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Abkulrzungsverzeichnis

ACC: Arteria carotis communis
ACE: Arteria carotis externa

ACI: Arteria carotis interna

Ang2: Angiopoietin 2

APP: Arteria pterygopalatina
ARDS: acute respiratory distress syndrome
BMP9/10: bone morphogenic protein 9/10
BP: branching points

BPD: bronchiopulmonale Dysplasie
BrdU: Bromdesoxyuridin

CD18: cluster of differentiation 18
CD45: cluster of differentiation 45
CDG68: cluster of differentiation 68
cGD: zentraler GefalRdurchmesser
CT: cycle threshold

ddH,O: doppelt destilliertes Wasser
dH,O: destilliertes Wasser

Dll4: delta-like ligand 4

DNA: deoxyribonucleic acid

DR: diabetische Retinopathie

EPO: erythropoietin

EpoR: erythropoietin receptor

FA: Fluoreszenz - Angiographie
Fas-L: Fas-Ligand

GCL: ganglion cell layer

GD: Gefal3durchmesser

GFAP: glial fibrillary acidic protein
GW: Gestationswoche

HIF1a: Hypoxia-inducible factor 1a
HPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
HRE: hypoxia response elements
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IGF: insulin-like growth factor

ILM: inner limiting membrane

INL: inner nuclear layer

IPL: inner plexiform layer

IS: inner segments

KGW: Korpergewicht

MBP: Myelin-Basis-Protein

mpGD: GefaRdurchmesser in der mittleren Peripherie
MRT: Magnetresonanztomographie

NFL: nerve fiber layer

Nos2: nitric oxide synthase 2 (inducible)/ induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
NV: Neovaskularisation

NV: Neovaskularistation

OIR: oxygen-induced retinopathy

OLM: outer limiting membrane

ONL: outer nuclear layer

OPL: outer plexiform layer

OS: outer segmets

P: postnataler Tag

PCR: polymerase chain reaction

PDGFA/B: platelet derived growth factor A/B
PDGFRa/B: platelet derived growth factor receptor a/8
PEDF: pigment epithelium derived factor

PEDFR: pigment epithelium derived factor receptor
PFA: Paraformaldehyd

PGB: periarteriell gefal3freie Bereiche

pO,: Sauerstoffpartialdruck

PVL: periventrikulare Leukomalazie

RAS: Renin-Angiotensin-System

RNA: ribonucleic acid

ROP: retinopathy of prematurity

ROS: reactive oxygen species

RPE: retinal pigment epithelium

RT: Raumtemperatur
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SO: supplemental oxygen

SSW: Schwangerschaftswoche

Stabw: Standartabweichung

TGF: transforming growth factor 8

TNFa: tumor necrosis factor a

UCL.: unilaterale Karotisligatur (unilateral carotid ligation)
VAA: vollstandig antagonisierbare Anasthesie

VEGF: vascular endothelial growth factor

VEGFR1/2: vascular endothelial growth factor receptor 1/2
VK: Vasokonstriktion

VO: Vasoobliteration

ZNS: zentrales Nervensystem
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Hinflhrung

Im Rahmen einer Forschungskooperation der Augenklinik Giel3en mit der Kinderklinik
Marburg wurde ein Rattenmodell fir die periventrikulare Leukomalazie (PVL)
etabliert. In der vorliegenden Arbeit wurden dabei (neben der Untersuchung der
Gehirne durch die Marburger Gruppe) die Augen der Tiere im Hinblick auf
Gefallveranderungen im Sinne einer Frihgeborenenretinopathie (ROP) analysiert.
Da beide Erkrankungen im Rahmen schwankender Sauerstoffversorgung wahrend
der Geburt und der Nachsorge bei frihgeborenen Babys auftreten, wurde bei den
neonatalen Tieren eine einseitige Ischamie im Kopfbereich erzeugt und sie wurden
temporéar wechselnden Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt. Die Augen wurden
dann zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Intervention in vivo befundet, danach
entnommen und die Netzhdute immunhistochemisch und molekularbiologisch
untersucht. Die Analyse der Retinae ergab moderate GefalBveranderungen im
Hinblick auf die Frihgeborenenretinopathie sowie eine deutlich verzdgerte
Gefaldreifung in allen Versuchsnetzhauten. Die gefundenen Ergebnisse weisen
gro3en klinischen Bezug auf, da nun gerade die haufig vorkommenden, malig
schweren ROP-Félle in menschlichen Frihgeborenen gut untersucht und
Behandlungsstrategien optimiert werden kénnen. Zusatzlich kann das Modell auch
zur Forschung am vascular remodeling eingesetzt werden und ist au3erdem die
erste  Studie, in der langfristig eine Korrelation von Augen- und

Gehirnveranderungen im Hinblick auf ROP und PVL mdglich sein wird.
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1. Einleitung

1.1. Aufbau des Wirbeltierauges

Das Auge der Wirbeltiere sitzt, eingebettet von Fett- und Bindegewebe, in der
knéchernen Orbita. Zur Bewegung des Augapfels befahigen das Tier drei
Muskelpaare, die aul3en am Augapfel ansetzen und so eine Rotation ermdglichen.
Das Auge als Hohlkdrper ist von einer dreischichtigen Schale, der Uvea, umgeben,
der innere Hohlraum wird vom Glaskorper ausgeflllt (Abbildung 1). Die &ul3erste
Schicht der Uvea, die Sklera oder Lederhaut, enthalt hauptséchlich
Bindegewebsfasern, welche ihr eine derbe Konsistenz verleihen. Sie tragt
malfdgeblich zur Formerhaltung und zum Schutz des Auges bei und stellt die
Verbindung zur Dura  Mater des  zentralen Nervensystems  her
[http://webvision.med.utah.edu/book/part-i-foundations/gross-anatomy-of-the-ey/].

Im anterioren Teil des Auges geht die Sklera am sog. Limbus in die Kornea,
Hornhaut, Uber. Sie besteht aus Kollagenfasern und Keratinozyten und enthalt keine
Blutgefal3e. Zahlreiche Nervenfasern stellen hdchste Sensitivitdt gegentber aufieren
Einflussen sicher, sodass das Auge im Gefahrenfall schnell geschlossen werden
kann.

Die Choroidea, Aderhaut, ist die mittlere Schicht der Uvea und gewahrleistet durch
ihren hohen GefalRanteil im Wesentlichen die Blutversorgung der &ul3eren
Netzhautschichten.

Am Limbus geht die Choroidea in die Iris, Regenbogenhaut Uber, die aus
fibrovaskularen Fasern und einer pigmentierten Epithelschicht besteht. Sie regelt den
Durchmesser der Pupille. Hinter der Pupille befindet sich, an den sog. Zonulafasern
des Ziliarkdrpers der Iris aufgehangt, die Linse.

Die Retina, Netzhaut, ist die innerste Schicht des Bulbus, sie besteht selbst aus
wiederrum sieben Schichten verschiedener Nervenzellen. Sie kleidet den
Augenbecher als innerste Schicht im posterioren Augenteil aus und geht im
anterioren Teil, an der sog. Ora serrata, von der sehenden Pars optica in die blinde
Pars caeca uber, welche dann den Ziliarkdrper und die Iris bedeckt [1].
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Abbildung 1: Aufbau des Wirbeltierauges
modifiziert nach Talos

Zwischen der Netzhaut und der Aderhaut liegt das RPE (retinal pigment epithelium).
Nach innen folgen die aufReren (OS — outer segments) sowie inneren (IS — inner
segments) Segmente der Photorezeptoren, bei welchen man zwischen Stadbchen
und Zapfen unterscheidet. Die &ul3ere Kornerschicht (ONL — outer nuclear layer) wird
von den Zellkérpern der Photorezeptoren gebildet, die darauf folgende &auRRere
plexiforme Schicht (OPL — outer plexiform layer) kennzeichnet die synaptischen
Verschaltungen zwischen Photorezeptoren und Horizontal-, Bipolar- und
Amakrinzellen. In der inneren Kornerschicht (INL — inner nuclear layer) befinden sich
die Zellkerne der Horizontal-, Bipolar- und Amakrinzellen, deren Axone in der inneren
plexiformen Schicht (IPL - inner plexiform layer) mit den Fortsatzen der
Ganglienzellen verschaltet sind. Die Ganglienzellschicht (GCL — ganglion cell layer)
beherbergt die Zellkorper der Ganglienzellen (Abbildung 2). Die Axone der
Ganglienzellen bilden als ein dichtes Netzwerk die innerste Schicht der Retina (NFL
— nerve fiber layer) und vereinigen sich zentral zum optischen Nerv. Die Netzhaut
wird nach innen und nach auf3en durch die sog. innere (ILM) bzw. aul3ere (OLM)

limitierende Membran bearenzt [1].
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Abbildung 2: Schichtung der Netzhaut

RPE: retinal pigment epithelium, ONL: outer
nuclear layer; INL: inner nuclear layer; GCL:
ganglion cell layer; NFL: nerve fiber layer;
modifiziert nach Dyer et al. [2]

Die BlutgefaRversorgung der Retina erfolgt ganzlich Uber die Arteria carotis
communis (ACC), diese gibt als Arteria carotis interna (ACI) die Arteria choroidea ab,
um die auflleren Netzhautschichten zu versorgen. Weiterhin entspringt bei Nagern

aus der ACI die Arteria pterygopalatina (APP), welche Uber Arteria ophthalmica und

Arteria cerebri
anterior
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media

Arteria carotis
externa

Arteria
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Arteria
occipitalis

Arteria carotis
interna

Arteria carotis
communis

Arteria
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Abbildung 3 : Arteria carotis communis und ihre

Aste
modifiziert nach Ogishima 2011

Arteria centralis retinae die inneren Netzhautschichten supplementieren [3] [4]

[5] (Abbildung 3).



1.2. Physiologische Angiogenese in der Retina von Nagern und Menschen

1.2.1. Angiogenese in der Nagerretina

Zum Zeitpunkt der Geburt verfigt die Netzhaut von Nagetieren Uber kein eigenes
Gefallsystem, sondern wird durch die noch aus der embryonalen Entwicklung
vorhandenen, hyaloiden Gefal3e mit Blut versorgt. Diese durchziehen den Glaskoérper
und erhalten arterielles Blut von der Arteria hyaloidea, wahrend der Abfluss des
vendsen Blutes Uber die Aderhaut erfolgt. Nach der Geburt kommt es durch
Beteiligung von Makrophagen zur Regression der Glaskorpergefal3e, gleichzeitig

beginnt die Entwicklung des retinalen Gefal3systems [6].

1.2.1.1. Gliazellen

Als Voraussetzung fur ein physiologisches GefaRwachstum in der Netzhaut ist das
Mitwirken der retinalen Gliazellen entscheidend. Innerhalb dieser Zellgruppe kénnen
zwei Subpopulationen unterschieden werden:

Bei der sog. Mikroglia handelt es um Immunzellen des ZNS. Sie sind
hamatopoetischen Ursprungs und wandern teils noch vor der Gefal3entwicklung [7]
[8] in die Netzhaut ein und bleiben dort ansassig [9]. Charakteristische Antigene
dieser Zellen sind F4/80, anti-CD45 und anti-CD68 [8]. Ihre Verteilung ist dabei
abhangig vom Entwicklungsstadium, so finden sie sich in der neonatalen Retina vor
allem in der ganz innen liegenden Nervenfaserschicht und der Ganglienzellschicht
[7], wéahrend sich die Mikrogliazellen in der adulten Mausenetzhaut mehr in auf3eren
Retinaschichten aufhalten [8]. Durch ihre Lokalisation ist eine Beteiligung dieser
Zellen an GefalRentwicklung und —reifung [10] und vor allem an Gefal3pathologien
wie Neovaskularisationen (NV) und ebenso an deren Beseitigung [9] unumstritten.
Ahnlich wie Makrophagen sind sie an zellularen Aufraumarbeiten, z.B. nach
Verletzung der Retina, Apoptose von Endothelzellen und Immunreaktionen beteiligt
[8].

Weitaus bedeutender ist jedoch die zweite Untergruppe der retinalen Gliazellen, die
Makroglia. Hierzu gehdren Miller-Zellen und retinale Astrozyten. Makrogliazellen

Uben grundsatzlich eine schitzende und versorgende Funktion fir die Gefal3e aus
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und sind substantiell an der GefalRentwicklung und —erhaltung beteiligt [11]. Bei
Muller-Zellen handelt es sich um Stutzzellen der Netzhaut, die mit ihrem Zellkorper
die gesamte Netzhaut durchziehen und mit ihren Endfortséatzen die OLM sowie die
ILM bilden. Sie wirken strukturerhaltend und sind fiir die metabolische Versorgung
von Endothelzellen und zahlreichen anderen Zellarten der Retina verantwortlich [12].
Bei der fur die GefalRentwicklung bedeutendsten Makroglia handelt es sich um die
retinalen Astrozyten. Sie entwickeln sich aus Astrozyten-Vorlauferzellen im Sehnerv
und wandern kurz vor den GefalRen in die Retina ein, um diese mit ihnrem Netzwerk
zu bedecken [6]. Sie erreichen die retinale Peripherie etwa zum Zeitpunkt der Geburt
[13]. Unreife, proliferierende Astrozyten weisen dabei eine spindelzellartige
Morphologie auf [14] und exprimieren hauptsachlich Vimentin [15] und wenig GFAP
(glial fibrillary acidic protein). Beide Proteine sind in den Intermediarfilamenten der
retinalen Gliazellen zu finden. Im Laufe der Maturation kehrt sich dieses Verhaltnis
um, sodass reife Astrozyten mit Antikdrpern gegen GFAP zu identifizieren sind [6]
[15] [16]. Schon 1996 konnte von Fruttiger et al. gezeigt werden, dass Astrozyten
aul3erdem Rezeptoren fur PDGFA (PDGFRa) (platelet derived growth factor A bzw.
platelet derived growth factor receptor a) exprimieren und in ihrem Wachstum von
retinalen Ganglienzellen und deren PDGFA-Ausschittung parakrin gesteuert werden.
Diese hierarchische und zeitlich versetzte Zellentwicklungskaskade setzt sich auch
spater zwischen Astrozyten und GefalRen fort. So wird sichergestellt, dass sich die
Zellpopulationen in Abhangigkeit voneinander entwickeln und in ihrer Quantitat
genau aufeinander abgestimmt sind [17]. Im Rahmen der Astrozytenreifung erlangen
die Zellen ihre typische sternférmige Morphologie [14] und es kommt zu einer
Zunahme der GFAP [18] [15] und vascular endothelial growth factor (VEGF) [19] [6]
Expression. GFAP wird ausschlief3lich in Astrozyten und aktivierten Miuller-Zellen

exprimiert [20].

1.2.1.2. HIFlaund VEGF-A

Durch Proliferation und steigenden Sauerstoffbedarf der Astrozyten kommt es in der
noch nicht vaskularisierten Netzhaut zu einer physiologischen Gewebshypoxie. Die
Astrozyten beginnen als Reaktion auf die Hypoxie mit der Ausschittung von VEGF,

welches der wichtigste stimulierende Faktor fur das GefaBwachstum ist [19]. Es
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existieren sieben VEGF-Varianten, wobei VEGF-A mit seiner Wirkung auf
Endothelzellen (siehe unten) als entscheidender und wichtigster Wachstumsfaktor fur
die retinale Angiogenese fungiert. Bei VEGF-A handelt es sich um ein 34 — 42 kDa
grolRes, dimeres Glykoprotein, dessen zwei Aminosaureketten Uber eine
Disulfidbriicke verbunden sind. Die Grol3e ist dabei abhangig von der Anzahl der
angehangten Aminosauren [21]. Isoformen von VEGF-A, die im Rahmen der
Angiogenese eine Rolle spielen, sind vor allem VEGF-A164 (wenig diffusionsfahig,
wird von Astrozyten sezerniert, bleibt dann in unmittelbarer Nahe der Astrozyten und
kann so direkt auf die Endothelzellen wirken), VEGF-A188 (nicht diffusionsfahig,
wird von Astrozyten sezerniert und bindet an Oberflachen von Endothelzellen) und
VEGF-A120 (diffusionsfahig) [13]. Die Expression von VEGF steht in
Zusammenhang mit einem anderen Wachstumsfaktor: IGF-1 (insuline-like growth
factor). IGF-1 wirkt dabei, genau wie VEGF, pro-angiogen und ist somit in der ersten
ROP-Phase erniedrigt und in der zweiten Phase erhoht. Laut Heckmann et al. tbt
IGF-1 eine permissive Funktion fir VEGF aus, sodass sich die angiogene Wirkung
dieser beiden Faktoren erst in Kombination entfalten kann [22].

Die VEGF-Expression ist eng gekoppelt an die Aktivierung eines bedeutenden
Transkriptionsfaktors: hypoxia-inducible factor 1a (HIF1la) als Master-Regulator der
Genexpression unter hypoxischen Zustanden. HIF1a ist Bestandteil des
heterodimeren Proteins HIF1, welches aus den beiden Untereinheiten HIF1a und
HIF1B8 besteht. Unter normoxischen Bedingungen werden HIF1a (im Zytoplasma)
und HIF1B (im Zellkern) konstitutiv exprimiert. HIF1B3 bleibt stabil erhalten, wahrend
HIF1a durch Ubiquitinylierung direkt markiert und im Proteasom degradiert wird [21].
Unter hypoxischen Bedingungen jedoch bleibt die Ubiquitinylierung von HIF1a aus,
dieses bleibt somit stabil und wird in den Zellkern transloziert. Dort kommt es zur
Heterodimerisierung mit HIF13 und anderen Co-Aktivatoren. Der gesamte Komplex
bindet schlie3lich an sog. HREs (hypoxia response elements) auf der DNA, welche
angiogenen Target-Genen wie VEGF oder EPO vorgeschaltet sind (siehe Abbildung
4) [23].
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Abbildung 4: Aktivierung von HIFla

Erklarung: siehe Text; HIF: hyoxia inducible factor, Ub: ubiquitin,
HRE: hypoxia response element, Pro: proline, Asn: asparagine;
modifiziert nach Caprara 2012

1.2.1.3. GeféalRschichten in der Nagernetzhaut

In der Netzhaut von Mausen werden drei [6] [24] (siehe Abbildung 5), in der Netzhaut
von Ratten zwei [19] [25] [23] (siehe Abbildung 6) GefalRschichten unterschieden, die
in der postnatalen Entwicklung nacheinander konzentrisch Uber die Retina
auswachsen. Man spricht vom oberflachlichen oder superfiziellen, vom intermediaren
und vom tiefen Gefal3plexus [24]. Der oberflachliche Plexus wachst dabei auf der
innersten Schicht der Netzhaut mit den Astrozyten (und der NFL) als Unterlage [24].
Das Gefallwachstum startet an P1 durch Sprossungsvorgdnge von einem
ringférmigen, um den optischen Nerv geschlungenen Gefal3 aus [14], welches aus
der Arteria retinalis entspringt [24]. In der Mauseretina hat die vaskulare Front der
oberflachlichen Gefal3schicht, immer geleitet durch die VEGF-Ausschittung der
Astrozyten, an Lebenstag P4 in etwa die Halfte und an P7 die Peripherie der Retina
erreicht [14], wobei hier in Abhangigkeit von der Mauslinie geringfligige Unterschiede
zu verzeichnen sind [26]. Die Formation der tiefen Gefal3schicht, welche sich in der
aulleren plexiformen Schicht entwickelt, dauert ca. von P7 bis P12, wahrend die

intermediare Gefalischicht (in der inneren plexiformen Schicht) sich zwischen P12



und P15 bildet. Im Alter von drei Wochen ist die retinale GefaRentwicklung bei der
Maus vollstandig abgeschlossen [24].

Die GefalRentwicklung in der Rattenretina verlauft zeitlich etwas nach hinten versetzt.
Hier erreicht die primare, superfizielle GefaRschicht erst ca. an P12 die aufieren
Réander der Netzhaut. Die vaskularen Sprouts des tiefen Plexus (aul3ere plexiforme
Schicht) erreichen die retinale Peripherie ca. an P14. Wahrend des Wachstums
kommt es hier auf3erdem zu ersten Gefal3differenzierungen zu Arterien, Venen und
Kapillaren [19]. Das Wachsen der Gefal3e Uber die Astrozyten fuhrt auch in den
Gliazellen selbst zu Reifungsvorgéngen. Sie entwickeln nun erst ihre endgultige
Morphologie und Expressionsmuster, bei dem die Vimentinausschuttung
heruntergefahren und die GFAP Ausschittung erhdht wird [18, 27] [6].
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Abbildung 5: GefaRschichten in der Mauseretina

(A) Isolectin B4 gefarbte Netzhaute an PO, P3, P7, P14 (B) Immunfluoreszenzfarbung eines
Querschnitts durch die Retina; blau: DAPI, rot: Isolectin B4 (C) Schematische Darstellung der drei
Gefalischichten mit Entwicklungszeitrdumen; P: postnatal day, ONL: outer nuclear layer, OPL: outer
plexiform layer, INL: inner nuclear layer, IPL: inner plexiform layer, GCL: ganglion cell layer; modifiziert
nach Dorrell 2006



Abbildung 6: GeféRschichten in der Rattenretina

Ch: Choroidea, RPE: retinal pigment epithelium, ONL: outer nuclear
layer, OPL: outer plexiform layer, INL: inner nuclear layer, IPL: inner
plexiform layer, GCL: ganglion cell layer, NFL: nerve fiber layer; rot
schematisch: GefalRe, blau schematisch: Sauerstoffdiffusion; modifiziert
nach Caprara 2012

1.2.1.4. Plexusentwicklung via Angiogenese

Herrschte bis Ende der 90er Jahre noch Uneinigkeit darliiber, ob der superfizielle
Gefal3plexus in der Nagerretina durch Vaskulogenese oder Angiogenese entsteht, so
konnte im Jahre 2001 eindrucksvoll von Marcus Fruttiger gezeigt werden, dass es
sich um einen angiogenetischen Vorgang handelt [14]. Der wesentliche Unterschied
zwischen Vaskulogenese und Angiogenese besteht in der Beteiligung bzw. nicht
Beteiligung von endothelialen Vorlauferzellen, den Angioblasten. Im Rahmen der
Vaskulogenese entstehen dabei Gefal3e de novo, d. h. Angioblasten wandern an
ihren Bestimmungsort aus und differenzieren dort zu reifen Endothelzellen aus. Die
Endothelzellen verschmelzen miteinander und formen so letztlich das neue Gefald
[14]. An dem Vorgang der Angiogenese hingegen sind keine Angioblasten beteiligt.
Aus einem préaexistenten Gefal? wachsen proliferierende Endothelzellen aus
(sprouting) und bilden so in direktem Kontakt mit dem Herkunftsgefald einen neuen
Gefal3spross [14]. Innerhalb des neu ausgewachsenen Sprosses organisieren sich
die Zellen zu einem Schlauch mit Lumen (tube formation), der sich dann weiter

verzweigt (branching). Als letzter Schritt folgt die Anastomosenbildung der einzelnen
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GefalRzweige (anastomosis) [28]. Fruttiger konnte mit Hilfe des Endothelzellmarkers
VEGFR1 (vascular endothelial growth factor receptor 1) und des Endothelzell- und
Angioblastenmarkers VEGFR2 nachweisen, dass an der Entwicklung des retinalen
Gefal3systems keine Angioblasten, sondern nur reife Endothelzellen (und mit
PDGFRa markierte Astrozyten) beteiligt sind [14].

Um den genauen Vorgang der Angiogenese verstehen zu kdnnen, muss man jedoch
noch weiter ins Detail gehen. Unter einem aul3erst komplexen Zusammenspiel von
VEGF und seinen Rezeptoren und Liganden bzw. Rezeptoren des Notch-Signalwegs
entwickeln sich an der vaskularen Front zwei veschiedene Zellarten: sog. Tip-Zellen
und Stalk-Zellen (Abbildung 7). Diese konnten in besonders detaillierten
Untersuchungen von Gerhardt et al. 2003 genau charakterisiert werden [29]. Bei der
Tip-Zelle handelt es sich um eine hochspezialisierte Endothelzelle, welche mittels
langer Filopodien ihre Umgebung chemisch abtastet. Die Filopodien reagieren mittels
ihres VEGFR2 &ulRerst sensibel auf den in der Netzhaut vorhandenen VEGF-A-
Gradienten (hohere VEGF-A Konzentration in der noch hypoxischen, peripheren
Retina) und stehen in standigem Kontakt mit den darunterliegenden Astrozyten, um
die optimale Lokalisation fur den neu entstehenden Gefal3spross zu detektieren. In
der genannten Arbeit konnte mittels des Proliferationsmarkers Ki-67 auf3erdem
gezeigt werden, dass in der Tip-Zelle keine Proliferation stattfindet, sondern der
weitere Weg des Triebs von ihr durch aktive Bewegung der Filopodien vorgegeben
wird.

Die Stalk-Zellen sitzen, wie auf Abbildung 7 zu sehen, direkt hinter der Tip-Zelle im
wachsenden Gefal3. Auch bei ihnen handelt es sich um Endothelzellen, die jedoch
aufgrund ihres Expressionsprofils (im Gegensatz zu Tip-Zellen keine Expression von
PDGF-B) von den Tip-Zellen abzugrenzen sind. Durch Ki-67 und BrdU-Farbungen
konnte in den Stalk-Zellen eine deutliche Proliferation nachgewiesen werden, die
durch hohe Konzentrationen von VEGF-A via VEGFR2 vermittelt wird. Die Astrozyten
exprimieren eine Mischung aus VEGF-A164 und VEGF-A188, wobei fur die Migration
der Tip- bzw. die Proliferation der Stalk-Zellen weniger die Isoform, als mehr der

VEGF-A-Gradient und -Konzentrationsmuster die entscheidende Rolle spielen [29].
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Abbildung 7: Tip- und Stalk-Zellen

(a) Schematische - und (b) Immunfluoreszenz-Darstellung von Tip-
(griin) und Stalk-Zellen bzw. Perfusion (rot); modifiziert nach
Gerhardt 2003

Ist die Expansion des superfiziellen Gefal3plexus abgeschlossen, so beginnt die
Entwicklung des tiefen Plexus durch vaskulares Sprouting. Bei der Maus kommt
zusatzlich und zeitlich etwas nach hinten versetzt auch die Entwicklung der
intermediaren Gefalischicht hinzu. Dieser Prozess startet ebenfalls in der zentralen
Retina und breitet sich zur Peripherie hin aus [6]. Dabei wachsen, ausgehend von
venosen GefalRen und Kapillaren des oberflachlichen Plexus, GefaRsprosse vertikal
in die tieferen Schichten der Netzhaut [30] aus und erreichen schlie3lich die innere
Kdrnerschicht, an deren &auf3eren Rand sich durch Anastomosenbildung der tiefe
oder sekundare Gefal3plexus ausbildet [6] [13] [24]. Im Detail findet man diesen
tiefen Plexus in der MAauseretina zwischen der inneren Kdornerschicht und der
auRReren plexiformen Schicht, wahrend der intermediare Plexus sich zwischen innerer
plexiformer Schicht und innerer Koérnerschicht befindet [24]. Die Entwicklung dieser
beiden Gefal3schichten geht schneller vonstatten als die des superfiziellen Plexus.
Die Entwicklung des tiefen Plexus startet ca. an P9 und ist ca. an P12
abgeschlossen, wenn die retinale Peripherie erreicht ist [24]. Ist die tiefe
Gefal3schicht der Mauseretina komplettiert, so folgt ab etwa P12 die Entwicklung der
intermediaren Schicht, die ebenfalls durch vaskulares Sprouting vom superfiziellen
Plexus aus entsteht. Die Sprouts &ndern beim Erreichen des inneren Randes der INL
(zwischen IPL und INL) ihre Wachstumsrichtung von vertikal nach horizontal. Sie
erreichen die Peripherie der Netzhaut ca. an P17 [24] [31] .

Die vertikal wachsenden Gefal3sprosse orientieren sich am raumlichen Muster
physiologischer Gewebshypoxie, das durch die entwicklungsbedingte Verdickung der

auBeren retinalen Schichten zustande kommt. Die Zellen der INL werden durch die
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Hypoxie zur Ausschittung von VEGF veranlasst, was den Stimulus fur das vertikale
vaskulare Sprouting und somit die Entwicklung der tieferen Gefal3schichten darstellt
[19]. Bei ihrem Wachstum benutzen die proliferierenden Endothelzellen Muller-Zellen
als StralR3en, um die retinalen Schichten zu durchdringen [13].

Nachdem das Auswachsen aller drei Gefal3schichten in der M&auseretina
abgeschlossen ist, finden im Anschluss aufwendige Reifungs- und Umbauprozesse
statt, die schlie3lich erst zur Bildung des maturierten Gefal3baumes fihren [6]. Die
endglltige GefalRentwicklung ist deshalb erst mit ca. 21 — 25 Tagen post natum
abgeschlossen [24].

Die Netzhaut der Ratte verfiugt, wie oben schon erwdhnt, nur Uber einen
oberflachlichen und einen tiefen Gefal3plexus, welcher sich zwischen der INL und der
OPL befindet [19]. Die Vaskularisierung der tieferen Schicht beginnt in der
Rattenretina erst ca. mit P10 und die vollstdndige Gefalireifung ist hier erst an P30
abgeschlossen [19]. Im Mechanismus der Vaskularisierung entsprechen sich Mause-

und Rattennetzhaut.

1.2.1.5. Vascular Remodeling

Parallel, wahrend und auch nach dem Auswachsen der GefalRe finden
Reifungsvorgange statt (vascular remodeling) [6]. Hat der superfizielle Plexus an P5
in Mausen ca. 2/3 der Retina mit unreifen Gefal3en bedeckt, so beginnt von zentral
aus eine Welle der Gefalireifung [13]. Dabei finden Umstrukturierungen,
Abbauvorgange und auch Verstarkungen an den Gefal3en statt, so kommt es z.B. zu
einer Abnahme des GefaBdurchmessers [6], der kapillaren Verschaltungen
untereinander (BP = branching points) [32] sowie auch zum Abbau von unreifen
GefalRen im kapillaren Bereich. All diese Reduktionvorgdnge werden vermittelt durch
zytotoxische T-Lymphozyten, die an Endothelzellen eine Fas-L- oder CD18-
vermittelte Apoptose induzieren [33]. Die Ausbildung der sog. periarteriell gefaldfreien
Bereiche (PGB/capillary free zones) [34], bei denen es sich um kapillarfreie Regionen
in direkter Nachbarschaft zu gro3en Arterien handelt, kann durch zweierlei Arten
zustande kommen [6]: Zum einen durch Abwanderung und/oder Relokalisierung von
Endothelzellen [35] oder durch selektive Apoptose von Endothelzellen (siehe oben)

[33]. Die treibende Kraft fur die Abwanderung bzw. Apoptose der arteriennahen
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Endothelzellen ist hier der Sauerstoff, welcher aus den grof3en Arterien diffundiert.
Dies fuhrt zu einer raumlichen Hyperoxie und somit einer verminderten VEGF-
Ausschuttung durch die Astrozyten in direkter Nachbarschaft zu grof3en Arterien, was
die Ausbildung von Kapillaren in diesen Bereichen unterbindet. Dieses Phanomen
findet sich ebenfalls um den Eintritt des optischen Nervs herum. Dort ist ein
zirkularer, kapillarfreier Ring vorhanden [36]. Aul3erdem ein wichtiges Merkmal der
Gefaldreifung ist die Differenzierung einzelner Geféal3e zu Arterien, Venen und
Kapillaren [6]. Der  zugrunde liegende Mechanismus  fur  diese
Differenzierungsvorgange wird noch untersucht, entscheidend sind hierbei jedoch die
genaue Lokalisation des Gefalles auf der Retina - sowie die dort vorherrschenden
Sauerstoff- und VEGF-Pegel [37].

Zur vollstandigen Gefal3reifung gehort auch die Umhullung mit sog. Mantelzellen,
Perizyten [6], welche fir Erhaltung, Stabilitdt und Versorgung der Gefal3e und
Endothelzellen zustandig sind [38]. Sie werden mittels ihres PDGFR[( durch die
PDGFB-Ausschittung von Endothelzellen rekrutiert [39]. Die PDGFB-Ausschiittung
wird dabei wiederrum von VEGF gesteuert. Im Rahmen der Gefal3reifung und
Ummantelung mit Perizyten verlieren die GefaRe ihre Empfindlichkeit gegeniber
VEGF, sodass reife Gefal3e auch unabhangig von VEGF existieren kdnnen [40].

Seit Jahren bekannt ist aul3erdem die Beteiligung von Angiotensinl, welches an den
Tie2-Rezeptor auf Endothelzellen bindet [41]. Kurzlich konnte auf3erdem von
Simonavicius et al. gezeigt werden, dass Perizyten nicht nur zur Stabilisierung,
sondern auch zum Abbau von Gefal3en beitragen. Durch ihren Endosialin-Rezeptor
binden die Perizyten an Endosialin-exprimierende, instabile Kapillaren und
induzieren so die Destabilisierung des GefalRes und die Apoptose [42].

Obwohl der genaue Vorgang des vascular remodeling noch nicht hinreichend geklart
ist, konnten in verschiedenen Arbeiten schon Gene identifiziert werden, die in diesem
vaskularen Reifungsprozess entscheidende Rollen zu spielen scheinen. Dazu
gehoren z.B. TGFB [43] , BMP9 und BMP10 [44] oder auch Endoglin [45].

Zeitlebens bleiben das fertig ausgebildete GefalRnetzwerk, die darunterliegende
Astrozytenschablone und die GCL in engem Kontakt miteinander und reagieren
aulRerst empfindlich auf Veranderungen. Wie in Abbildung 8 gezeigt, regelt das fertig
ausgereifte und differenzierte Gefal3netzwerk tber negative Feedback-Mechanismen

mit Hilfe von Sauerstoff und VEGF die Proliferation der darunter liegenden
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Astrozyten, sodass die Zellpopulationen in Anzahl und Anforderungen stets genau

aufeinander abgestimmt sind [18].

Retinale

4

PDGF-A

\:etinale Astrozyten
Proliferation
Maturation
(GFAP hochreguliert)
/— Hypoxie Antwort q

VEGF Sauerstoff ?

N __ &

Angiogenese

Abbildung 8: Wechselwirkungen in der Netzhaut

Schematische Darstellung der gegenseitigen Beeinflussung von retinalen
Gliazellen, Astrozyten und Blutgefal3en, Erklarung siehe Text; PDGF-A:
platelet derived growth factor A, VEGF: vascular endothelial growth factor;
modifiziert nach West 2005

1.2.2. Angiogenese in der humanen Retina

Da der Prozess der GefalRentwicklung in der Netzhaut des Menschen weitestgehend
dem der Maus bzw. Ratte entspricht, soll hier nur auf die grundlegenden
Unterschiede eingegangen werden.

Aufgrund der beim Menschen vorhandenen, avaskularen Fovea (dem Bereich des
scharfsten Sehens, temporal vom optischen Nerv gelegen) verlauft die Entwicklung
der innen liegenden Nervenzell- und —faserschichten und somit auch die des
Gefal3systems weniger symmetrisch als in der Nagernetzhaut [46]. Die Axone der
Ganglienzellen und auch die Astrozyten wachsen hier in StraRen, die sich auf den
nasal liegenden optischen Nerv zu (Axone der Ganglienzellen) bzw. von dort weg
(Astrozyten) bewegen. Bei ihrem Wachstum sparen sie die Fovea aus, man spricht
von superior-inferiorer Symmetrie [47] (Abbildung 9). Die Grinde hierfir sind noch
nicht vollstandig erforscht, man geht jedoch von der Expression anti-angiogener
Faktoren wie PEDF (pigment epithelium derived factor) durch Ganglienzellen im

Bereich der Fovea aus [48]. Das Einwandern und Besiedeln der Astrozyten in die
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Retina ist dabei in der 25. GW (Gestationswoche = Schwangerschaftsdauer ab dem
ersten Tag der letzten Regelblutung) abgeschlossen [46].

Anders als beim Nager ist die Netzhaut des Menschen zum Zeitpunkt der Geburt
bereits vollstdndig vaskularisiert, dabei bleibt physiologischerweise ein schmaler
Saum an der Ora serrata gefal3frei [47]. Wie in der Rattenretina, entwickeln sich beim
Menschen zwei Gefal3schichten, die oberflachliche Schicht (auf der NFL) startet mit
ihrer Entwicklung ca. in der 14./15. GW und hat mit ca. 32 GW die Peripherie der
Retina erreicht. Die tiefe Gefaldschicht befindet sich in der INL [30] und startet mit
dem Wachstum erst in der 25. GW [46], sodass das retinale Gefal3system ca. in der
36. GW fertig entwickelt ist [49].

Abbildung 9: NFL und GeféaRe einer humanen
Netzhaut

Die Axone der Ganglienzellen sind als graue Stral3en
erkennbar, die Fovea (Pfeil) wird durch das superior —
inferiore  Wachstum ausgespart; die GefaRe sind in
schwarz dargestellt, sie treten aus der Papille (gelber
Ring) aus und umwachsen die Fovea symmetrisch;
modifiziert nach Gariano 2010

Ob beim Menschen die primére Vaskularisation der Retina durch Vaskulogenese
oder Angiogenese stattfindet, wird bis heute noch diskutiert und es existieren
Verfechter fur beide Theorien [50] [51] [52] [47] [53].

Die Vorlauferzellen/Astrozyten besiedeln die Netzhaut vom optischen Nerv aus in
superior-inferiorer Symmetrie bis hin zur 21. GW. Je nach Hypothese, differenzieren
sich die Vorlauferzellen zu Endothelzellen, bzw. wachsen den Astrozyten
Endothelzellen, angeordnet in sog. vascular cords, nach und sparen dabei nach der
Vorgabe der Vorlauferzellen/Astrozyten die Fovea und die temporale Retina aus.

Uber eine deutliche Beteiligung der Angiogenese an der Vaskularisierung vor allem
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der peripheren und tieferen Netzhautschichten ist man sich jedoch einig. In der
peripheren Retina konnten an der vaskularen Front des oberflachlichen Plexus,
ahnlich der Nagerretina, Endothelzellen mit Filopodien nachgewiesen werden. Die
Entwicklung des tiefen Gefal3plexus startet zentral ca. in der 25. GW und dauert bis
zum Ende der Schwangerschaft (38. — 40. GW) an. Wie beim Nager kommt es hier
zur vertikalen Gefal3sprossung in tiefere Netzhautschichten. Dieser Prozess breitet
sich von zentral nach peripher hin aus [46].

Da das retinale Gefal3system des Nagers zum Zeitpunkt seiner Geburt und in der
ersten Woche post natum ein ahnlich unreifes Entwicklungsstadium aufweist wie das
retinale Gefal3system des Menschen etwa im vierten/finften Gestationsmonat [54],
stellt das Nagetier ein &dufRerst geeignetes Modellsystem zur Untersuchung
physiologischer und vor allem pathologischer retinaler Vaskularisation im
(fruihgeborenen) Menschen dar. Laut Fleck et al. entspricht dabei der Rattenwelpe
zum Zeitpunkt seiner Geburt in seinem Entwicklungsstadium einem Frihgeborenen
in der 28. GW, und die ersten 14 Lebenstage des Tieres entsprechen den

Gestationswochen 28 — 40 eines menschlichen Friihgeborenen [55].

1.3. Medizinische Sauerstoffversorgung menschlicher Frihgeborener und

damit verbundene Probleme im Hinblick auf die ROP

Nach der sporadischen Erstbeschreibung der Friihgeborenenretinopathie (ROP =
retinopathy of prematurity, damals noch als ,retrolentale Fibroplasie“ bekannt) 1942
durch Terry [56], wurde in den 40er und 50er Jahren eine massive Erhéhung der
Erblindungsrate bei Friilhgeborenen festgestellt.

Babys sind intrauterin in etwa einem pO, (Sauerstoffpartialdruck) von 2 — 3 kPA
(30mm Hg) ausgesetzt, sodass das Blut des Ungeborenen zu dieser Zeit eine
Sauerstoffsattigung von ca. 70% aufweist. Nach der Geburt steigt die
Sauerstoffsattigung auf knapp 100% an, da in der Umwelt ein pO, von 6 — 10 kPa
(60mm Hg) vorhanden ist [57], die Kinder werden also in eine relative Hyperoxie
hineingeboren. Diese massive Erhohung soll physiologischerweise aktivierend auf
die postnatale Umstellung von fetalem auf eigenen Kreislauf wirken [58]. Die unreifen

Organsysteme Frihgeborener sind fir diesen O,-Anstieg jedoch noch nicht bereit.
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Der in den 40er Jahren Ublicherweise exzessive und unkontrollierte Einsatz von
100% Sauerstoff zur Behandlung asphyktischer Frih- und Neugeborener
verschlimmerte die geschilderte Situation zusatzlich um ein Vielfaches und ist daher
fur diese regelrechte Erblindungsepidemie verantwortlich [55]. Erste Tierversuche
und die Intensivierung der Forschung in den folgenden Jahren brachten zutage, dass
die Hyperoxie durch Vasokonstriktion (VK) und Vasoobliteration (VO) [59] [60] und
auch das Verbringen Frihgeborener aus der Hyperoxie zurlck in Raumluft tGber
massive Gefal3proliferationenen Netzhautschadigungen hervorruft [61].

All diese neuen Erkenntnisse flhrten zu einer besser Uberwachten und strenger
geregelten Sauerstofftherapie Friihgeborener. Durch diese restriktive Handhabung
stieg jedoch gleichzeitig die Sterblichkeit besonders unreifer Frihgeborener an, die
zur Behandlung ihres acute respiratory distress syndrome (ARDS) hohere
Sauerstoffkonzentrationen bendtigen. Bei ARDS handelt es sich um ein
Atemnotsyndrom Frihgeborener, das durch einen Surfactant-Mangel und
ungenugende Ausbildung der Lungenalveolen charakterisiert ist [62]. Therapeutisch
kann solchen Kindern nur mit Sauerstoffzufuhr oder kinstlicher Beatmung uber
langere Zeit geholfen werden [58]. Zudem Uberlebten mit der Verbesserung der
Intensivmedizin fur Frihgeborene in den 70er Jahren immer kleinere, leichtere und
somit unreifere Babys, deren therapeutische Behandlung zunehmend eine grof3e
Herausforderung darstellt [63]. Grundséatzlich besteht hier also das Problem, dass die
sog. ,key guidelines” zur Verhinderung einer ROP, namlich Hyperoxie bei
Frihgeborenen zu vermeiden und eine moglichst stabile Sauerstoffzufuhr
herzustellen [55], mit den therapeutischen MafRnahmen zur Verhinderung oder
Behandlung anderer Erkrankungen Frihgeborener kollidieren.

Lickenloses O,-Monitoring Friihgeborener wahrend der Sauerstoffsupplementation
wird deshalb heutzutage strengstens empfohlen. Durch Pulsoxymetrie,
kontinuierliche, transkutane Sauerstoffpartialdruckmessung und intermittierende
Sauerstoffpartialdruckmessung mittels Blutgasanalyse kann die
Sauerstoffversorgung des Kindes standig Giberwacht und, falls notwendig, nach oben
oder unten korrigiert werden [62].

Neben dem wichtigsten Risikofaktor Sauerstoff spielen jedoch auch noch andere
wichtige klinische Parameter bei der Entwicklung der ROP eine Rolle. Dazu gehéren
z.B. CO,, Eisen/[Hamoglobin und Erythropoietin, aber auch haufige Apnoen und

genetische Pradispositionen [64].
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1.4. Die Fruhgeborenenretinopathie

Betroffen von der Erkrankung sind Friihgeborene mit einem Geburtsgewicht < 1250 g
(ca. 8% dieser Kinder entwickeln eine ROP) bzw. mit einem Gestationsalter < 28
Wochen (ca. 16% dieser Kinder entwickeln eine ROP), sodass in Deutschland

jahrlich ca. 400 — 600 Risikokinder an einer therapiebedurftigen ROP erkranken [65].

1.4.1. Pathogenese

Bei der Geburt besitzen Frilhgeborene ein noch unvollstandig ausgebildetes retinales
Gefal3system. Je nach Zeitpunkt der Geburt sind die retinalen Gefal3e mit ihrem
Wachstum unterschiedlich weit in die Peripherie vorgedrungen, sodass die periphere,
avaskulére Zone unterschiedlich breit sein kann.

Die Erkrankung weist einen biphasischen Verlauf auf (siehe Abbildung 10). Die erste
Phase dauert von der Geburt bis zur ca. 30. — 32. postmenstruellen Woche (Summe
aus Gestationsalter und postnatalem Alter) und zeichnet sich durch verlangsamtes
oder komplett angehaltenes Gefallwachstum und sogar Regression bereits
vorhandener GefalRe aus. Die zweite Phase beginnt mit 32 — 34 Wochen
postmenstruellen Alters und ist durch Vasoproliferation gekennzeichnet [57].

Phase I: Das friihgeborene Kind gerat aus seinem intrauterinen, leicht hypoxischen
Umfeld durch die Geburt und das damit verbundene Einatmen von Raumluft in eine
relative Hyperoxie. Die unreife Netzhaut ist zu diesem Zeitpunkt noch unvollstandig
vaskularisiert und deshalb extrem anfallig fir Stérungen im Sauerstoffhaushalt.
Durch die plétzliche Hyperoxie kommt es zu einem Stopp in der Ausschittung
angiogener Wachstumsfaktoren, insbesondere VEGF [55], worauf die vorhandenen
Gefalle mit VK und VO reagieren, das Gefallwachstum wird entsprechend eingestellt
[66]. Abhangig von der Entwicklungsstufe der GefalRe, also letztlich dem
Geburtsgewicht des Kindes, und der Dauer einer zusatzlicher Sauerstofftherapie
variiert entsprechend auch die Schwere der Gefal3regression [55] [67].

Phase Il: Durch den Stopp des GefalBwachstums gerat nun die nicht vaskularisierte
Netzhaut in eine lokale Hypoxie. Der Sauerstoffbedarf samtlicher Zellen der inneren
Netzhaut nimmt durch Proliferations- und Differenzierungsvorgange immer mehr zu,

es entsteht eine Ischdmie. Als Reaktion darauf wird vor allem von Astrozyten und
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Ganglienzellen vermehrt VEGF ausgeschittet [68], sodass es in der zweiten
Krankheitsphase zu einer pathologischen Angiogenese kommt [55]. Die bereits in der
Netzhaut vorhandenen grof3en Gefal3e weisen dann eine deutliche Dilatation und
Schléangelung (Tortuositas) auf. Gleichzeitig fihren VEGF und andere
Wachstumsfaktoren zur Proliferation von Endothelzellen und somit zur Formation
neovaskularer Zubildungen, die die ILM durchbrechen und in den Glaskorper hinein
wachsen. Bleibt die Therapie in solchen Fallen aus, fuhrt die erh6hte Expression von
Wachstumsfaktoren auch zur Rekrutierung von extrazellularen Matrixproteinen wie
Fibronektin und Fibrinogen und zur Ablagerung von Fibrin. Die so immer derber
werdenden Zubildungen im Glaskorper tben erh6hte Traktionskrafte auf die
Netzhaut aus, was zur deren partieller oder totaler Abldsung fiihren kann [69] [70]
[55].

Die an diesen beiden Phasen beteiligten Pathomechanismen werden im Rahmen der
Tiermodelle fur ROP (1.5.) ausfuhrlich erklart.

normales Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4 Stadium 5
intrauterines ROP (Wall) (extraretinale (beginnende  (totale
GefalRwachstum (Linie) fibrovaskulare Retina- Retina-
Proliferationen) ablésung) ablésung)
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
18 20 24 28 32 36 40 44 48 52

Postmenstruelles Alter [Wochen]

Abbildung 10: Phasen der ROP
Schematische Darstellung der Pathogenese von ROP; modifiziert nach Mintz-Hittner 2011 und
MediVisuals Inc. 2007
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1.4.2. Klassifikation der ROP

Um den Schweregrad der Erkrankung beurteilen zu kénnen, wurde vom Komitee flr
die Klassifikation von ROP 1984 eine international gultige Klassifikationsgrundlage
geschaffen, die 2005 Uberarbeitet wurde [71]. Demnach unterscheidet man die
Lokalisation (Zone), Ausdehnung (Stunden) und die Auspragung (Stadium) der
Erkrankung.

Unter Stadium 1 versteht man die sog. Demarkationslinie. Dabei handelt es sich um
eine feine, weil3e Linie zwischen vaskularisierter und avaskularer Netzhaut. Aus der
Linie entwickelt sich in Stadium 2 die sog. Leiste, welche nun Uber die Netzhaut
erhaben ist. Im Stadium 3 kommt es zu extraretinalen, fibrovaskuléaren Proliferationen
oder NV, die von der Leiste aus die ILM durchbrechen und in den Glaskorper
wachsen. Stadium 4 ist durch die partielle bzw. totale (Stadium 5) Netzhautablésung
gekennzeichnet. Als zuséatzlich erschwerend zum jeweiligen Krankheitsbefund kann
das Vorhandensein der sog. plus disease, hinzukommen. Dabei handelt es sich um

Venendilatation und Tortuositas der Arterien im posterioren Netzhautbereich [71].

1.4.3. Behandlungsmaoglichkeiten

1.4.3.1. Prophylaxe

Prophylaktisch kann an einer Verhinderung der ROP gearbeitet werden, indem der
Einsatz von Sauerstofftherapien auf ein Minimum beschrénkt wird. Entscheidend ist
dabei vor allem die friihe postnatale Phase. Aufgrund des zu diesem Zeitpunkt noch
unvolistandig ausgebildeten retinalen Gefal3systems der Frihgeborenen reagieren
diese kurz nach der Geburt besonders empfindlich auf Sauerstoff und missen bei
Einsatz von SO (supplemental oxygen) extrem streng Gberwacht werden (arterielle p
0O,-Messung, transkutane pO,-Messung). Sind die Kinder bereits einige Wochen alt,
so wirkt sich der Sauerstoff nicht mehr so dramatisch auf deren Entwicklung aus bzw.
kann diese sogar begunstigen [22].

Grundsatzlich sollte jedoch die Versorgung mit zustatzlichem Sauerstoff so restriktiv

wie moglich gehalten werden. Es ist auf eine maoglichst konstante O,-Zufuhr zu
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achten und die Sauerstoffparameter des Kindes sind stets zu tUberwachen [58] [64]
[22].

1.4.3.2. Fruihgeborenen - Screening

Da sich die ROP Klinisch meist nicht direkt nach der Geburt manifestiert, ist eine
engmaschige Uberwachung von ROP-Risikopatienten in der Zeit nach der Geburt
unumganglich, um nétige therapeutische Schritte rechtzeitig einleiten zu kénnen.
Nach Empfehlung der ,Leitlinien der Gesellschaft fur Neonatologie und Padiatrische
Intensivmedizin® zur ,Augenarztlichen Screening-Untersuchung von Frihgeborenen®
sind Frihgeborene mit einem Gestationsalter von unter 32 Wochen, unabhangig von
einer zusatzlichen Sauerstofftherapie, sowie Frihgebore mit einem Gestationsalter
zwischen 32 und 36 Wochen, wenn postnatal mehr als drei Tage Sauerstoff
verabreicht  wurde, in  das ROP-Screening miteinzubeziehen. Die
Untersuchungsabstande variieren, abhangig von der betroffenen Zone, dem Stadium
und dem Vorhandensein einer ,plus disease” [72] [73].

Die chirurgische bzw. medikamentdse Behandlung einer ROP erfolgt im Stadium 3+
in Zone Il bzw. in Zone | beim Vorliegen einer ,plus disease®, da bei nahezu 90% der
restlichen ROP-Patienten eine spontane Regression der akuten Veranderungen zu
beobachten ist. Beim Vorliegen einer Therapieindikation entscheidet jedoch die

Schnelligkeit Uber einen Behandlungserfolg [72] [73].

1.4.3.3. Koagulationstherapie

Bei der klassischen Therapie der ROP handelt es sich um ein chirurgisches
Verfahren, die sog. Koagulationstherapie. Technisch stehen daflr zwei Moglichkeiten
zur Verfugung, die Kryokoagulation und die Lasertherapie. Die Anwendung der
Kryokoagulation ist mittlerweile als veraltet anzusehen, bot jedoch in den 80er Jahren
die einzigartige Mdoglichkeit, die periphere, avaskuldre Netzhaut durch Kélte zu
verdden und so die Quelle der VEGF-Ausschittung auszuschalten [72] [73]. Die
heutzutage gangigere Methode ist die Laser- oder Photokoagulation. Hier wird durch
21



die dilatierte Pupille ein Laser ins Auge eingefuhrt und die periphere, avaskulére
Netzhaut selektiv verddet. Der Effekt ist wie bei der Kryotherapie die Zerstdrung der
VEGF-produzierenden Zellen, womit die neovaskulare GefalRantwort verhindert wird
[74]. Die Vorteile gegeniuber der Kryokoagulation bestehen in einer gezielteren
Verbdung spezieller Bereiche, reduzierter Narbenbildung sowie verbesserter
Sehfahigkeit [75] [76].

1.4.3.4. Pharmakologische Therapie

Da VEGF als angiogener Faktor eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der
ROP spielt, bieten neue Therapieansdtze pharmakologische Verfahren zur
Blockierung von VEGF an. Hierfiir stehen verschiedene Molekile zur Verfligung, die
entweder samtliche (Ranibizumab - Lucentis ®, Bevacizumab - Avastin®, Aflibercept
- Eylea®) oder nur eine spezifische (Pegaptanib sodium -> nur VEGF-A165)
Isoformen von VEGF inhibieren. Von der US Food and Drug Administration (FDA) fur
den intraokuldren Einsatz am Erwachsenen getestet und als sicher eingestuft sind
davon nur Pegaptanib sodium, Ranibizumab und Aflibercept, wahrend Bevacizumab
nur off label eingesetzt werden kann [76].

Fur die Anwendung am Neugeborenen scheinen selektive VEGF-Inhibitoren sinnvoll,
da durch sie, so hofft man, nur die pathologische NV, nicht aber die physiologische
Vaskularisation blockiert wird. Autrata et al. konnten 2012 an 34 Patienten zeigen,
dass der Einsatz von Pegaptanib (Macugen®) in Kombination mit Lasertherapie bei
Stadium 3+ Patienten Uber einen Beobachtungszeitraum von 19 Monaten keinerlei
systemische oder okulare Nebenwirkungen zeigt. Die stabile Regression der
GefalRveranderungen war signifikant hoher als bei Patienten, die nur mit
Lasertherapie behandelt worden waren. Aullerdem zeigte sich eine schnellere
Revaskularisation betroffener Gebiete und es kam seltener zum Wiederauftreten von
NV in dieser Gruppe [77].

Auch der Einsatz von VEGF-A komplett inhibierenden Substanzen wird weiter
erforscht. Mintz-Hittner et al. veroffentlichten 2011 eine klinische Studie zur
intraokularen Injektion von Bevacizumab bei Stadium 3+ Patienten im Vergleich zur

konventionellen Lasertherapie (BEAT-ROP = Bevacizumab Eliminates the
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Angiogenic Threat of ROP). Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 150
Frihgeborene behandelt.

Das Wiederauftreten von ROP im postmenstruellen Alter von 54 Wochen ist
demnach abhéangig von der Behandlungsart und der Lokalisation (Zone) der
Erkrankung. So wurde festgestellt, dass eine Laserkoagulation bei kombinierten
Zone | - und Zone Il - Erkrankungen bei 26% der Patienten zum Wiederauftreten der
Erkrankung fiuhrte, wahrend signifikant weniger, na&mlich nur 6% der mit
Bevacizumab behandelten Kinder, Rezidive entwickelten. Lag dagegen
ausschlie3lich eine Zone | — Erkrankung vor, so entwickelten 42% der mit Laser
behandelten Patienten Rezidive, jedoch nur 6% der mit Bevacizumab injizierten
Kinder. Bei Erkrankungen der Zone Il traten bei 12% der Laserbehandelten und 5%
der Bevacizumab-Behandelten Rezidive auf [74] [78].

Die Revaskularisierung der peripheren Netzhaut blieb nach der Lasertherapie
logischerweise aus, wahrend sich die Gefal3e nach Gabe von Bevacizumab noch
weiter in die retinale Peripherie ausbreiteten [74].

Auch an der Augenklinik Gie3en wird Bevacizumab seit 2008 off—label bei
Frihgeborenen mit Stadium 3+ ROP eingesetzt und fuhrte bisher in finf von sechs
behandelten Kindern zu einer nahezu physiologischen GefaRentwicklung [79].

Trotz der positiven Ergebnisse ist Bevacizumab als Therapeutikum nur mit Vorsicht
einzusetzen. Uber die Langzeiteffekte dieser VEGF-blockierenden Substanz ist
derzeit noch wenig bekannt [79]. Eine Halbwertszeit im Auge von mindestens flnf
Tagen [80] kdnnte Uber Diffusion oder aktive Ausschleuf3ung auch unerwinschte
Effekte auf andere Organsysteme haben.

1.5.Tiermodelle fur ROP

Seit der Erstbeschreibung der ROP 1942 wurden zahlreiche Tiermodelle fur diese
Krankheit entwickelt und ihre Pathogenese, die Auswirkungen von Sauerstoff auf das
unreife Auge sowie Therapiemdglichkeiten intensiv erforscht. Naturlich ist es all
diesen Modellen gemein, den Zustand im frihgeborenen Baby moglichst realistisch
wiederspiegeln zu wollen, was in Abhangigkeit von Versuchstierart und Modellaufbau
steht.
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1.5.1. OIR-Mausmodell nach Smith

1.5.1.1. Entwicklung des Modells

Da die Krankheit, wie oben schon erwéhnt, in den 40er und 50er Jahren noch als
sog. retrolentale Fibroplasie bezeichnet wurde, wurden auch die ersten
Forschungsarbeiten unter diesem Titel veroffentlicht. Das Verbringen von
neugeborenen M&ausen in meist reinen Sauerstoff wurde schon 1955 von Gyllensten
et al. praktiziert. Bei diesen Untersuchungen handelt es sich um die ersten
Mausmodelle, welche sich mit den Auswirkungen von Sauerstoff auf das unreife
retinale Gefal3system beschaftigen [81]. Ende der 1980er Jahre wurde von Gole et
al. ein OIR-Mausmodell vorgestellt, bei welchem die neugeborenen Tiere fur funf
Tage reinem Sauerstoff ausgesetzt wurden. Nach weiteren finf Tagen bei Raumluft
wurden die Mause an ihrem zehnten Lebenstag getdtet. Das Ergebnis waren
massive Gefal3proliferationen von der Netzhaut aus in den Glaskorper hinein, welche
groftenteils mit Perizyten bedeckt waren und keinerlei Anzeichen von vascular
leakage aufwiesen. Mit Hilfe dieses Modells konnte die vasoproliferative, zweite
Phase der ROP gut erforscht werden [82]. Was jedoch den Arbeiten bis zu diesem
Zeitpunkt  fehlte, war eine reproduzierbare  Gefalreaktion auf die
Sauerstoffbehandlung, die Modellierung sowohl der vasoobliterativen, als auch der
vasoproliferativen Phase der Krankheit als auch Quantifizierungsmethoden fiur die

Gefal3veranderungen [54].

1.5.1.2. Experimentelles Design und Morphologie der
GefalRveranderungen im OIR — Mausmodell nach Smith

1994 wurde von Lois Smith et al. das bis heute popularste OIR (oxygen induced
retinopathy)-Mausmodell entwickelt. Mit dem Ziel, ein mdglichst realitatsnahes
Mausmodell zu schaffen, startet der Tierversuch hier erst am siebten Lebenstag der
Tiere (P7 = postnataler Tag 7). Wie oben bereits beschrieben, verfiigen die meisten
frihgeborenen Babys zum Zeitpunkt ihrer Geburt tber ein zwar unvollstandiges,
jedoch durchaus vorhandenes retinales Gefal3system. Aus diesem Grund sind die

ersten sieben Lebenstage der Mause in Normoxie fir die primare Entwicklung und
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Reifung des GefalRsystems sowie auch fur die Regression der hyaloiden Gefal3e
entscheidend und notwendig. Erst nach dieser initialen Lebensphase werden die
Tiere fur funf Tage (P7 — P12) in 75% Sauerstoff verbracht. An P12 werden die Tiere
aus der Hyperoxie entnommen und fur weitere funf bis neun Tage (bis P17 bzw. P21)
bei Raumluft gehalten (Abbildung 11).

Um den Zeitpunkt der maximalen VO sowie der maximalen NV zu bestimmen,
wurden die Retinae der Tiere nun an zahlreichen Versuchstagen untersucht. Bel&sst
man sie langer als acht Stunden in Hyperoxie, so entwickelt sich aus der priméren
VK eine nicht mehr reversible VO der Gefal3e des superfiziellen Plexus im zentralen
Bereich der Netzhaut (Abbildung 12 (a)). Das Ausmald der avaskuldren Flache
erreicht sein Maximum ca. an P14, zwei Tage nach dem Zurlcksetzen in Raumluft
[54]. Zu diesem Zeitpunkt beginnt in der Peripherie (dort bleibt der superfizielle
Plexus wahrend der vasoobliterativen Phase intakt) vertikales Sprouting in die
tieferen retinalen Schichten zur Ausbildung des tiefen und intermediéren Plexus. Die
Entwicklung dieser beiden Gefal3schichten findet nun deutlich verzdgert und von
peripher nach zentral (anstatt physiologischerweise von zentral nach peripher) statt
[24]. So weisend die an P17 untersuchten Netzhdute immer noch eine zentral
avaskulare Netzhaut auf, wahrend die retinale Peripherie gut vaskularisiert ist. Die
groRen Arterien und Venen des oberflachlichen Plexus zeigen Dilatation und
Tortuositas und in retinalen Querschnitten wurden subretinale Blutungen gefunden.
Am Ubergang zur Peripherie findet (beginnend an P15, mit zunehmendem AusmaR
bis P17 und dann wieder abnehmend bis P21) eine starke neovaskuléare
Gefalreaktion mit massiven Proliferationen statt. Diese proliferativen NV weisen eine
knauelartige Struktur auf und werden als sog. neovaskulare Tufts bezeichnet, sie
wachsen in den Glaskérper und enden dort blind (Abbildung 12 (b)) [54]. In spateren
Untersuchungen konnte zusatzlich nachgewiesen werden, dass diese GefalRknauel
komplett von Perizyten ummantelt sind [83]. Die Revaskularisation der zentralen
Netzhaut und die vollstandigen Regression der NV dauert bis ca. P25 an [54] [24].
Auch der erhebliche Unterschied in der Auspragung der OIR-Pathologie zwischen
pigmentierten und Albino-Tieren sollte erwéhnt werden [26]. So weisen pigmentierte
C57BL/6J-Mause wahrend der ersten Krankheitsphase eine vasoobliterative Zone
auf, die mit der von BALB/cByJ-Mausen vergleichbar ist. Der Auspragungsgrad der

neovaskularen Zubildungen ist in den pigmentierten Mausen jedoch um ein
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vielfaches groRer und auch die Revaskularisation der Netzhaut geht langsamer

vonstatten [84].

Normoxie Vaso-obliteration ~ Neova