfaktors in der Netzhaut unter Kontrolle eines rezeptorzellspezifischen Promoters
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als Versuchskonstellation optimal. So wurde als Transgen der murine Opsin-Promoter vor die
Sequenz des humanen Angiopoietin-2 gesetzt und im 3°-Bereich die SV40 polyA Sequenz
angefiligt. Die Bioaktivitit des humanen Angiopoietin-2 in Gewebe von Nagetieren wurde

iiberpriift und bestitigt (personliche Mitteilung H. Gerhardt).

4.2.2 Nachweis der Transgen-Expression

Durch die Injektion der linearisierten transgenen DNA-Sequenz in die Pronuclei von
Mauszygoten wurden mehrere Maus-Linien erzeugt, die auf je einen Founder zurlickgehen.
Mittels PCR konnte in Schwanzlysaten von sechs verschiedenen Linien die Sequenz des
humanen Angiopoietin-2 nachgewiesen werden, so dass die Integration des Ops/hAng-2-
Transgens in das Genom diese Méuse erwiesen ist. Als ndchstes wurde mit Hilfe einer RT-
PCR untersucht, ob der Opsin-Promoter in den sechs transgenen Linien aktiviert und vom
humanen Angiopoietin-2 cDNA-Insert eine mRNA transkribiert wird. Allerdings war eine
Transkription des Transgens nur in drei Linien zu belegen. Die fehlende Aktivitit des Opsin-
Promoters in den anderen Tieren kann darauf zuriickzufiihren sein, dass die exogenen
Sequenzen zufillig in Bereiche des Maus-Genoms integriert wurden, die transkriptionell nicht
aktiv sind oder unter dem Einfluss von silencern stehen. Letztlich konnte die Translation bzw.
Protein-Expression des Transgens in der Netzhaut mittels Western-blotting durch Einsatz
eines humanspezifischen anti-Angiopoietin-2 Antikorpers in einer der drei RT-PCR positiven
Linien gezeigt werden. Somit war die Expression von humanem Angiopoietin-2 innerhalb der
Netzhaut auf Proteinebene eindeutig bewiesen. Dieser Nachweis war allerdings nur durch
Einsatz eines humanspezifischen anti-Angiopoietin-2 Antikorpers der Firma R&D mdglich.
Wie sich herausstellte, waren alle anderen kommerziell zu beziehenden Antikorper trotz z.T.
anderslautender Herstellerangaben nicht humanspezifisch. Diese Problematik zeigte sich auch
bei der Charakterisierung des genauen Expressionsortes des Transgens innerhalb der Retina.
Hier offenbarte sich, dass der im Western-Blot eingesetzte Antikorper in der Immunhistologie
das humane Angiopoietin-2 nicht mehr spezifisch erkennt. Trotz Fixation der Schnitte mit
unterschiedlichen PFA-Konzentrationen, Herstellung von unfixierten Gefrierschnitten und
versuchter Demaskierung des Epitops mit Trypsin und Mikrowellenbehandlung war ein
spezifischer Nachweis des Expressionsortes nicht moglich. Es wurde auch versucht, den Ort
der Expression mit Hilfe von Fluoreszenzanalysen nachzuweisen. Zur Detektion des
Erstantikorpers kam ein anti-Ziege-Cy3 Antikorper zum Einsatz. Daneben wurde als

ZweitantikOrper ein anti-Ziege-Biotin gekoppelter Antikérper und zur Detektion Sreptavidin-
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Cy3 eingesetzt. Beide Ansétze zeigten nicht das gewiinschte Ergebnis, so dass auch mit Hilfe
der Fluoreszenmikroskopie keine Bestimmung der Lokalisation der Angiopoietin-2
Expression moglich war. Da die Bestimmung des Ortes der Transgenexpression fiir unsere
Fragestellung nicht unbedingt notwendig war und der Beweis der Expression an sich
ausreichend ist, wurde auf das Anfertigen von in situ-Hybridisierungen verzichtet. Aufgrund
vorausgegangener Studien kann davon ausgegangen werden, dass das in der
Rezeptorzellschicht gebildete Angiopoietin-2 die Retina mittels Diffusion durchwandert
[Okamoto et al. 1997].

4.3 Darstellung der Angiopoietin-2-Effekte in Netzhautdigestionen

Nachdem in einer transgenen Ops/hAng-2 Linie die Expression von humanem Angiopoietin-2
zweifelsfrei nachweisbar war, wurden die Netzhdute von Nachkommen dieser Linie zur
gefaBmorphologischen Analyse entnommen und pripariert. Mit Hilfe von enzymatischen
Netzhautdigestionen konnten die Gefdlinetze vom restlichen Gewebe isoliert dargestellt und
die verschiedenen Zelltypen in situ durch PAS-Fiarbung beurteilt werden. Zur Beschreibung
eventueller Effekte eines Angiopoietin-2 Uberangebotes wurden neben den transgenen Tieren
auch Ratten prépariert, in die intravitreal rekombinantes humanes Angiopoietin-2 injiziert
wurde. (Die Bioaktivitit des injizierten humanen Angiopoietin-2 beziiglich Nagerzellen
wurde zuvor erfolgreich tiberpriift, Mitteilung H. Gerhardt). Auch diese Netzhdute wurden

enzymatisch digestiert und so das GefaBBsystem als zweidimensionales Netzwerk dargestellt.

4.3.1 Angiopoietin-2 verursacht Perizytenabfall

Der Abfall von Perizyten von Kapillaren der reifen Netzhaut ist ein pathologisches Ereignis,
das u.a. im Rahmen der diabetischen Retinopathie auftritt und die friithen Auswirkungen einer
chronischen Hyperglykédmie widerspiegelt (s. u.). So konnte in vitro gezeigt werden, dass
erhohte Glukosespiegel zu einer Expression von NF-kB in Perizyten fiihrt, die darauthin
durch Apoptose untergehen [Romeo et al. 2002, Li et al. 1997]. In einem Maus-Tumor-
Modell war neben einer erhohten Angiopoietin-2 Expression Perizytenabfall beobachtet
worden [Holash et al. 1999, Zhang et al. 2003]. Weiterhin konnte in fritheren Studien
beobachtet werden, dass die Gefdlle der Netzhaut reduzierten Perizytenbesatz zeigen, wenn
der Wachstumfaktor PDGF-B (platelet-derived growth factor) bzw. dessen Rezeptor PDGFR-
B (platelet-derived growth factor rezeptor-beta) ausgeschaltet wurden [Lindahl et al. 1997,

Hellstrom et al. 2001, Hammes et al. 2003]. PDGF-B wird von Endothelzellen gebildet und
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fiihrt iiber die Rekrutierung und Proliferation von Perizyten zu einer GefaB3stabilisierung. Die
Gefille der PDGF-B -/- Embryonen neigen zur Ausbildung von Gefdllmalformationen (z.B.
Mikroaneurysmen) oder haben grofere Durchmesser als {iblich. Da auch Angiopoietin-2 zu
einer GefédBinstabilisierung fiihrt, liegt der Verdacht nahe, dass die Angiopoietin-2 vermittelte
Instabilitdt ebenfalls durch einen verminderten Perizytenbesatz verursacht wird. Daher wurden
unterschiedliche Experimente zum Einflul von Angiopoietin-2 auf die Perizytenbesiedelung
der Kapillaren in der Netzhaut durchgefiihrt (s.0.). Die statistischen Auswertungen dieser
Versuche ergaben sowohl in den transgenen Tieren als auch nach direkter Injektion von
Angiopoietin-2 eine signifikante Abnahme der Perizytenzahl pro Kapillarflaiche. Das Ausmal}
dieses Effektes ist abhdngig von der Angiopoietin-2 Konzentration im Auge. So bewirkt die
Injektion einer dreifachen Angiopoietin-2 Menge eine Zunahme des Perizytenverlustes um ca.
66 %. Die Standardabweichung der Ergebnisse nach Angiopoietin-2 Injektion ist hoher als die
der Wildtyp-Werte. Dies ist wahrscheinlich durch die injektionsbedingte inhomogene
Verteilung des injizierten Angiopoietin-2 vor der Netzhaut zu erkliren. Je nach applizierter
Angiopoietin Konzentration grenzen Bereiche mit hohem Perizytenabfall an Areale mit
geringerem Perizytenverlust. Dies spiegelt sich in der Auswertung als erhdhte Streuung der
Werte wider. Koinjektion von Angiopoietin-2 und l6slichem Angiopoietin Rezeptor (sTie-2-
Fc) in 12 fachem Uberschuss hebt den beobachteten Perizytenabfall wieder auf und schliefBt
gleichzeitig aus, dass der beobachtete Effekt auf eine Kontamination des rekombinanten
Angiopoietin-2 mit Endotoxin verursacht sein konnte. Diese Beobachtung und die Tatsache,
daBB in den PBS-Kontrollinjektionen kein Perizytenverlust feststellbar war, beweisen die
Beteiligung von Angiopoietin-2 an der Vermittlung dieses Effektes auf die Perizyten. Ein
reaktiver Perizytenverlust aufgrund von mechanischer Manipulation oder unspezifischer
chemischer Reize ist daher auszuschlieBen. Da 16slicher Tie-2 Rezeptor auch physiologischer
Weise im Plasma nachweisbar und in bestimmten Krankheitsbildern erhoht ist [Chung et al.
2003], liegt die Vermutung nahe, dass die Wirkung der Angiopoietine in bestimmten
Situationen auch durch kompetitive Hemmung begrenzt wird.

Unsere Untersuchungen stehen mit der Beobachtung im Einklang, dass in diabetischen Ratten
vor Eintreten des Perizytenabfalls von den NetzhautgefiBBen Angiopoietin-2 hochreguliert
wird. Auch sind unsere Ergebnisse konform mit der dokumentierten Aktivierung des
Angiopoietin-2 Promoters transgener Angiopoietin-2/LacZ-Méuse nach medikamentdser
Ausschaltung der B-Zellen des Pankreas [Hammes et al. 2004]. Die Injektionsexperimente

zeigen weiterhin, wie zeitnah der Perizytenabfall nach einer Erh6hung des Angiopoietin-2
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Spiegels auftritt. So konnte der Perizytenverlust bereits eine Woche nach Injektion beobachtet
werden. Der Abfall von Perizyten tritt im Zuge der Ausbildung einer diabetischen
Retinopathie ebenfalls eher friih auf. GefaBanomalien wie z.B. azelluldre Kapillaren sind erst
spater im Verlauf der Erkrankung zu beobachten. In den transgenen Méusen konnte im Alter
von 5 Wochen ebenfalls Perizytenabfall nachgewiesen werden. In diesem Modell reichte die
kontinuierliche Uberexpression von transgenem Angiopoietin-2 aus, um sowohl das
Gefallsystem zu instabilisieren als auch die Zahl azelluldrer Kapillaren zu erhohen.

Im transgenen Modell erfolgte die Expression des humanen Angiopoietin-2 in der
Rezeptorzellschicht. Dies gewihrleistet eine stets hohe Konzentration des transgenen Proteins
im Bereich der tiefen Kapillaren. In den Digestionen wurde ausschlielich der Perizytenbesatz
der tiefen Kapillaren (mittlere und tiefe Schicht der Netzhaut) erfasst. Somit liegen
Expressions- und analysierter Wirkungsort von Angiopoietin-2 im transgenen Tier nahe
beisammen. Im Gegensatz hierzu wurde bei Angiopoietin-2 Injektionen ein Protein-Depot
zwischen Glaskorper und Netzhaut angelegt. In dieser Konstellation trifft Angiopoietin-2 erst
auf die grofBeren GefaBle der Ganglienzellschicht, bevor es die Kapillarbetten erreicht. Daher
ist in diesem Modell die Diffusionsstrecke grofler, was sich auch in der Gréfenordnung des
Perizytenverlustes widerspiegelt. So ist der beobachtete Effekt im tansgenen Tier um fast ein

Fiinftel stirker als in der injizierten Ratte, was sich auch im Signifikanzniveau ausdriickt.

4.3.2 Angiopoietin-2 erhoht die Anzahl azellulirer Kapillaren

Azelluldare Kapillaren treten im fortgeschrittenen Stadium der diabetischen Retinopathie bzw.
als Folge chronischer Hyperglykdmie auf [Midena et al. 1989, Kern et al. 1996, Hammes et al.
1998]. Durch die unterbrochene Perfusion in azelluliren Kapillaren kommt es in diesen
Bereichen der Netzhaut zu einer relativen Unterversorgung und Hypoxie des Gewebes. Es
resultiert eine Neovaskularisation der Retina, die zur Visusverschlechterung des Patienten
fithren kann. Die Ausbildung von azelluliren Kapillaren erfolgt jedoch erst nach einer
Reduzierung des Perizytenbesatzes der Gefdle und ist das Resultat einer gestorten
Wechselwirkung  zwischen Endothelzellen und perivaskuldren Zellen. In den
Netzhautdigestionen 5 Wochen alter transgener Ops/hAng-2-Méuse wurde im Vergleich zu
den Wildtyp-Geschwistern eine erhohte Zahl azelluldrer Kapillaren gefunden. Die
Angiopoietin-2 iiberexprimierenden Tiere zeigten neben den beschriebenen Auffalligkeiten
keine weiteren Malformationen. Schwerwiegende pathologische Verdnderungen der Gefil3e

treten bei diabetischen Patienten erst spéter auf und sind fiir ein fortgeschrittenes Stadium der
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Diabetischen Retinopathie charakteristisch [Engerman et al. 1984]. Dementsprechend waren
in unseren Studien auch keine Mikroaneurysmen zu finden, die ansonsten zeitlich versetzt in
der Ndhe von azelluldren Kapillaren gehduft auftreten (personliche Mitteilung H. P. Hammes,
Kern et al. 1996). Mikroaneurysmen stellen Orte begrenzter GefaBinstabilitdt dar, die
aufgrund eines Stimulus (z.B. Hypoxie) lokale Proliferation zeigen oder wegen umschriebener
Druckintoleranz Aussackungen der GefdBwand darstellen. In den Netzhduten der von uns
untersuchten Miuse sind zwar azelluldre Kapillaren nachweisbar, es scheint jedoch aufgrund
des Fehlens von Mikroaneurysmen noch keine Hypoxie oder gravierende
GefalBwandschwiéche vorzuliegen. Allerdings ist zu erwarten, dass sich zu einem spéteren
Zeitpunkt die Zahl azelluldrer Kapillaren weiter erhoht und auch Mikroaneurysmen
nachweisbar werden. Dieser Frage nachzugehen war allerdings nicht Gegenstand der
vorliegenden Arbeit. Wir konnten zeigen, dass Uberexpression von Angiopoietin-2 in der
Netzhaut zur Ausbildung von azelluldaren Kapillaren fiihrt, was hochstwahrscheinlich direkte
Folge des gleichzeitig beobachteten Perizytenabfalls ist. Frithere Studien haben als Folge einer
Angiopoietin-2  Applikation Endothelzellproliferation und Dilatation von Gefédllen
beschrieben [Lobov et al. 2002]. Unsere Experimente konnten diese Beobachtung nicht
stiitzen. Die Gefale der transgenen Tiere erscheinen nicht dilatiert oder erweitert, auch ist die
Anzahl von Endothelzellen nicht vermehrt. Wahrscheinlich ist der von Lobov beschriebene
Effekt auf die Eigenheiten des von ihm verwendeten in vivo Modells zuriickzufiihren. Dieses
“pupillary membrane model” nutzt ein temporires GefaBBgeflecht auf der Linse zu deren
Versorgung wihrend der Embryogenese. Die Gefille dieses Modells sind aufgrund ihrer
speziellen Funktion nicht mit der Situation in der reifen Netzhaut vergleichbar. Auch sind auf
der Linse nur die duBleren, dickeren Gefille mit Perizyten besetzt. Die Gefille des Zentrums
tragen physiologischerweise keine Perizyten. Die beschriebene Gefédf3dilatation findet jedoch
gerade in diesem Bereich statt. Daher ist der beobachtete Effekt wohl Folge einer direkten

Angiopoietin-2 Wirkung auf die Endothelzellen.

4.4 Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Gefifinetze in Ops/hAng-2-Miusen

Nachdem durch enzymatische Netzhautdigestionen gezeigt werden konnte, dass ein
Angiopoietin-2 Uberangebot zu Perizytenabfall und zu einer Zunahme von azelluldren
Kapillaren fiihrt, sollte nun mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie das Gefdllgeflecht der
Ops/hAng-2-Miuse analysiert werden. Im Vergleich zu den zweidimensionalen Pridparaten

der Digestionen kann man mit der Fluoreszenzmikroskopie die Gefdfle der Netzhaut in
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dreidimensionaler Weise darstellen. Dadurch lassen sich die einzelnen Gefaflebenen separat
beurteilen. Die Fluophore wurden in den fluoreszenzmikroskopischen Studien intra-venos
verabreicht und konnten aufgrund ihres Molekulargewichts von 500 kDa die Gefa3wand nicht
passieren. So markieren sie die Innenwand der Gefdfe und lassen daher aufgrund des
Fluoreszenzmusters grobe Riickschliisse auf die Integritét des Endothels zu.

Die Injektion von 500 kDa FITC-Dextran in Wildtyp-Tiere fithrte zu einer homogenen
Verteilung des Fluorophors, so dass sich die Gefdlle als ein gleichmifBlig fluoreszierendes
Netzwerk darstellten, ohne dass Kaliberspriinge oder Fluoreszenzliicken auftraten. Im
Gegensatz dazu zeigte sich in den transgenen Ops/hAng-2-Midusen ein eher heterogenes
Fluoreszenzverhalten. So sind punktuelle Anreicherungen des Fluorophors auffillig. Daneben
existieren GefdBabschnitte, die keine Fluoreszenz zeigen. Gro3ere Malformationen sind nicht
zu verzeichnen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Digestionen (s.0.). Allerdings
sind einige korkenzieherformige Gefdlle nachweisbar. Diese Gefalliform tritt gehduft in
Kollateralgefdlen auf, die sich z.B. hdufig nach Bypassoperationen am Herzen zeigen [Herzog
2002]. Allerdings sind diese Gefdlle groBBeren Maf3stabs und erst spéte Folge einer Ischimie
bedingten Hypoxie. Das hohere Alter der fluoreszenzmikroskopisch analysierten Tiere (19
Wochen) im Vergleich zu den digestierten Tieren (5 Wochen) konnte erkldren, warum diese
GefaBmorphologie in den Digestionen nicht zu beobachten war. Eventuell ist die Netzhaut zu
diesem Zeitpunkt schon in einigen Bereichen hypoxisch, so dass hierdurch bereits
Proliferation induziert worden ist. Allerdings kann es auch moglich sein, dass
korkenzieherféormige Gefdlle nur dreidimensional darstellbar sind und daher in den
Digestionen nicht auftreten. Das heterogene Fluoreszenzmuster in den GefdBen transgener
Maiuse ldsst sich eventuell durch verdnderte Endothelzell-Stabilitdt erkldren, die eine
Akkumulation der Fluorophore in diesen Bereichen begiinstigt. Eine solche Stérung der
GefaBlintegritdit mit anschlieBendem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke konnte in
diabetischen Tieren bereits beschrieben werden [Joussen et al.2002]. Auch wurde eine erhohte
Angiopoietin-2 Expression wihrend des Zusammenbruchs der Blut-Hirn-Schranke
dokumentiert [Nourhaghighi et al. 2003], so dass eine Storung der GefdBintegritdt durchaus
als Erklarung fiir den von uns beobachteten Phéanotyp in Frage kommt.

Neben den Injektionen des hochmolekularen 500 kDa FITC-Dextran wurden auch
Koinjektionen mit niedermolekularen Fluorophoren (4.4 kDa TRITC-Dextran) vorgenommen.
Diese Experimente hatten zum Ziel, eine erhohte GefaBBpermeabilitit bzw. gestorte

Endothelzell-Adhdrenz nachzuweisen. Wiederum zeigten sich ausschlieBlich im transgenen
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Tier Abschnitte mit erhohter Konzentration des niedermolekularen Fluorophors. Da sich in
diesen Strukturen ebenfalls hochmolekulares Dextran anreicherte, ist es sehr wahrscheinlich,
daB3 diese Orte Bereiche darstellen, in denen der Zusammenhalt des Endothels gestort ist. Das
niedermolekulare Dextran scheint in diesen Abschnitten durch die Kapillaren zu treten und
sich perivaskuldr zu akkumulieren. Jene 4.4 kDa-Dextran-Molekiile, welche nicht in den
beschriebenen GefaBauffilligkeiten zuriickgehalten worden sind, wurden in kurzer Zeit iiber

die Nieren eliminiert.

4.5 Das transgene P-LacZ-Modell

In den bisher beschriebenen Studien wurden die Effekte eines Angiopoietin-2 Uberangebotes
auf den Perizytenbesatz der Netzhautgefile anhand von enzymatischen Digestionen erfasst.
Die quantitative Erfassung der Perizytenzahl basiert bei dieser Methode auf indirektem
Erkennen der Perizyten aufgrund von Morphologie und Firbemuster. Das Anfertigen der
Digestionen ist aufwendig und zeitintensiv. Die genannten Fakten lassen erkennen, dass es
von Vorteil wire, die Perizyten direkt identifizieren zu konnen, ohne aufwendige
Praparationen der Netzhaut durchfiihren zu miissen. Das transgene P-LacZ-Maus-Modell
bietet all diese Vorteile [Tidhar et al. 2001]. Diese Méduse exprimieren in ihren Perizyten -
Galaktosidase, so dass eine einfache und schnelle LacZ-Gesamtfarbung der Netzhaut den
Perizytenbesatz eindeutig darstellt. Diese P-LacZ-Insertion war zufilliges ,,Produkt® eines
Experiments, in dem eine LacZ-Kassette hinter Sequenzen des aP2-Gens ligiert wurde, um
damit transgene Maiuse herzustellen. Eine der nach Pronukleus-Injektion entstandenen
transgenen Mauslinien zeigte das beschriebene Expressionsmuster. Das P-LacZ-Maus-Modell
kam bereits erfolgreich in Tumorexperimenten zum Einsatz [ Abramsson et al. 2002], in denen
die Perizyten aufgrund der LacZ-Expression eindeutig zu identifizieren waren (s. auch
[Hammes et al. 2003]). Unser Ziel war es, mit Hilfe der P-LacZ-Méause den postulierten
Angiopoietin-2 vermittelten Perizytenverlust auf einfache Weise erfassen zu kénnen. Dazu
wurde zum einen rekombinantes Angiopoietin-2 direkt in die Augen der P-LacZ-Maéuse
injiziert, zum anderen wurden die Ops/hAng-2-Maiuse in die P-LacZ-Linie eingekreuzt. Die

Auswertungen erfolgten mittels LacZ-Farbung der gesamten Netzhaut.

4.5.1 Intravitreale Injektion von Angiopoietin-2 in P-LacZ-Miuse
Das Alter der injizierten Mausen betrug 5 Wochen, um eine Vergleichbarkeit mit den

Analysen der Ops/hAng-2-Tiere zu gewéhrleisten. Ausgewertet wurde der Perizytenbesatz der
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tiefen Kapillarbetten, da die Kapillaren dieser Schicht im Vergleich zu den Arteriolen der
oberflachlichen Schicht im Laufe der Netzhautentwicklung erst spéter reifen und die Bindung
Perizyt-Endothelzelle daher weniger stabil ist. Dies wiirde eventuelle Angiopoietin-2
vermittelte Effekte auf die Perizyten begiinstigen. Die eigentliche Injektion erfolgte in das
eine, die Kontrollinjektion in das andere Auge eines Tieres. Da von einem gleichen LacZ-
Expressionsmuster in beiden Augen ausgegangen wurde, sind die beobachteten Unterschiede
nicht durch ungleiche Ausgangssituationen zu erkléren, sondern stellen reale Angiopoietin-2
Effekte dar.

Nach quantitativer Auszéhlung der LacZ-positiven Perizyten in den tiefen Kapillarbetten
zeigte sich eine Zunahme von blaugefiarbten Zellen. Dies war nicht zu erwarten, da ja mit
einem Perizytenabfall gerechnet wurde. Wenn man jedoch beriicksichtigt, dass in den P-LacZ-
Mausen generell nur durchschnittlich 65% aller Perizyten B-Galaktosidase Expression zeigen
(personliche Mitteilung H.P. Hammes, PAS/LacZ-Doppelfarbung enzymatisch digestierter
Netzhdute), wird deutlich, dass durch die Auszdhlung nur eine relative Zellzahl erfasst wird.
Trotz Zunahme der LacZ-positiven Zellen kann dennoch die absolute Perizytenzahl (geféarbte
und nicht gefirbte Perizyten) abnehmen. Dies setzt allerdings eine relative Zunahme der
LacZ-positiven Perizyten im Vergleich zur Gesamtzahl voraus. Eine solche Hochregulation
des P-LacZ-Transgens konnte Zeichen fiir einen degenerativen Prozess sein, der letzlich zur
Apoptose der Perizyten fiihrt. Der apoptotische Untergang von Perizyten in der diabetischen
Netzhaut zu einem frithen Zeitpunkt wurde gezeigt [Li et al. 1997]. Die Hochregulation der 3-
Galaktosidase in den Perizyten wire somit auf eine Angiopoietin-2 vermittelte Anderungen
des internen Zellstatus zuriickzufiihren. So scheint es, dass Angiopoietin-2 einen
destabilisierenden Effekt auf die lacZ-negativen Perizyten ausiibt, die nach eventueller
Apoptose-Induktion das LacZ-Transgen hochregulieren. Es wére ebenfalls denkbar, dass
proliferierende Perizyten das LacZ-Transgen nicht exprimieren und Angiopoietin-2 hemmend
auf die Proliferation wirkt. Folge wére nach Angiopoietin-2 Applikation eine erhdhte Sup-
Population von Perizyten, die sich in einem inaktiven, postmitotischen Zustand befinden und
das LacZ-Transgen verstirkt exprimieren.

Die relative Zunahme der LacZ-positiven Zellen widerspricht daher nicht zwangslaufig dem
postulierten Angiopoietin-2 vermittelten Perizytenabfall. Um obige Hypothese zu bestétigen,
konnte man die Perizyten auf Proliferation bzw. Apoptose anzeigende Marker wie z.B.

Phospho-Histon-3, Caspasen oder mittels TUNEL-Farbung untersuchen. Da dies aber nicht
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zur Beantwortung unserer eigentlichen Fragestellung beitrdgt, sind wir dem nicht weiter

nachgegangen.

4.5.2 Einkreuzung der P-LacZ-Tiere in Ops/hAng-2-Miuse

Da die kontinuierliche Uberexpression von Angiopoietin-2 im transgenen Modell einige
Vorteile gegeniiber den intravitrealen Proteininjektionen hat (s. 4.3.1), wurden die Ops/hAng-
2 Tiere mit Miusen der P-LacZ-Linie verpaart. Hierdurch erhélt man ein Modell, in dem
Angiopoietin-2 in der Rezeptorzellschicht der Netzhaut mit Beginn der Opsin-Promoter
Aktivitdt exprimiert wird und somit kontinuierlich auf die benachbarten Kapillarbetten
einwirken kann. Da die Perizyten in den P-LacZ transgenen Tieren aufgrund von LacZ-
Expression Blaufarbung zeigen, sind sie leichter zu identifizieren als durch enzymatische
Digestion. Dies vereinfacht eine quantitative Erfassung des Perizytenbesatzes enorm.

Nach Auswertung des B-Galaktosidase Expressionsmusters der Ops/hAng-2 x P-LacZ-Méuse
im Vergleich zu den P-LacZ-Tieren zeigte sich jedoch, dass die Anzahl LacZ-positiver
Perizyten (blaue Zellen) innerhalb eines Wurfes stark variierte. Aufgrund dieser ungleichen
Ausgangssituation waren Angiopoietin-2 vermittelte Effekte nicht darzustellen. Zu erkldren ist
dieses Phdnomen vermutlich durch den gemischten genetischen Hintergrundes der Tiere.
Daher wurden die Maiuse bis in die 5. Generation in den C57BL/6-Inzuchtstamm
zuriickgekreuzt. Resultat war ein homogeneres LacZ-Expressionsmuster. Da die tiefen
Kapillarnetze dem Expressionsort des Transgens am néchsten liegen und daher in diesem
Bereich eine hohe Angiopoietin-2 Konzentration vorliegt, ist der Perizytenbesatz dieser
Kapillaren von besonderem Interesse. In den riickgekreuzten, doppelttransgenen Tiere zeigten
allerdings ausschlieBlich die Perizyten groBerer GefiBe LacZ-Expression. In den tiefen
Kapillarbetten waren keine blauen Zellen zu entdecken. Ein eventueller Perizytenverlust in
den tiefen Schichten der Netzhaut war daher mit diesem Modell nicht zu belegen. Die
Auswertung des Perizytenbesatzes der groBeren Arteriolen konnte keinen Unterschied der
Perizytenzahl zwischen Maiausen mit Angiopoietin-2 Expression und den Kontrolltieren
erbringen. Dies kann mehrere Ursachen haben. So liegen die untersuchten Arteriolen vom Ort
der Angiopoietin-2 Expression weit entfernt. Folglich ist es moglich, dass das Angiopoietin-2
Protein diesen entfernten Bereich der Netzhaut nicht erreicht oder in zu geringen
Konzentrationen vorliegt, um einen Effekt auf den Perizytenbesatz ausiiben zu konnen. Zum

anderen kann der ausgebliebene Effekt auf eine stirkere Adhdsion der Perizyten an den
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grofleren Gefdllen zuriickzufiihren sein. Es ist ebenfalls denkbar, dass sich die Perizyten der

Arteriolen in einem gegeniiber exogenen Stimuli resistenten Zustand befinden.

4.6 Die Rolle von Angiopoietin-2 in der Diabetischen Retinopathie

Angiopoietin-2 spielt bei der embryonalen Vaskularisierung der Netzhaut, wihrend
Gefalumbauprozessen im adulten Tier und bei der Ausbildung eines funktionellen
LymphgefaBsystems eine entscheidende Rolle. Dabei bewirkt Angiopoietin-2 eine
Instabilisierung der Gefal3e, was in Abhingigkeit von der Prisenz anderer Wachstumsfaktoren
zu Geféalregression oder Proliferation fiihren kann. Der Verlust an GefaBintegritit spiegelt
sich unter anderem in einer Stérung des Kontaktes zwischen Endothelzellen und Perizyten
wider. Ein intakter Perizytenbesatz stabilisiert somit die GefdBe. In verschiedenen
Experimenten zur Funktion der Perizyten konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der
Perizytenzahl um mehr als 50% zu pathologischen GefédBverdnderungen fiihrt, die typisch fiir
die diabetische Retinopathie sind [Enge et al. 2002]. Die Besiedelung des jungen
Gefillsystems mit Perizyten markiert dessen Reifung und wird durch PDGF-B vermittelt (s.
4.3.1). Interessant ist, dass der Angiopoietin Rezeptor Tie-2 neben der Expression in
Endothelzellen auch in Perizyten-Vorlduferzellen gebildet wird [Iurlaro et al. 2003]. Daher ist
eine direkte Beteiligung der Angiopoietine bei der initialen Rekrutierung von perivaskuldren
Zellen nicht auszuschlieBen. Die diabetischen Retinopathie ist Folge chronischer
Hyperglykdmie und zeigt in ihrem Friihstadium einen gestorten Perizyten-Endothelzell
Kontakt. In Gewebe von Patienten, die unter ischdmischen Netzhauterkrankungen leiden
[Takagi et al. 2003] und in den Augen von Nagern mit experimentell induziertem Diabetes
mellitus konnte noch vor Auftreten von pathologischen GefdBBverdnderungen eine verstarkte
Angiopoietin-2 Expression nachgewiesen werden [Hammes et al.,, 2004]. Das folgende
Ereignis in der Chronologie der diabetischen Retinopathie ist der Abfall von Perizyten
(,,pericyte-drop-out”) von GefdBlen der Netzhaut [Midena et al. 1989]. Das Ausmal} des
Perizytenverlustes korreliert dabei mit der Dauer der Hyperglykdmie. Als Resultat dieses
Vorgangs treten azelluldre Kapillaren auf, die aufgrund der Obliteration ihres Gefafllumens
funktionslos werden. Dies hat im fortgeschrittenen Stadium eine Ischdmie des
Netzhautgewebes zur Folge, was wiederum einen Stimulus zur Expression von
Wachstumsfaktoren wie VEGF darstellt. Diese bewirken an den bereits instabilisierten
Gefdflen eine Neoangiogenese und Proliferation von Endothelzellen, was sich in der

Ausbildung von Mikroaneurysmen in der Ndhe der azelluldren Kapillaren zeigt. Das
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Endstadium der Erkrankung wird durch GefdBmalformationen gekennzeichnet, welche die
klinischen Symptome im Patienten wie z.B. hdmorrhagische Blutungen oder Visusverlust
verursachen. Das initiale zelluldre und morphologisch erkennbare Ereignis bleibt allerdings
der Perizytenabfall von den NetzhautgefdBen. Die zeitlich nahe Expression von Angiopoietin-
2 konnte durch unsere Versuche in kausalen Zusammenhang mit dem Perizytenverlust
gebracht werden. In mehreren Tiermodellen war zu dokumentieren, dass Angiopoietin-2 zum
Perizytenabfall fiihrt und eine Zunahme von azelluldren Kapillaren bewirkt. Eine hypoxische
Schidigung der perivaskuldren Zellen kann als Ausloser des Perizytenabfalls ausgeschlossen
werden, da eine Hypoxie erst lange nach dem Abfall eintritt. Die verstarkte Angiopoietin-2
Expression als erstes fassbares Zeichen einer diabetischen Retinopathie ist wahrscheinlich auf
eine Hyperglykdmie-bedingte Schiadigung der Endothelzellen zuriickzufiihren. So konnte
Angiopoietin-2 zur Ermdglichung von Reparaturvorgdngen hochreguliert werden, um eine
Instabilisierung der Gefa3e zu erzeugen. Diese Instabilisierung ist eventuell Vorbedingung fiir
eine reparaturbedingte Beschleunigung des Zell ,,furn over*. Nehmen die Endothelzellschiden
im Laufe der Erkrankung zu, resultiert eine sekundéire Hypoxie, die zur Expression von
Wachstumsfaktoren wie VEGF fiihrt. Diese treffen auf die zur Reparatur instabilisierten
GefdBe und bewirken die beschriebenen GefaBmalformationen. In diesem Denkmodell ist
nicht Angiopoietin-2 das eigentliche pathologische Agens, sondern es sind die sekundir
einwirkenden Wachstumsfaktoren. Bemerkenswert ist, dass der Angiopoietin-2 Antagonist
Angiopoietin-1 die Entwicklung einer diabetische Retinopathie in diabetischen Ratten
unterdriickt. Dies spricht ebenfalls fiir die entscheidende Rolle von Angiopoietin-2 in der
Pathogenese dieser Erkrankung. Hieraus ergibt sich die therapeutische Mdglichkeit, den
Perizytenabfall und somit das Initialstadium der diabetischen Retinopathie zu bekdmpfen, in
dem die Wirkung von Angiopoietin-2 durch kompetitive Hemmung mit Angiopoietin-1 oder
l6slicher Tie-2 Chimére unterbunden wird. Alternativ wire es moglich, durch Gentransfer ein
Angiopoietin-2 bindender Antikdrper [Cai et al.2003] oder Angiopoietin-2 bindende RNA
[White et al. 2003] in den Patienten einzuschleusen. Weitere Studien zu diesem Thema sind

erfolgversprechend und konnen auf die Ergebnisse dieser Arbeit aufbauen.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse mehrerer Studien legten die Vermutung nahe, dass eine Hochregulation von
Angiopoietin-2 im Auge diabetischer Tiere und der Abfall von Perizyten von Netzhautgefaf3en
in Zusammenhang stehen konnten. Ziel dieser Arbeit war daher, die Auswirkungen von
Angiopoietin-2 auf die Gefdfle im Allgemeinen und auf den Perizytenbesatz als Garant eines
stabilen und gesunden Gefdflsystems im Speziellen zu untersuchen. Die Bestéitigung unserer
Hypothese, Angiopoietin-2 filhre zur Verminderung der Perizytenzahl auf den
Netzhautapillaren, wiirde neue Wege in der Therapie der diabetischen Retinopathie
ermoglichen. Da der Verlust von Perizyten zu Beginn dieser Erkrankung immer zu
beobachten ist, hitte die gezielte Blockade von Angiopoietin-2 potentiell einen erheblichen
therapeutischen Wert.

Zur Beantwortung unserer Fragestellung wihlten wir die Maus und die Ratte als in vivo
Modelle. Hierdurch war es mdglich, die Auswirkungen eines Uberangebotes bzw. eines
Mangels an Angiopoietin-2 im Zusammenspiel aller weiteren einflussnehmenden Faktoren zu
beschreiben. Um die Rolle von Angiopoietin-2 wéhrend der postpartalen Vaskularisierung der
Netzhaut aufzukldren, wurden die GefaBBphdnotypen von homo- und heterozygoten
Angiopoietin-2 knock out Méusen analysiert. Im heterozygoten Tier zeigte sich an Tag P12
eine Aktivierung des Angiopoietin-2 Promoters in der Netzhaut; das Gefdlnetz dieser Tiere
war dabei unauffillig. Hingegen waren die homozygoten, Angiopoietin-2 defizienten knock
out Tiere unfdhig, ein funktionelles Gefdllsystem in der Retina zu entwickeln. Die
morphologischen Analysen der z. T. malformierten Gefdlle zeigten zahlreiche blind endende
GefidlBaussackungen in der Peripherie eines insuffizienten, primitiven Gefafigeflechts. Somit
ist Angiopoietin-2 entscheidend bei der postnatalen Ausprigung eines funktionellen
GefiBnetzes beteiligt. Auf der anderen Seite fiihrt ein Uberangebot an Angiopoietin-2 zu
einem dosisabhingigen Perizytenabfall von den Netzhautkapillaren, der durch ko-appliziertes
16sliches Tie-2 aufgehoben werden kann. Zusitzlich treten vermehrt azelluldre Kapillaren auf
und die Integritit der GefdBe scheint bei Angiopoietin-2 Uberangebot gestort. Die
beschriebenen Effekte eines Angiopoietin-2 Uberangebotes wurden zum einen nach direkter
intravitrealer Injektion von rekombinantem Angiopoietin-2 beobachtet. Zum anderen konnte
die Angiopoietin-2 Wirkung durch Etablierung einer neuen transgenen Mauslinie dargestellt
werden, die unter Kontrolle des Opsin-Promoters nachweislich humanes Angiopoietin-2 in

der Retina exprimiert.
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Alles in allem ergeben die bereits bekannten Fakten mit den durch diese Arbeit neu
gewonnenen Erkenntnissen ein schliissigeres Bild der Angiopoietin-2 vermittelten
Auswirkungen auf das Gefa3system. So kann die Angiopoietin-2 bedingte Instabilisierung der
Kapillaren durch Verlust von stabilisierenden Perizyten physiologisch sein, um GefaBumbau
und Neoangiogenese zu ermoglichen. Dies ist der Fall in der reifenden Netzhaut oder wahrend
des weiblichen Zyklus im Endometrium. Treffen jedoch zusétzlich proliferative Stimuli
unkontrolliert auf die instabilen Gefdl3e, resultieren krankhafte Zustinde, wie sie in der

diabetischen Retinopathie beobachtet werden.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungen

Abb.
AS

BME

Bp
BES
bzw.

ca.

DAG

d.h.

DNS / DNA
DNase
dNTP

ds

DTT

El13
EDTA
EtOH

Fa.
FSH

H,044
hCG

1.V.

kB
kDa

Lsg.
LH

MetOH
min
mRNA

Abbildung
Aminosauren

2-Mercaptoethanol

Basenpaare
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsédure
beziehungsweise

circa

1,2-Diacylglycerin

das heif3t

Desoxyribonucleinsiure

Desoxyribonuclease
Desoxy-(Adenosin-Thymosin/Guanosin/Cytidin-) triphosphat
doppelstringig

Dithiothreitol

Embryonaler Tag 13
Ethylendiamintetraacetat
Ethanol

Firma
Follikel Stimulierendes Hormon

Gramm

Stunde(n)
Doppelt destilliertes Wasser
Human Chorionic Gonadotropin

Intra-venos

Kilobasenpaare
10° Dalton

Losung
Luteinisierendes Hormon

Meter

Methanol

Minute(n)
Botenribonukleinsédure
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ODy

PAGE
PAS
PBS
PCR
PFA
PMS

RNA
RNase
RT
RTK
RT-PCR

s.a.
s.0.
s.u.
Sv40
SDS
ss

Tab.
Taq
TBE

TE
TEMED
TESPA
TG

TIE

Tris

u.a.
uv

VEGF

WT

Xg
X-Gal

z.B.

Optische Dichte bei N nm

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Periodsdure-Schiff
phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Para-Formaldehyd

Pregnant Mare’s Serum

Radius

Ribonucleinsdure
Ribonuclease
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosin-Kinase
Reverse Transkriptase- PCR

siche auch

siche oben

siche unten

simian vacuolating virus 40
Natriumdodecylsulfat
einzelstrangig

Tabelle

Thermophilus aquaticus

Tris/Borat/EDTA-Puffer

Tris/EDTA-Puffer

N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin
3-Aminopropyltrimethyloxysilan

Transgen

tyrosine kinase with immunglobuline- and epidermal growth factor
homology domains

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Umdrehungen

unter anderem

ultraviolett

iber Nacht (12-16 h)
Vasculoendothelialer Wachstumsfaktor

Wildtyp

-fache Erdbeschleunigung
5-Bromo-4-chloro-3-indoyl--D-galaktosid

zum Beispiel
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7.2 Bildnachweis

Alle in dieser Arbeit gezeigten Abbildungen stammen, wenn nicht anders in der

Bildunterschrift erwéhnt, vom Autor.

7.3 Basenabfolge des rekombinanten ,,Ops/hAng-2“-Konstrukts (2820Bp)

Fettdruck: Sequenz des humanen Angiopoietin-2, 1810 Bp, 496 AS. Verwendete Primer zur
Genotypisierung sind unterstrichen.

5

GTCGACGGTA TCGATAAGCT TGATATCGAA TTCCTGCAGC CCGGGGGATC
TGTCAAGTGA GCCATTGTCA GGGCTTGGGG ACTGGATAAG TCAGGGGGTC
TCCTGGGAAG AGATGGGATA GGTGAGTTCA GGAGGAGACA TTGTCAACTG
GAGCCATTGT GGAGAAGTGA  ATTTAGGGCC CAAGGGTTCC AGTCGCAGCC
TGAGGCCACC AGACTGACAT GGGGAGGAAT TCCCAGAGGA CTCTGGGGCA
GACAAGATGA GACACCCTTT CCTTTCTTTA CCTAAGGGCC TCCACCCGAT
GTCACCTTGG CCCCTCTGCA AGCCAATTAG GCCCCGGTGG CAGCAGTGGG
ATTAGCGTTA GTATGATATC TCGCGGATGC TGAATCAGCC TCTGGCTTAG
GGAGAGAAGG TCACTTTATA AGGGTCTGGG GGGGGTCAGT GCCTGGAGTT
GCGCTGTGGG AGCCGTCAGT GGCTGAGCTC GCCAAGCAGC CTTGGTCTCT
GTCTACGAAG AGCCCGTGGG GCAGCCTCGA GGAACTGAAA AACCAGAAAG
TTAACTGGTA AGTTTAGTCT TTTTGTCTTT TATTTCAGGT CCCGGATCCG
GTGGTGGTGC AAATCAAAGA ACTGCTCCTC AGTGGATGTT GCCTTTACTT
CTAGGCCTGT ACGGAAGTGT TACTTCTGCT CTAAAAGCTG CGGAATTGTA
CCCGCGGCCG GGGGATCGGG ACTCTGGACG  TGTGTTTGCC CTCAAGTTTG
CTAAGCTGCT GGTTTATTAC TGAAGAAAGA  ATGTGGCAGA  TTGTTTTCTT
TACTCTGAGC TGTGATCTTG  TCTTGGCCGC AGCCTATAAC AACTTTCGGA
AGAGCATGGA CAGCATAGGA AAGAAGCAAT ATCAGGTCCA GCATGGGTCC
TGCAGCTACA CTTTCCTCCT GCCAGAGATG GACAACTGCC GCTCTTCCTC
CAGCCCCTAC GTGTCCAATG CTGTGCAGAG GGACGCGCCG CTCGAATACG
ATGACTCGGT GCAGAGGCTG CAAGTGCTGG  AGAACATCAT GGAAAACAAC
ACTCAGTGGC  TAATGAAGCT TGAGAATTAT ATCCAGGACA  ACATGAAGAA
AGAAATGGTA  GAGATACAGC AGAATGCAGT ACAGAACCAG ACGGCTGTGA
TGATAGAAAT AGGGACAAAC CTGTTGAACC AAACAGCTGA GCAAACGCGG
AAGTTAACTG ATGTGGAAGC CCAAGTATTA AATCAGACCA CGAGACTTGA
ACTTCAGCTC TTGGAACACT CCCTCTCGAC AAACAAATTG GAAAAACAGA
TTTTGGACCA GACCAGTGAA  ATAAACAAAT TGCAAGATAA GAACAGTTTC
CTAGAAAAGA  AGGTGCTAGC TATGGAAGAC AAGCACATCA TCCAACTACA
GTCAATAAAA GAAGAGAAAG ATCAGCTACA GGTGTTAGTA TCCAAGCAAA
ATTCCATCAT TGAAGAACTA  GAAAAAAAAA  TAGTGACTGC CACGGTGAAT
AATTCAGTTC TTCAAAAGCA  GCAACATGAT CTCATGGAGA CAGTTAATAA
CTTACTGACT ATGATGTCCA  CATCAAACTC AGCTAAGGAC CCCACTGTTG
CTAAAGAAGA  ACAAATCAGC TTCAGAGACT GTGCTGAAGT ATTCAAATCA
GGACACACCA CAAATGGCAT CTACACGTTA ACATTCCCTA ATTCTACAGA
AGAGATCAAG GCCTACTGTG ACATGGAAGC TGGAGGAGGC GGGTGGACAA
TTATTCAGCG ACGTGAGGAT GGCAGCGTTG ATTTTCAGAG GACTTGGAAA
GAATATAAAG  TGGGATTTGG TAACCCTTCA GGAGAATATT GGCTGGGAAA
TGAGTTTGTT TCGCAACTGA  CTAATCAGCA ACGCTATGTG CTTAAAATAC
ACCTTAAAGA CTGGGAAGGG AATGAGGCTT ACTCATTGTA TGAACATTTC
TATCTCTCAA GTGAAGAACT CAATTATAGG ATTCACCTTA AAGGACTTAC
AGGGACAGCC GGCAAAATAA GCAGCATCAG CCAACCAGGA  AATGATTTTA
GCACAAAGGA TGGAGACAAC GACAAATGTA TTTGCAAATG TTCACAAATG
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CTAACAGGAG
AATGTACTAT
GGTACTACTG
ATCCGACCAG
GAACTATTTT
ACTGTGTCCT
CACATGCTCC
CTTAACGGAC
AACACCTATG
CTGAGGGTCA
GTTGCCAGCC
GAAGGTGCCA
GCATTGTCTG
ACAGCAAGGG
GTGGGCTCTA

GCTGGTGGTT
CCACAGAGGC
GAAAGGCTCA
CAGATTTCTA
CAAAGACTTA
CTTCCACCAC
AGATTAGAGC
CAAAGCAAGA
CAAAGATGAA
TGAAGTGCCG
ATCTGTTGTT
CTCCCACTGT
AGTAGGTGTC
GGAGGATTGG
TGGNCTCGAG

TGATGCATGT
AGAACACAAA
GGCTATTCGC
AACATCCCAG
AGCCCAGTGC
AGAGGGCGTG
CTGTAAACTT
CCCTAAACAT
CCCGATCCAC
CCGCTTCGGG
TGCCCCTCCC
CCTTTCCTAA
ATTCTATTCT
GAAGACAATA
3

GGTCCTTCCA
TAAGTTCAAC
TCAAGGCCAC
TCCACCTGAG
ACTGAAAGTC
TGCTCGGTGC
TATCACTTAA
CCATAATTGT
TAGTTCTAGA
GAGGCCAGCT
CCGTGCCTTC
TAAAATGAGG
GGGGGGTGGG
GCAGGCATGC

ACTTGAACGG
GGCATTAAAT
AACCATGATG
GAACTGTCTC
ACGGCTGCGC
TGACGGGACC
ACTTGCATCA
GATTAGACAG
GCTCTGATCA
GTGCCTTCTA
CTTGACCCTG
AAATTGCATC
GTGGGGCAGG
TGGGGATGCG
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