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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die diabetische Retinopathie

Die Retinopathie ist die hdufigste mikrovaskuldare Komplikation des Diabetes. Obwohl sie
zum diabetischen Spitsyndrom z&hlt, zeigen sich meist schon friih wihrend der
Erkrankung Verdnderungen im Augenhintergrund, die zunédchst symptomlos bleiben, aber
mit der Zeit kontinuierlich zunehmen. Studien zeigen, dass nach 5-jdhriger Diabetesdauer
67 % aller Patienten mit Typ 1-Diabetes (Malone, 2001) und ca. 36 % der Patienten mit
Typ 2-Diabetes eine Retinopathie haben (UKPDS, 1998a). Nach 15-20 Jahren kommt sie
bei ca. 95 % aller Typ 1-Diabetiker und 50-80 % der Typ 2-Diabetiker vor (Klein, 1984b,

a).

Die diabetische Retinopathie ist gekennzeichnet durch fortschreitende Verdnderungen
kleinster Gefidlle innerhalb der Netzhaut. Unterschieden werden zwei Stadien: das friihe,

nicht-proliferative und das spéte, proliferative Stadium.

Die erste klinische Verdnderung des nicht-proliferativen Stadiums ist die Ausbildung von
kapillaren Mikroaneurysmen (Kohner, 1982). Im Schnitt erscheinen diese 4-7 Jahre nach
der Diagnose des Typ 1-Diabetes, bei der Diagnose des Typ 2-Diabetes sind sie bei einem
Drittel der Patienten bereits vorhanden (Klein, 1984b, a). Auf histologischer Ebene geht
der Entstehung von Mikroaneurysmen ein Verlust an den Zellen voraus, die den
Endothelzellen der Kapillaren von auflen aufliegen: den Perizyten. Dieser initiale
Perizytenverlust ist ein charakteristisches Merkmal der diabetischen Retinopathie (Cogan,
1961). Die Ausprigung der Erkrankung wird zu diesem Zeitpunkt noch als "mild"
beschrieben. Die weitere Zunahme an Mikroaneurysmen und die Prdsenz perlschnurartiger
Venen sowie einzelner intraretinaler Blutungen kennzeichnen den Ubergang in das
"méBige" Stadium. Der in diesem Stadium beobachtete Anstieg der vaskuldren
Permeabilitdit und die damit verbundene Leckage von Plasmabestandteilen in den
Extrazellularraum ist mit verantwortlich fiir die Ausbildung von Odemen und die

Verdickung der Basalmembran.

Die nicht-proliferative Retinopathie wird als "schwer" klassifiziert, sobald zahlreiche

Mikroaneurysmen und Hé&morrhagien in allen vier Quadranten der Retina,



Einleitung

"perlschnurartige Venen" in zwei Quadranten oder intraretinale, mikrovaskulire
Anomalien (IRMA) in einem Quadranten zu finden sind (Tab. 1). Auch die Anwesenheit
von weichen, hell erscheinenden Exsudaten (Infarkte der Nervenschicht) und harten,
gelblich aussehenden Exsudaten (Ablagerung von Lipiden in der duleren Retinaschicht)

weist auf eine Verschlechterung des Zustandes hin (Klein, 1984b, a).

Die Summe dieser Verdnderungen fiihrt letztlich zum Kapillarverschluss, worauthin ganze
Netzhautareale minderdurchblutet werden. In histologischen Prdparaten beobachtet man
eine vermehrte Anwesenheit von "azelluliren Kapillaren", womit Basalmembranlayer
gemeint sind, die weder Perizyten noch Endothelzellen beherbergen. Sie sind nicht langer
perfundiert, wodurch das umgebene Gewebe nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt
wird (Bresnick, 1976). Die dort vorherrschende Hypoxie ist die treibende Kraft fiir die
Neubildung von GefaBlen (Patz, 1982; Manschot und Lee, 1985), was das Stadium der
proliferativen Retinopathie kennzeichnet. Zunichst findet diese Neubildung von Gefi3en
innerhalb der Netzhaut statt, spiter jedoch durchbrechen die Gefdfle auch die innere

Grenzmembran und breiten sich priretinal aus.

Tab. 1: Stadieneinteilung bei diabetischer Retinopathie

Stadium Klinisches Bild
Nicht-
proliferativ*
Mild Mikroaneurysmen
MiBig Mikroaneurysmen

einzelne intraretinale Blutungen
perlschnurartige Venen
Schwer ,A4-2-1“-Regel:
Zahlreiche Mikroaneurysmen und intraretinale Blutungen in 4 Quadranten oder
perlschnurartige Venen in 2 Quadranten oder

intraretinale mikrovaskuldre Anomalien (IRMA) in 1 Quadranten

Proliferativ**
A Papillenproliferation und papillenferne Proliferation mit/ohne préretinalen
Blutungen
B Umschriebene traktive Netzhautablosungen
C Traktionsbedingte Netzhautabldsung bei der die Makula mit einbezogen ist
* Einteilung nach den Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) (Hammes, 2000)

*E Stadienbeschreibung nach Prof. Dr. P. Kroll (Kroll, 1987)
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Da die Glaskorpergrenzschicht normalerweise dicht an der Retina anliegt, wichst ein Teil
der neugebildeten Gefdle auch in den Glaskorper hinein. Aus noch ungeklirter Ursache
kann es zu einer Schrumpfung des Glaskorpers kommen. Die eingewachsenen Gefdlle
iiben so einen Zug auf die Retina aus, wodurch diese an einigen Stellen abgehoben wird.
Teilweise reiBen die labilen GefdBe und es kommt zu Blutungen in den Glaskorper.
Einsprossende Bindegewebszellen konnen durch Matrixsynthese Membranen bilden, die
durch Traktion ebenfalls zur Netzhautablosung beitragen. Diese Vorgidnge erklaren, warum
das Risiko einer Erblindung bei Diabetikern im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung

fiinfmal hoher liegt (Standl und Maurer, 1997; Trautner, 1997).

A B C

Abb. 1: Stadieneinteilung der proliferativen Retinopathie

A) Neovaskularisationen an der Papille oder in papillenfernen Regionen, B) umschriebene traktive
Netzhautablosung, C) schwere traktive Netzhautablosung. Abbildung entnommen aus: (Hesse, 2002)

Die pathogenetischen Mechanismen, die zu Gefaverschluss und Gefifineubildung in der
Retina fiihren, sind nicht in allen Einzelheiten bekannt. Da die der Erkrankung zugrunde
liegende biochemische Storung die chronische Hyperglykdmie ist, ist es naheliegend, die
verdnderte Stoffwechselsituation beim Diabetes genauer zu untersuchen, um den Ursachen
der GefiBschiadigung auf den Grund zu gehen. Dass ein Zusammenhang zwischen
Hyperglykdmie und der Entstehung von mikrovaskuldren Komplikationen besteht, wurde

inzwischen in Studien bestitigt (DCCT, 1993; UKPDS, 1998a).

Um relevante Therapieansidtze zu finden, ist jedoch eine genaue Aufschliisselung der
Abfolge und der jeweiligen Konsequenzen dieser biochemischen und zellbiologischen

Storungen von Noéten. In diesem Sinne gibt die vorliegende Arbeit zunichst einen kurzen
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Uberblick iiber die allgemeine Stoffwechselsituation beim Diabetes, um dann konkret auf
die Bedeutung dieser Situation fiir die mikrovaskuldren Blutgefd3e der Retina einzugehen.
Es wird vorgestellt, welche Mechanismen ursidchlich an der Schadigung der vaskuldren
Zellen beteiligt sein konnen, wie die diabetische Retinopathie zur Zeit behandelt wird, wo
neue Ansatzpunkte liegen und in welchen Bereichen diese Arbeit einen Beitrag dazu

leistet.
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1.2 Molekulare Mechanismen des Diabetes

Ein absoluter oder relativer Mangel des Hormons Insulin ist der Grund fiir die
Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus. Die Ursachen des Insulinmangels sind beim
Typ 1- und Typ 2-Diabetes verschieden: Ersterer wird auch IDDM (/nsulin-Dependent
Diabetes Mellitus) genannt, da aufgrund einer Autoimmunreaktion oder Virusinfektion die
B-Zellen des Pankreas zerstort werden und diese nicht mehr in der Lage sind, Insulin zu
produzieren. Da der Typ 2-Diabetiker lange kein Insulin benétigt, wurde diese Form des
Diabetes auch als NIDDM (Non Insulin-Dependent Diabetes Mellitus) bezeichnet. Im
Gegensatz zum Typ 1-Diabetes geht dieser, auch als Altersdiabetes bezeichnete Typ, auf
eine gestorte Insulinsekretion und/oder eine Insulinresistenz in Folge eines Rezeptor- oder

Postrezeptor-Defekts zuriick (Loffler, 1997).

1.2.1 Physiologische Glukoseregulation

Insulin ist in hohem Mafle an der Aufrechterhaltung der Glukosehomdoostase beteiligt. Vor
allem das Gehirn und die Retina sind auf eine gesicherte Glukosezufuhr angewiesen, da sie
als neuronales Gewebe nur geringe Vorrdte an Glykogen und Fett aufweisen
(Lund_Andersen, 1979; Takata, 1997). Damit der kontinuierliche Energiebedarf des
Gehirns gewéhrleistet ist, muss die Blutglukosekonzentration zwischen 50 und 140 mg/dl
gehalten werden. Zu niedrige Glukosekonzentrationen beeintrichtigen die Funktionen des
zentralen Nervensystems, zu hohe Konzentrationen im Blut schidigen vor allem die

Gefalle (siche Kapitel 1.2.4).

Die Normoglykdmie wird hauptsdchlich dadurch gewihrleistet, dass die Glukose nach
einer Mahlzeit insulinabhingig in Muskulatur und Fettgewebe befordert wird und die
Leber zudem groBe Mengen an Glukose aus dem Blut aufnimmt und in Form von
Glykogen speichert. In der Postresorptionsphase kann die Leber das Glykogen wieder
aufspalten und Glukose freisetzen. Zudem hat sie die Féhigkeit zur Glukoneogenese, was
vor allem widhrend einer langer andauernden Nahrungskarenz von grofer Bedeutung ist.
Dank dieser Mechanismen gelingt es dem Korper meist seinen Blutglukosespiegel

innerhalb der vertrdglichen Grenzen zu halten (DeFronzo, 1988).

Die Sekretion von Insulin wird normalerweise durch Verdnderungen des

Blutglukosespiegels reguliert: Die B-Zelle des Pankreas nimmt Glukose iiber den Glut 2-
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Transporter auf, schleust sie in die Glykolyse ein und produziert auf diese Weise ATP. Der
Anstieg an ATP signalisiert der Zelle, dass eine Nahrungsaufnahme stattgefunden hat und
der Bedarf an Insulin groB3 ist. Darauthin wird das Hormon freigesetzt und bindet in
Muskulatur und Fettgewebe an den Insulinrezeptor (Cook und Hales, 1984; Ashcroft und
Ashcroft, 1990). Diese Bindung bewirkt die Translokation des intrazelluldr gespeicherten
Glut 4-Transporters in die Plasmamembran, was die Glukoseaufnahme um das 10- bis 30-
fache beschleunigt (Rosen, 1999). Auch die Glykogensynthese in Muskel und Leber wird
durch Insulin beschleunigt, da Insulin das geschwindigkeitsbestimmende Enzym — die
Glykogensynthase — aktiviert. Im Fettgewebe wird zudem die Pyruvatdehydrogenase und
die Acetyl-CoA-Carboxylase aktiviert, wodurch die Synthese von Fettsduren aus Glukose

stimuliert wird.

1.2.2 Konsequenzen eines akuten Insulinmangels

Ein akuter Insulinmangel beim Typ 1-Diabetes mellitus fiithrt zu massiven Stérungen im
Energiehaushalt: In der Muskulatur ist die Glukoseaufnahme und -Oxidation verlangsamt,
wodurch die Zellen anfangen den Glykogenspeicher abzubauen, um ihren Energiebedarf
zu decken. Zudem wird die Proteolyse in Gang gesetzt, um die Leber mit glukogenen
Aminosduren zu versorgen.

Auch im Fettgewebe sind Glukoseaufnahme und -Oxidation vermindert, was zu einer
deutlichen Hemmung der Lipogenese und Erhohung der Lipolyse durch
insulinantagonistische Hormone (Katecholamine und Glukagon) fiihrt. GroB3e Mengen an
Fettsduren und Glycerin werden dadurch freigesetzt und an das Blut abgegeben. In der
Leber werden die anflutenden Fettsduren zum einen in die B-Oxidation geschleust, zum
anderen erneut fiir die Biosynthese von Triglyceriden, Phosphoglyceriden und
Cholesterinestern herangezogen. Das in der B-Oxidation entstandene Acetyl-CoA wird
dann entweder iiber den Citratcyclus weiter oxidiert oder in Ketonkdrper umgewandelt.
Die Glukose, welche die Leber aus dem Abbau der eigenen Glykogenspeicher und der
Glukoneogenese aus Aminosduren und Glycerin gewinnt, gibt sie an das Blut ab, was den

Blutglukosespiegel weiter erhoht (Loftler, 1997).

1.2.3 Auswirkungen der Hyperglykimie auf die Gefafle der Retina

Wihrend Muskel- und Fettzellen im diabetischen Organismus nicht ausreichend mit

Glukose versorgt sind, da sie sich die Glukose insulinabhéngig iiber den Glut 4-
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Transporter in die Zellen holen, leiden die Endothelzellen der retinalen Kapillaren unter
einem ganz anderen Problem: Sie besitzen den Glukosetransporter Glut 1, der Glukose
insulin- und natriumunabhédngig durch erleichterte Diffusion aufnimmt (Bell, 1990;
Mueckler, 1994). Neben seiner charakteristischen Expression in Blut-Gewebe-Schranken,
wie der Blut-Hirn- und der Blut-Retina-Schranke, wird er auch in Erythrozyten stark
exprimiert (Harik, 1990; Takata, 1990).

Im Gegensatz zum Gehirn hat die Retina zwei Schranken: die innere und &uflere Blut-
Retina-Schranke (BRB, blood-retinal barrier). Die innere BRB wird durch die
Endothelzellen der Kapillaren gebildet und ist in ihrer Struktur der Blut-Hirn-Schranke
sehr dhnlich. Die retinalen Pigmentepithelzellen, die sich zwischen den Photorezeptoren
und der Choroidea (Aderhaut) befinden, bilden die dulere BRB (Cunha Vaz, 1976). Eine
Ubersicht iiber die GefiBe und Schichten der Retina gibt Abb. 2.

Optikusfaserschicht

Optikusganglienschicht
Schicht der bipolaren s
Ganglienzellen ~ %,

Schicht der Sehzellen _ﬁ, o P
{Zapfen und Stibchen)

Lederhaut

Abb. 2: Querschnitt durch die Netzhaut und die angrenzenden Schichten nach (Liitjen-Drecoll
und Rohen, 1997).

In der humanen Retina und der Rattenretina wurde gezeigt, dass Glut 1 in den
Endothelzellen der inneren BRB sowohl auf der luminalen wie auch auf der abluminalen
Plasmamembran exprimiert ist, was eine wichtige Voraussetzung fiir den transzelluldren
Glukosetransport zur Versorgung des neuronalen Gewebes darstellt (Takata, 1992;

Kumagai, 1996).
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Wie die Endothelzellen des Gehirns nehmen die retinalen Endothelzellen mehr Glukose
auf als sie verbrauchen, so dass ein grofer intrazelluldrer Pool an freier Glukose vorliegt
(Betz und Goldstein, 1980). Berkowitz et al. zeigten mit Hilfe der NMR-Spektroskopie,
dass die Glukoseaufnahme in der Retina von Kaninchen um das 16-fache hoher lag als ihr

Glukoseverbrauch (Berkowitz, 1995).

Beziiglich der Situation in der diabetischen Stoffwechsellage gibt es jedoch
unterschiedliche Auffassungen: Je nach Arbeit zeigen die Ergebnisse, dass retinale
Endothelzellen den Glut I-Transporter unverdndert stark, eher vermehrt oder sogar

vermindert exprimieren:

So gibt es beispielsweise etliche in vitro Studien die zeigen, dass Endothelzellen den
Glut 1-Transporter in Antwort auf bestimmte externe Stimuli deutlich stdrker exprimieren:
Zu diesen Stimuli zéhlen vor allem die Hypoxie (Takagi, 1998) und die vermehrte
Expression von Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor)
(Kumagai, 1996; Sone, 2000). Da viele Arbeiten zeigen, dass Hypoxie und VEGF-
Expression nicht erst wéihrend des spéten proliferativen Stadiums der diabetischen
Retinopathie eine Rolle spielen (Pe er, 1995; Lutty, 1996; Amin, 1997; Sone, 1997),
konnten sie auf diesem Weg zur vermehrten Glukoseaufnahme in die diabetische, retinale
Endothelzelle beitragen. Kumagai et al. fanden heraus, dass sich in der humanen,
diabetischen Retina bis zu 20-mal mehr Glut 1 an der Plasmamembran befindet, als in
nicht-diabetischen Patienten. Diese Hochregulation des Transporters in der inneren BRB
war jedoch nicht gleichméBig, sondern fokal iiber die Retina verteilt (Kumagai, 1996), eine
Situation, die an die ebenfalls nicht gleichmiBig verteilten pathologischen Prozesse bei der
diabetischen Retinopathie erinnert (Ferris, 1993; Vinores, 1993; Kern und Engerman,

1995).

Im Gegensatz dazu zeigten Versuche an diabetischen Ratten, dass die Glut 1-Expression in
den Kapillaren der inneren BRB bereits nach zwei Wochen um ca. 50 % reduziert wurde,
wohingegen die Expression in Kapillaren der &dufleren BRB unverdndert blieb (Badr,
2000). Die gleiche Arbeitsgruppe berichtete jedoch auch, dass die Konzentration an
intrazelluldrer Glukose — trotz der verminderten Glut 1-Expression — um das 3-fache stieg,
so dass die reduzierte Glut 1-Expression dem Endothel offensichtlich keinen ausreichenden

Schutz vor der Glukose-Akkumulation verschaffte (Tang, 2000). Auch die jiingste
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Publikation dieser Arbeitsgruppe bestitigte die verminderte Glut 1-Expression in retinalen
Kapillaren diabetischer Ratten, wobei sie — ebenfalls im Gegensatz zu Kumagai et al. —
keinen Unterschied beziiglich der Verteilung des Glut 1 innerhalb der vier Quadranten der

Retina fanden (Tang, 2003).

Die Ergebnisse dieser jiingeren Studien legen den Schluss nahe, dass der
Glukosetransporter in Reaktion auf die diabetische Stoffwechsellage zwar vermindert
exprimiert wird, in Folge der chronischen Hyperglykdmie jedoch — relativ gesehen — mehr
Glukose als unter Normoglykémie in die Endothelzelle gelangt, da dieser Prozess insulin-

unabhingig ablduft.

Pathologisch gesehen treten die fiir die diabetische Retinopathie charakteristischen
Schiden  (Perizytenverlust, ~Mikroaneurysmen, Leckage von Plasmaproteinen,
GefidBverschluss und Gefilneubildung) in den Kapillaren der inneren BRB auf (Ferris,
1993). Diese Schiden sind direkt mit der Hyperglykédmie assoziiert: Zum einen ist das
Ausmal} der Retinopathie direkt mit einer schlechten Blutzuckereinstellung korreliert
(Klein, 1995), zum anderen =zeigt sich, dass umgekehrt eine normnahe
Blutzuckereinstellung das Fortschreiten der Erkrankung bei Typ 1-Diabetikern
verlangsamen kann (DCCT, 1993).

Die genauen biochemischen und molekularen Mechanismen, die eine chronische
Hyperglykédmie in definierte, pathologische Schaden umwandeln, sind bislang noch nicht
vollig entschliisselt. Zur Zeit wird das Augenmerk vor allem auf die mogliche Rolle einiger
Stoffwechselwege gelenkt, die bei Hyperglykdmie vermehrt in der Endothelzelle ablaufen
und hauptsichlich an der GefaBBschddigung beteiligt sein sollen (King und Brownlee, 1996;
Nishikawa, 2000b; Brownlee, 2001; Hammes, 2003):

e Der Polyolweg (Gabbay, 1975; Lee und Chung, 1999)

e Die Aktivierung der Protein-Kinase C (PKC) iiber die Neusynthese von
Diacylglycerol (DAG) (Koya und King, 1998)

e Die Bildung von Glykierungs-Endprodukten, so genannten AGEs (advanced
glycation endproducts) (Brownlee, 1986; Hammes, 1991)
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Abb. 3: Pathobiochemie des diabetischen Endothelschadens

Erhohte Glukosespiegel fiihren intrazelluldr zu oxidativem Stress, zur Aktivierung des Polyolwegs,
zur Neusynthese von Diacylglycerol (DAG) und Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) sowie zu
verstirkter AGE-Bildung (3-DG = 3-Deoxyglucoson). TK = Transketolase.

Einen Uberblick iiber die Zusammenhinge gibt Abb. 3. Gemeinsamer Ausldser fiir die
Aktivierung der aufgezdhlten Stoffwechselwege scheint die vermehrte Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) — insbesondere des

Superoxidradikalanions (0,*") — zu sein, da dessen Inhibierung eine Aktivierung dieser

10
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Stoffwechselwege verhindern kann (Baynes und Thorpe, 1999; Nishikawa, 2000b;
Brownlee, 2001):

1.2.3.1 Generierung von oxidativem Stress infolge der Hyperglykiimie

Als Folge der vermehrten Glukoseaufnahme lduft die Glykolyse in der Endothelzelle auf
Hochtouren, wobei NADH und Pyruvat entstehen. Pyruvat wird in die Mitochondrien
transportiert und in den Citratzyklus eingeschleust, in welchem neben CO, und H,O
weiteres NADH entsteht. Auch das zytosolische NADH kann tiber den Malat-Shuttle in die
Mitochondrien gelangen, wo es in der Atmungskette zur ATP-Gewinnung beitragen kann.
NADH wird hierfiir zundchst von Komplex I (NADH:Ubiquinon-Oxidoreduktase)
oxidiert. Die Protonen und Elektronen von NADH werden auf Ubiquinon iibertragen und
auf diesem Wege in die Elektronentransportkette befordert. Je hoher das Glukoseangebot,
desto stirker die NADH-Bildung und desto mehr Elektronen durchlaufen die
mitochondriale Transportkette. Uber Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) gelangen die
Elektronen letztlich zum Sauerstoff, der dadurch reduziert wird, zwei Protonen bindet und

in Wasser {ibergeht.

Wihrend des Elektronentransports gibt es zwei Stellen, an denen das
Superoxidradikalanion (O,*) generiert wird: Zum einen an der NADH-Dehydrogenase in
Komplex I (Turrens und Boveris, 1980; Wallace, 1992) und zum anderen an dem
Beriihrungspunkt von Ubiquinon und Komplex III (Ubiquinol-Cytochrom c-Reduktase)
(Turrens, 1985; Kwong und Sohal, 1998; Kowaltowski und Vercesi, 1999), wobei letzterer
der zentrale Ort der O," -Generierung ist (Korshunov, 1997; Turrens, 1997; Nishikawa,
2000b). Je starker der Metabolismus — und somit der Protonengradient, welcher die ATP-
Synthase antreibt — desto hoher ist die Produktion von 0,*, da sich bei hohem
elektrochemischen Potenzial der Daseinszustand des Ubergangsmolekiils Semiquinon-
Anion im so genannten Q-Cylcus verldngert. Anscheinend gibt es beziiglich des
elektrochemischen Potentials einen Schwellenwert, {iber welchem die Superoxid-Bildung

deutlich erhoht ist (Korshunov, 1997).

Das Superoxidradikalanion inhibiert unter anderem das glykolytische Enzym
Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase ~(GAPDH) (Knight, 1996; Du, 2000).
Glyceraldehyd-3-Phosphat kann dementsprechend nicht zu 1,3-Diphosphoglycerat oxidiert

werden, wodurch ein Riickstau der aufwirts gelegenen Metabolite erfolgt, die so vermehrt

11
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in andere Stoffwechselwege "gedriickt" werden (Du, 2000; Brownlee, 2001). Diese
Umlagerung an Stoffwechselwegen, fiihrt zu einer gestorten Balance von Co-Enzymen und
zur Bildung von Produkten, die negative Auswirkungen auf die Physiologie der Zelle

haben.

Zu den aufwirts gelegenen Metaboliten gehort so auch die Glukose an sich, denn zum
einen ist ihr "Abfluss" iiber die Glykolyse vermindert, zum anderen ist die intrazelluldre
Glukosekonzentration durch den Diabetes erhoht. Erschwerend kommt hinzu, dass auch
der "Abfluss" {iber den Pentosephosphat-Cyclus gestort ist, da Diabetiker in vaskuldren
Zellen ein Mangel an Thiamin — dem Vitamin, welches als Co-Enzym des
geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms Transketolase fungiert (Schenk, 1998) —
aufweisen. Wodurch dieser Mangel hervorgerufen wird, ist noch nicht vollstindig geklart.
Es wird zur Zeit vermutet, dass auch hier die verstirkte Prdsenz von reaktiven
Sauerstoffspezies die Ursache sein konnte, da diese in der Lage sind, das funktionstiichtige
Thiamin zu dem biologisch unwirksamen Produkten Thiochrom und Oxodihydrothiochrom

zu oxidieren (Hammes, 2003).

1.2.3.2 Polyol-Weg

In der Folge wird die aufgestaute Glukose vermehrt iiber den Polyol-Weg metabolisiert,
wobei die Aldose-Reduktase den ersten Schritt — die Reduktion von Glukose zu dem
Polyol Sorbitol — katalysiert. Das Enzym hat eine relativ niedrige Affinitidt zu Glukose,
weshalb dieser Stoffwechselweg erst bei hohen intrazelluldren Glukosekonzentrationen
groBere Bedeutung erlangt. In einem zweiten Schritt wird Sorbitol mit Hilfe der

Sorbitoldehydrogenase unter Bildung von NADH zu Fruktose oxidiert (Abb. 3).

Die negativen Konsequenzen des Polyol-Wegs sind vielféltig: Zum einen akkumulieren
Sorbitol und Fruktose in der Zelle, was zu osmotischem Stress fiihrt und zur
Kataraktenstehung beitrdgt (Gabbay, 1975; Jedziniak, 1981; Barnett, 1986; Lee und
Chung, 1999; Jiang, 2000). Zum anderen wird die verstirkte Bildung von zytosolischem
NADH als zentrales Problem beschriecben, da durch den Anstieg der
Reduktionsidquivalente das Redoxgleichgewicht der Zelle gestort wird ("hyperglykédmische
Pseudohypoxie") und NADH zudem Sauerstoffradikale generieren kann (Ellis, 1998;
Obrosova, 1999; Zalba, 2000). Die Sauerstoffradikale beschleunigen die Bildung von

AGEs und induzieren eine vermehrte Expression von Wachstumsfaktoren (wie z.B.

12
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VEGF), unter anderem iiber die Aktivierung der PKC (Tilton, 1997; Oates und Mylari,
1999; Gupta, 2002; Mamputu und Renier, 2002; Tilton, 2002; Obrosova, 2003). NADH
unterstiitzt zudem direkt die Bildung von DAG, da dessen Uberschuss ebenfalls die
Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase der Glykolyse hemmt, was einen Riickstau an
Glyceraldehyd-3-Phosphat und dessen vermehrte Umwandlung zu Glyceron-3-Phosphat
zur Folge hat. Weiterhin kann die gebildete Fruktose zu 3-Deoxyglucoson umgesetzt
werden, ein reaktives Zwischenprodukt, welches sehr rasch Proteine glykiert und so
ebenfalls zu einer vermehrten AGE-Bildung beitrdgt (Hamada, 1996; Niwa, 1999).
Zusitzlich fiihrt der erhdhte Verbrauch von NADPH im ersten Schritt des Polyolwegs
indirekt zu einem Anstieg von ROS, da NADPH zur Regeneration von reduziertem
Glutathion (GSH) — einem biologischen Antioxidans — benétigt wird (Lee und Chung,
1999; Brownlee, 2001). Einige Autoren vermuten, dass in der Depletion von GSH der
Hauptmechanismus der Polyol-Weg-induzierten Schiadigungen zu sehen ist (Brownlee,

2001).

1.2.3.3 Proteinkinase C-Aktivierung

Die PKC gehort zu der Familie der Serin-Threonin-Kinasen. Es gibt von ihnen mindestens
zwoOlf Isoformen, die teilweise gewebsspezifisch exprimiert werden. In ihrer inaktiven
Form liegt sie als losliches zytosolisches Protein vor. Die Aktivierung erfolgt in
Anwesenheit von Calcium durch die Bindung an DAG, welches auf drei Wegen gebildet
werden kann: entweder durch die Hydrolyse des Membranbestandteils Phosphatidyl-
Inositol-4,5-Bisphophosphat, iiber die Neusynthese aus dem Glykolyse-Zwischenprodukt
Dihydroxyaceton-3-Phosphat oder durch den Abbau von Phosphatidylcholin (Koya und
King, 1998).

Der Mechanismus der hyperglykdmieinduzierten PKC-Aktivierung ist noch nicht
vollstidndig erforscht. Bekannt ist, dass die Hyperglykédmie zu erhdhten Konzentrationen an
zellulirem DAG fiihrt, wodurch in vaskuldren Zellen eine starke Aktivierung der PKC —
besonders der PKC B-Isoformen — erfolgt (Lee, 1989b; Inoguchi, 1992; Xia, 1994; Koya
und King, 1998). Wahrscheinlich trdgt auch der oxidative Stress direkt zur PKC-Induktion
bei (Taher, 1993; Bierhaus und Nawroth, 1999; Nishikawa, 2000a).

Die Folgen einer PKC-Aktivierung fiir das GefdB3system sind vielfaltig, da sie u.a. Einfluss

auf Zellmigration und -Wachstum, auf die Produktion extrazellulirer Matrix, die
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Aktivierung der Prostaglandin-Synthese, die Modulation der vaskulédren Permeabilitdt und
die Expression verschiedener Zytokine nimmt (Lynch, 1990; King, 1996; Nagpala, 1996;
Xia, 1996; Koya, 1997; Naruse und King, 2000; Park, 2000). Gerade die iiber die PKC
bewirkte Induktion verschiedener Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF oder TGF-f3, kann
in der Retina betrdchtliche Folgen haben. VEGF wird hauptsidchlich iiber Hypoxie
induziert und ist postnatal normalerweise in nur geringen Konzentrationen in der Retina zu
finden. Allerdings werden sowohl im frithen nicht-proliferativen Stadium der diabetischen
Retinopathie (Lutty, 1996; Amin, 1997), wie auch im spéten, proliferativen Stadium
erhohte VEGF-Konzentrationen im Auge gefunden (Adamis, 1994; Aiello, 1994), was
durchaus eine Folge der Glukose-induzierten Aktivierung der PKC sein kann und eine
erhohte GefdBpermeabilitdt bedingt (Ishii, 1996; Williams, 1997). Die Induktion von
TGF-B hingegen flihrt zu einer verstiarkten Produktion von Kollagen und Fibronektin und
trigt so zur Verdickung der Basalmembran und dem Verschluss von Kapillaren bei

(Craven, 1997, Studer, 1997; Brownlee, 2001).

1.2.3.4 AGE-Bildung

Ein weiterer Mechanismus, liber den die Hyperglykdmie Verdnderungen von Struktur und
Funktion des Gefdflsystems herbeifiihren kann, ist die vermehrte Bildung von AGEs
(Brownlee, 1988; Brownlee, 1994). AGEs werden historisch auch als "Maillard-
Verbindungen" bezeichnet, da ihre Entstehung im Korper im Wesentlichen die gleichen
Reaktionsschritte wie die Brdunung beim Brotbacken oder Kaffeerdsten beinhaltet: Bereits
1912 beschrieb Louis Camille Maillard die nicht-enzymatische Bildung von
braungefarbten, aromatisch riechenden Produkten aus einem Gemisch von Aminoséuren
und Zuckern, die fiir einige Stunden auf 100°C erhitzt wurden (Maillard, 1912). Bei
Korpertemperatur lduft die Bildung der Maillard-Produkte weitaus langsamer ab. Die
Akkumulation von AGE-Proteinen ist Teil des normalen Alterungsprozesses (Araki, 1992;
Horiuchi und Araki, 1994; Miinch, 1997¢; Brinkmann-Frye, 1998), wird aber durch die
diabetische Stoffwechsellage stark beschleunigt (Makita, 1991).

Im ersten, reversiblen Schritt der nicht-enzymatischen Glykierung erfolgt die Bildung einer
Schiff-Base durch die Addition einer reaktiven Carbonylgruppe an eine primére
Aminogruppe. Die Schiff-Base lagert sich in einem zweiten Schritt zu dem etwas
stabileren Ketoamin, dem sog. Amadori-Produkt um. In den nichsten Schritten entsteht

durch Dehydratation, Kondensation und Oxidation ein heterogenes Gemisch aus
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proteingebundenen, irreversibel verkniipften Strukturen (Abb. 4), die Protease-resistent
sind und unter dem Begriff AGEs zusammengefasst werden (Horiuchi, 1988; Fu, 1994;
Shipanova, 1997). Diese Reaktion ist fiir alle Zucker mit freier Carbonylgruppe

beschrieben und kann sowohl extra- als auch intrazellular ablaufen.

Da die meisten intrazelluldr vorkommenden Zucker sehr viel reaktiver als Glukose sind
(Giardino, 1994), erfolgt die AGE-Bildung in der Zelle wesentlich schneller als aullerhalb
der Zelle. Gerade die Metabolite des Polyolstoffwechsels wie Fructose und Fructose-3-
Phosphat (Hamada, 1996) oder Zuckerfragmentierungsprodukte wie Glyceron-3-Phosphat,
Glyceraldhyd-3-Phosphat, 3-Deoxyglucoson, Glyoxal und Methylglyoxal (Hipkiss, 1995;
Shipanova, 1997; Thornalley, 1999) reagieren sehr schnell mit primdren Aminen von
Proteinen, Phospholipiden und Nukleinsduren (Bucala, 1984; Bucala, 1994; Baynes, 2002).
Die geringe Reaktivitit von Glukose mag der Grund sein, warum sie von der Evolution als

universeller Energietridger ausgewéhlt wurde (Bunn und Higgins, 1981).

HH, +MH NH 1
o, 0 —» —_— L
i -— -j[ILJri{J:-qa . — 'i3=ﬂ d Ry |
(CHOH), =

|
(CHOH), CH,OH )
SH,0H CH,OH
Probein - Schiffsche Amadicsi-Produkt AGE-Proteine
Glukose Basza (Aldamin) (Ketoamin {#Cross-Links)

Abb. 4: Mechanismus der AGE-Bildung in der '""Maillard-Reaktion"

Durch Kondensationsreaktionen von Glukose und anderen reduzierenden Zuckern mit Aminogruppen
von Makromolekiilen bilden sich zunidchst Schiffsche Basen, die zu Amadori-Produkten und
letztendlich zu irreversibel quervernetzten AGE-Strukturen umgelagert werden. Abbildung
entnommen aus: (Nawroth, 1999).

Die Auswirkungen der AGE-Bildung auf den Stoffwechsel sind vielfiltig, da letztlich jede
Glykierung eines Molekiils, wie z.B. eines Enzyms oder Zytokins dessen Funktion
einschranken oder aufheben kann. Erst kiirzlich wurde entdeckt, dass auch Insulin zu den
verstérkt glykierten Proteinen bei Typ 2-Diabetikern zédhlt (Lindsay, 2003). In der Literatur
gibt es zahllose Anhaltspunkte dafiir, dass die Bildung von AGEs in der Pathogenese der
diabetischen Mikroangiopathie einen hohen Stellenwert einnimmt (Brownlee, 1994, 2001).
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Die Konsequenzen der AGE-Bildung kdnnen generell in drei Kategorien eingeteilt werden:

1. Schiadigung des GefdBlsystems durch Glykierung extrazelluldrer Proteine und
Phospholipide

2. Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden durch Bindung extrazelluldrer AGEs an
RAGE (Receptor for AGEs)

3. Zellschiadigung durch die direkte Glykierung intrazelluldrer Proteine und

Nukleinsduren

Die extrazelluldre Glykierung von Membranbestandteilen fiihrt unter anderem zum Verlust
der Elastizitit, zur Verdickung der GefdBwand und zur Verengung des Gefdllumens
(Monnier, 1984; Brownlee, 1988), alles Merkmale, die in diabetischen Gefdflen haufig
beobachtet werden. Zu den extrazelluldr glykierten Blutbestandteilen zdhlt auch die
Hamoglobinvariante HbA . (Koenig, 1977). Die Hohe des so genannten "HbA,.-Wertes"
korreliert gut mit der Hohe des Blutglukosespiegels, wodurch dessen Bestimmung bei
Diabetikern einen Anhaltspunkt iiber die Blutzuckereinstellung der letzten Wochen gibt

(Koenig, 1976).

Uber die Bindung an spezifische Rezeptoren kdnnen extrazellulire AGEs intrazellulire
Signalkaskaden in Gang setzen und die Zielzelle auf diesem Wege direkt aktivieren. Der
diesbeziiglich am besten untersuchte Rezeptor ist RAGE. Er wird von Endothelzellen,
Monozyten/Makrophagen, = T-Lymphozyten,  Perizyten,  glatten = Muskelzellen,
Mesangialzellen und Neuronen exprimiert (Brett, 1993; Schmidt, 1994). Eine Bindung von
AGEs an RAGE fiihrt intrazelluldir zu oxidativem Stress (Bierhaus, 1997a), zur
Aktivierung und Neusynthese des redoxsensitiven Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear
factor kB) und weiterhin zur vermehrten Expression NFxB-regulierter Zielgene. Zu
Letzteren zdhlt neben dem prokoagulativen TF (tissue factor), ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) auch RAGE
selbst, wodurch eine Amplifikation des Signals stattfindet (Schmidt, 1995; Vlassara, 1995;
Bierhaus, 1997b; Basta, 2002; Boulanger, 2002).

AGESs induzieren jedoch nicht nur iiber die Bindung an RAGE oxidativen Stress: Bereits
bei ihrer Entstehung kdnnen durch die Oxidation von Glukose zu Dicarbonylintermediaten

Superoxidradikale entstehen, welche weiterhin zu Wasserstoffperoxid dismutieren kdnnen.
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In Anwesenheit von Ubergangsmetallen wie Eisen oder Kupfer, kann Wasserstoffperoxid
das extrem reaktive Hydroxylradikal (OH') bilden (Hunt, 1988). Da oxidativer Stress die
weitere Bildung von AGEs sowie die vermehrte Verstoffwechselung von Glukose iiber den
Polyolweg begiinstigt — wodurch wiederum vermehrt AGE-Priakursoren (Fructose-3-
Phosphat und Sorbitol-3-Phosphat) gebildet werden — verschlechtert sich die Situation in
der Zelle kontinuierlich (Hamada, 1996).

Neben ihrer Bedeutung in der Pathologie des Diabetes mellitus wird die Akkumulation von
AGEs aber auch in anderen Erkrankungen, wie z.B. der Alzheimer-Demenz (Colaco, 1996;
Yan, 1996; Miinch, 1997c; Gasic_Milenkovic, 2001), der Arteriosklerose (Sakata, 1995;
Vlassara, 1996a; Yamagishi, 1999a) und der terminalen Niereninsuffizienz (Urdmie) (Sell

und Monnier, 1990; Vlassara, 1996b) beobachtet.
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1.2.4 Ursachen des retinalen Perizytenverlusts

Der retinale Perizytenverlust ist eines der frithesten Ereignisse in der Evolution der
diabetischen Retinopathie. Es folgt die Bildung von azelluliren Kapillaren, d.h. die
Entstehung von Roéhren aus Basalmembran, die weder Perizyten noch Endothelzellen
beherbergen. Zwangsldufig driangt sich hier die Frage auf, warum nicht die Endothelzellen,
die in direktem Kontakt zum hyperglykdmischen Blut stehen, sondern die Perizyten, die an
der blutabgewandten Seite sitzen, zuerst untergehen. Die Aktivierung des Polyolwegs und
der Proteinkinase C sowie der Einfluss von ROS werden in der Literatur vor allem in
Zusammenhang mit der endothelialen Stoffwechselsituation beschrieben. Doch wie sieht
die Situation in diabetischen Perizyten aus? Bislang gibt es keine eindeutig konsistenten
Erkenntnisse zu diesem Thema, einige Ergebnisse und Hypothesen werden im Folgenden

dargestellt:

Wie die Endothelzellen besitzen Perizyten den Glut 1-Transporter, den sie jedoch — im
Gegensatz zu den Endothelzellen — in Gegenwart hoher Glukosekonzentrationen herab-
regulieren (Kaiser, 1993; Mandarino, 1994). Dementsprechend miissten die intrazelluldren
Glukosekonzentrationen stark von denen der Endothelzellen abweichen, wodurch auch
eine verringerte Aktivierung der aufgezihlten Stoffwechselwege stattfinden sollte. Aber es
gibt ebenso andere Untersuchungen, die zeigen, dass kultivierte bovine retinale Perizyten —
im Gegensatz zu bovinen retinalen Endothelzellen — neben Glut 1 ein Natrium-abhingiges
SGLT2-dhnliches Glukose-Transportsystem besitzen, welches unter hyperglykédmischen
Bedingungen eine gesteigerte Glukoseaufnahme vermittelt: Wakisaka et al. wiesen nach,
dass der vermehrte Glukosetransport iiber dieses Transportsystem zu erhdhten intra-
zellularen Konzentrationen an Glukose, Sorbitol und Fruktose und einer verstiarkten
Kollagensynthese durch Perizyten fiihrt. Im Vergleich zur normoglykédmischen Kontrolle
wiesen die hyperglykdmischen Perizyten einen geringeren DNA-Gehalt und eine stérkere

Zellschwellung auf (Wakisaka, 1997; Wakisaka, 1999).

Eine andere Arbeitsgruppe beobachtete eine verstidrkte Akkumulation von Polyolen in
Perizyten aus Hundeaugen, wenn diese unter hyperglykdmischen Bedingungen kultiviert
wurden. Dieser Anstieg wurde in Endothelzellen, die unter den gleichen Bedingungen
kultiviert wurden, nicht beobachtet, was sie darauf zuriickfiihrten, dass Perizyten eine
hohere Konzentration an Reduktasen (Aldose-, Glyceraldehyd- und besonders Aldehyd-
Reduktasen) aufweisen (Sato, 1999).
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Einige Untersuchungen zeigen, dass Perizyten der diabetischen Retina durch Apoptose
zugrunde gehen (Mizutani, 1996; Li, 1997; Li, 1999; Podesta, 2000; Miwa, 2003). Als
Ursachen werden héufig die AGE-Akkumulation sowie der erhohte oxidative Stress
diskutiert. Letzterer ist fiir Perizyten von groferer Bedeutung als fiir Endothelzellen, da
ihre antioxidative Kapazitdt geringer sein soll als die der Endothelzellen (Ansari, 1998; Li,
1998; Li, 1999; Shojaee, 1999). Ein Versuch von Li et al. machte zudem deutlich, dass
retinale Perizyten, zumindest in vitro, sehr wviel schlechter mit fluktuierenden
Glukosekonzentrationen zurechtkommen als retinale Endothelzellen: Wihrend die
Perizyten nach einem plotzlichen Abfall der Glukosekonzentration apoptotisch wurden,
zeigten die Endothelzellen unter den gleichen Bedingungen keine auffalligen

Veranderungen (Li, 1996).

Fir die AGE-Akkumulation als Ursache der perizytiren Apoptose sprechen ebenfalls
einige Hinweise: So konnten Chibber et al. mit Hilfe eines ELISAs nachweisen, dass die
Menge an frithen Glykierungsprodukten in bovinen retinalen Perizyten (BRP), die fiir
zwolf Tage in Medium mit hohen Glukosekonzentrationen gehalten wurden, ansteigt
(Chibber, 1999). Denis et al. zeigten, dass bereits die Zugabe von 3 uM AGE-BSA zum
Medium die Apoptoserate in BRP nach 15 Tagen verdreifachte. Nach ihren Messungen
wurde die Apoptose iiber eine Erhohung an ROS, der DAG- und der Ceramid-Spiegel
vermittelt (Denis, 2002). Weitere Arbeiten unterstiitzen diese Hypothese (Mizutani, 1996;
Romeo, 2002; Yamagishi, 2002a), wobei nach wie vor unklar ist, ob allein die
Akkumulation intrazelluldrer AGEs oder auch deren Signaltransduktion iiber RAGE den
programmierten Zelltod in Perizyten induziert (Yamagishi, 2002c). Erst kiirzlich fanden
Yonekura et al. heraus, dass Endothelzellen und Perizyten unterschiedliche Splicevarianten
des AGE-Rezeptors besitzen, eine Besonderheit, die die unterschiedliche Reaktion der
beiden Zelltypen hinsichtlich der chronischen Hyperglykdamie erkldren konnte (Yonekura,
2003).

Einen weiteren Mechanismus, iiber den die AGE-Bildung zum Verlust perivaskuldrer
Zellen fithren konnte, zeigten Beltramo et al., indem sie nachwiesen, dass die Adhision
von Perizyten an extrazelluldre Matrix vermindert war, die zuvor von Endothelzellen unter
dem Einfluss hoher Glukosekonzentration gebildet wurde (Beltramo, 2002). Ein zweites

Experiment bestdtigte diese Theorie, so dass moglicherweise die schlechte Adhdsion von
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Perizyten an eine AGE-modifizierte Matrix ein Grund fiir die perizytire Apoptose

darstellen konnte (Beltramo, 2003).

Aber auch ein Abfall von PEDF (pigment epithilium-derived factor) konnte ursidchlich an
dem Perizytenverlust beteiligt sein. Yamagishi et al. zeigten, dass PEDF Perizyten vor
AGE-induzierten ROS, vor einem Stopp der DNA-Synthese und auf diesem Wege vor
Apoptose schiitzen kann. Dieser Schutz wird moglicherweise {iiber antioxidative
Eigenschaften vermittelt, da N-Acetylcytein in diesen Versuchen ganz dhnliche Effekte
erzielte. Da Perizyten ein Membranprotein mit hoher Bindungsaffinitét fiir PEDF besitzen,
ist es denkbar, dass PEDF als ein survival factor fiir Perizyten fungiert. Dementsprechend
kann ein Absinken der PEDF-Konzentration — wie es flir die diabetische Retinopathie
beschrieben ist — einen Verlust dieser Schutzfunktion bewirken (Spranger, 2001;

Yamagishi, 2002b).

Es ist demnach denkbar, dass der Perizytenverlust Folge komplexer Diabetes-bedingter

Veranderungen ist. Zusammenfassend kommen insbesondere in Betracht:

e der erhohte oxidative Stress und die verminderte Expression antioxidativer Enzyme
und Molekiile (z.B. Glutathion)

e die intra- und extrazellulire AGE-Akkumulation sowie eine verstirkte Aktivierung
von RAGE

e cine verminderte Konzentration an "schiitzenden" Molekiilen, wie z.B. PEDF

e cine verstirkte Polyol-Akkumulation als Folge erhohter Reduktase- Aktivitdt

e cine vermehrte Glukoseaufnahme iiber ein zweites Transportsystem
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1.3 Therapie der diabetischen Retinopathie

1.3.1 Konventionelle Therapie

Breit angelegte Studien wie die Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) und die
United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) kamen zu dem Ergebnis, dass die
wirksamste Pravention der diabetischen Retinopathie die normnahe Blutzuckereinstellung
ist. So wurde z.B. bei Typ 1-Diabetikern gezeigt, dass das Risiko einer Retinopathie durch
die Reduktion des HbA.-Spiegels von 9.1 % auf 7.1 % iiber einen Zeitraum von neun
Jahren um 76 % gesenkt werden konnte (DCCT, 1993; UKPDS, 1998a). Aber auch eine
normnahe Blutdruckeinstellung auf unter 140/80 mm Hg (Klein, 1989; Wong, 2002) sowie
die Senkung von erhohten Blutfettwerten (Chew, 1996) vermindern das Risiko einer

fortschreitenden Retinopathie (UKPDS, 1998b).

Ist die diabetische Retinopathie bereits im fortgeschrittenen Stadium, kann nur eine
Laserkoagulation das Fortschreiten des Visusverlustes verhindern. Eine Verbesserung des
Sehvermogens ist aufgrund der destruktiven Natur dieser Therapie jedoch nicht zu
erreichen (ETDRS, 1991). Indikationen fiir eine Lasertherapie sind u.a. periphere
Neovaskularisation und Neovaskularisationen an der Papille sowie einsetzende préretinale
Blutungen. Durch diese Behandlung kann bei proliferativer diabetischer Retinopathie das
Risiko eines schweren Visusverlustes um ca. 50 % gesenkt werden (DRS, 1987).

Treten Glaskdrperblutungen und traktive Netzhautablosung auf, so kann eine Vitrektomie
durchgefiihrt werden, wobei Glaskorperblutungen und fibrovaskuldre Proliferationen
entfernt werden, die Netzhaut wieder angelegt wird und mit einem "Endo"-Laser eine
panretinale Laserkoagulation vorgenommen wird (DRVS, 1990; Helbig, 1998; Hammes,

2000).

1.3.2 Neue Forschungsansitze

Da die Moglichkeiten die diabetische Retinopathie zu verhindern oder gar zu heilen
bislang sehr beschrinkt sind, liegt die Hoffnung in der Entwicklung neuer Therapien.

Generell gibt es hier zwei Ansatzpunkte:

a) Verhinderung der GefdBBobliteration im frithen Stadium der Erkrankung

b) Verhinderung der Neovaskularisation im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung
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Zu a) Aufgrund der Erkenntnisse, die im Laufe der letzten Jahre hinsichtlich der
biochemischen Ursachen der diabetischen Retinopathie gewonnen wurden (s. Kapitel
1.2.3), werden zur Zeit verschiedenste Substanzen préklinisch auf ithre Wirkung getestet.

Darunter fallen vor allem

e antioxidative Substanzen (Ting, 1996; Cunningham, 1998; Timimi, 1998;
Nishikawa, 2000b; Ceriello, 2003)

e Inhibitoren der Aldose-Reduktase (Tilton, 1988; Stribling, 1990; Sarges und Oates,
1993; Oates und Mylari, 1999; Mylari, 2003)

e Inhibitoren der Proteinkinase C (Ishii, 1996; Jirousek, 1996; Aiello, 1997) oder

e Substanzen, welche die Bildung und/oder die Wirkung von AGEs verhindern sollen
(Hammes, 1991; Kumari, 1991; Edelstein und Brownlee, 1992; Bierhaus, 1997a;
Shoda, 1997; Onorato, 2000; Kern und Engerman, 2001; Price, 2001; Okamoto,
2002b; Gardiner, 2003)

Eindeutig reproduzierbare Therapieerfolge sind bislang jedoch rar. Auch wenn einige
Substanzen in einzelnen Studien teils beachtliche Wirkungen aufweisen, fehlt haufig die
Bestdtigung durch breit angelegte Studien am Menschen. So verminderte beispielsweise .-
Tocopherol die Hyperglykdmie-induzierte DAG-Produktion und PKC-Aktivierung in
diabetischen Ratten und trug bei Typ I1-Patienten zur Normalisierung des retinalen
Blutflusses bei (Kunisaki, 1995; Bursell, 1999). Die Verabreichung von o-Tocopherol in
einer Studie mit 387 Typ 2-Diabetikern hatte jedoch keinerlei positiven Effekt auf das
Krankheitsbild der diabetischen Retinopathie (Mayer Davis, 1998).

Andere Studien, die initiiert wurden, um die diabetische Retinopathie mit Aldose-
Reduktase-Inhibitoren zu therapieren, gaben ebenfalls nur wenig Anlass zur Hoffnung.
Zwar verminderten die eingesetzten Substanzen (Sobrinil, Ponalrestat, Tolrestat) zum Teil
die Entstehung von Mikroaneurysmen oder die Leckage von injiziertem Fluoreszein in das
Gewebe, jedoch wurde das Fortschreiten der diabetischen Retinopathie letztlich nicht

verhindert (Anonymous, 1990; Tromp, 1991; Arauz_Pacheco, 1992; van_Gerven, 1994).

Der Einsatz von Inhibitoren der PKC-B-Isoformen, z.B. von LY333531 normalisierte in
diabetischen Ratten den retinalen Blutfluss und verhinderte die Entstehung

mikrovaskuldrer Komplikationen in Retina und Niere (Ishii, 1996; Bursell, 1997). Ebenso
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verhinderte LY333531 in Schweinen die Hypoxie-induzierte Neovaskularisation (Danis,
1998) und in Ratten die VEGF-induzierte retinale Endothelzellproliferation (Aiello, 1997).
In Patienten mit beginnender diabetischer Retinopathie bewirkte LY333531 eine
Verbesserung und Normalisierung des retinalen Blutflusses und demonstrierte dabei eine
gute Vertrdglichkeit (Aiello, 2002). Eine Bestéitigung dieser Ergebnisse durch klinische
Studien fehlt jedoch (Milton, 2003). Dariiber hinaus gibt es auch kritische Stimmen, die —
aufgrund von Ergebnissen aus in vitro Versuchen — vermuten, dass die Inhibierung der
PKC die pro-apoptotischen Effekte hoher Glukosekonzentrationen auf retinale Perizyten

verstéirkt (Yamagishi und Takeuchi, 2004).

Auch der Einsatz von AGE-Inhibitoren, insbesondere des nukleophilen Hydrazins
Aminoguanidin, ist weiterhin Gegenstand der Forschung (Freedman, 1999;
Bonnefont Rousselot, 2001). Neue Studien mit Aminoguanidin bestétigten frithere
Untersuchungen, in welchen die Substanz ihre Effektivitét beziiglich der Verhinderung der
diabetischen Retinopathie bewies (Brownlee, 1986; Hammes, 1991; Kumari, 1991;
Edelstein und Brownlee, 1992): So ergab eine Langzeitstudie mit diabetischen Hunden,
dass der Einsatz von Aminoguanidin eine signifikante Abnahme der Diabetes-induzierten
retinalen Mikroaneurysmen, azelluliren Kapillaren und des Perizytenverlusts bewirkte
(Kern und Engerman, 2001). Weitere AGE-inhibierende Substanzen, die sich zum Teil als
effektiv erwiesen, sind Pyridoxamin (Onorato, 2000; Stitt, 2002), Cerivastatin (Okamoto,
2002b), L-Carnosin (Hipkiss, 1995) und Tenilsetam (Shoda, 1997; Price, 2001).

Zu b) Die Neovaskularisation in der diabetischen Retinopathie ist nicht erwiinscht, da sie
pathologisch und unkoordiniert ablduft, wobei irreguldre, zarte Gefdlle gebildet werden,
die schnell einreilen und zu Hamorrhagien fiithren. Neue Mdoglichkeiten zur Verhinderung
der Neovaskularisation stammen zum Teil aus der Krebsforschung, da hier seit Jahrzehnten
intensiv an der Hemmung des malignen GefdBwachstums geforscht wird, um auf diesem
Wege das Wachstum und die Metastasierung von Tumoren zu unterbinden (Folkman,

1983; Folkman und Ingber, 1992).

Das geordnete Wachstum von Gefdllen ist immer das Ergebnis eines dynamischen
Gleichgewichts zwischen Angiogenese-Induktoren und -Inhibitoren. Bekannte Inhibitoren
wurden zu Zwecken der Angiogenesechemmung in den letzten Jahren vielfach in

Versuchen am Tiermodell eingesetzt. Zu diesen Substanzen zéhlen u.a. Angiostatin
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(O_Reilly, 1996; Drixler, 2001), Endostatin (Auricchio, 2002; Folkman, 2002),
Thrombospondin (Chavakis und Dimmeler, 2002), PEDF (Spranger, 2001; Stellmach,
2001), Antikérper gegen VEGF (Adamis, 1996) und dessen Rezeptor flk-1 (McLeod,
2002), Antikérper gegen Thrombozyten (Rhee, 2004) oder auch Inhibitoren von
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) (Brooks, 1998; Spurbeck, 2002) und Desintegrin-
Metalloproteinasen (ADAMs) (Horiuchi, 2003).

Die Versuchsergebnisse sind zum Teil sehr vielversprechend. Die systemische Gabe der
Inhibitoren kann jedoch problematisch sein, da so auch physiologische
Angiogeneseprozesse, wie sie beispielsweise flir die Wundheilung oder den weiblichen
Reproduktionszyklus benotigt werden, inhibiert werden (Ferrara und Alitalo, 1999). Um
eine lokale Wirkung zu garantieren, werden die Substanzen in vielen Versuchen
intraokular injiziert (Ozaki, 2000): Eine sehr unangenechme und auf Dauer unpraktikable
Losung. Vorteilhaft konnte hingegen die lokale Applikation mit Hilfe von Augentropfen
sein (Riecke, 2001).
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1.4 Fragestellung

Fiir die Entwicklung neuer Therapieansitze ist es von Bedeutung, den genauen Beitrag
eines jeden pathogenetischen Mechanismus zur Erkrankung zu kennen, um gezielt und in
richtiger Dosierung dagegen vorgehen zu kdnnen. Obwohl der initiale Perizytenverlust als
Startsignal fiir die Entstehung der diabetischen Retinopathie angesehen wird, ist die
Bedeutung der Verhinderung des Perizytenverlust und damit auch die genaue Funktion der
Perizyten weiterhin ungeklart. Es wird davon ausgegangen, dass Perizyten die retinalen
Kapillaren stabilisieren und dass folglich ihr Verlust fiir den beobachteten Gefédf3verschluss
mit verantwortlich ist. Die folgenden Ergebnisse zur Untersuchung des AGE-Inhibitors

Tenilsetam lassen diesbeziiglich jedoch Zweifel aufkommen.

Das die AGE-Bildung einen deutlichen Einfluss auf die Entstehung der diabetischen
Retinopathie hat, wurde in zahlreichen Studien bewiesen (Brownlee, 1986; Fu, 1994;
Onorato, 2000). In welchem Umfang die nicht-enzymatische Glykierung von Molekiilen
zur Mikroangiopathie beitrdgt, ist jedoch noch immer ungeklért, da viele Inhibitoren der
AGE-Bildung auch andere positive Eigenschaften besitzen, die zur Verhinderung der
diabetischen Retinopathie beitragen: So ist z.B. Aminoguanidin ein AGE-Inhibitor und hat
in vielen Studien eine Besserung der Retinopathie bewirkt (Brownlee, 1986; Hammes,
1991; Hammes, 1995b). Gleichwohl ist Aminoguanidin ein Inhibitor der PKC, der iNOS
und der Aldose-Reduktase und besitzt zudem stark antioxidative Kapazititen (Kumari,
1991; Corbett, 1992; Misko, 1993; Giardino, 1998; Kowluru, 2000; Kern und Engerman,
2001; Du, 2002). Somit ist es wahrscheinlich, dass seine positive Wirkung auf den

Krankheitsverlauf nicht allein {iber eine AGE-Inhibierung zu erkléren ist.

Von Tenilsetam ist bislang — neben seiner Eigenschaft als Metallchelator (s. Punkt 1.5.1)
(Price, 2001) — keine andere Wirkung als die der AGE-Inhibierung beschrieben: Weder hat
die Substanz stark antioxidative Fahigkeiten (Brownlee, unpubliziert, personliche
Mitteilung), noch hemmt sie die PKC oder die Aldose-Reduktase (Peter Oates,

unpubliziert; Peter Pressek, unpubliziert, personliche Mitteilungen).

Aufbauend auf den Mitteilungen von Shoda et al., wurde die Wirkung von Tenilsetam auf
die Entstehung der diabetischen Retinopathie getestet. Shoda et al. hatten zuvor

Streptozotocin-diabetischen Sprague-Dawley-Ratten iiber einen Zeitraum von vier
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Monaten tdglich 50 mg Tenilsetam pro Kilogramm Korpergewicht (kg KG) verabreicht.
Sie zeigten, dass die AGE-Bildung nach den vier Monaten in Aorten und Nierengewebe
geringer war, als in der diabetischen Vergleichsgruppe. Zudem beschrieben sie, dass die
diabetischen Ratten, die mit Tenilsetam behandelt wurden, keine bzw. nur eine schwache

Linsentriibung des Auges aufwiesen (im Gegensatz zu der diabetischen Vergleichsgruppe).

Diesem Hinweis folgend wurde ein dhnlicher Versuch initiiert: Der Diabetes wurde bei
sechs Wochen alten médnnlichen Wistar-Ratten mittels einmaliger Streptozotocin-Injektion
induziert und iiber neun Monate aufrechterhalten. Eine Gruppe der diabetischen Tiere
erhielt tdglich 50 mg Tenilsetam/kg KG {iiber das Trinkwasser. Nach Ablauf der neun
Monate wurden die Tiere getotet und ihre Retinae auf den Grad der diabetischen
Retinopathie hin untersucht. Das Ergebnis war, dass Tenilsetam die Entstehung von
azelluldren Kapillaren reduzierte, den ebenfalls Diabetes-typischen Perizytenverlust jedoch

nicht verhindern konnte (Abb. 5).
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Abb. 5: Ergebnis der quantitativen Retinamorphometrie Streptozotocin-diabetischer Wistar-
Ratten nach 9-monatiger Behandlung mit Tenilsetam

Dargestellt ist die Anzahl azellulirer Kapillaren (A), bzw. die Zahl an Perizyten (B) pro
Quadratmillimeter Retinafliche von nicht-diabetischen (N), diabetischen (D), bzw. diabetischen und
mit Tenilsetam behandelten Ratten (D+T). * P < 0.001 vs N; ** P <0.05 vs. D.

Ob dieser positive Effekt auf die Hemmung der AGE-Bildung zuriickzufiihren ist, konnte
nicht gekldrt werden, da die Ergebnisse der Untersuchungen, die diesbeziiglich
durchgefiihrt wurden (Western Blot, Dot Blot und Immunhistochemie), auf Dauer keine

konsistenten Ergebnisse erbrachten.

Die Ergebnisse warfen zudem neue Fragen auf: Der diabetische Perizytenverlust wird

haufig mit der Akkumulation von AGE-Produkten erklért (s. Kapitel 1.2.4). Da Tenilsetam
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diesen jedoch nicht verhindern konnte, liegt die Vermutung nahe, dass die Substanz
entweder kein AGE-Inhibitor ist (zumindest nicht in der verabreichten Dosis) oder die

AGE-Akkumulation nur geringfiigig an dem Prozess des Perizytenverlusts beteiligt ist.

Indes scheint Tenilsetam eine direkte Wirkung auf Endothelzellen auszuiiben, da die
Bildung von azelluldren Kapillaren nach 9-monatiger Therapie reduziert wurde (Abb.5),
obwohl die Zahl an perivaskuldren Zellen deutlich abgenommen hatte. Der Effekt von

Tenilsetam auf Endothelzellen ist bislang jedoch ginzlich unerforscht.

Grundsatzlich geht es in dieser Arbeit um die Beantwortung folgender Fragen:

1. Welchen Effekt hat Tenilsetam auf Endothelzellen? Ist der Einsatz von Tenilsetam

zur Therapie der diabetischen Retinopathie denkbar?

2. Von welcher Bedeutung ist die oft erwihnte stabilisierende Wirkung von Perizyten
auf retinale Kapillaren? Gibt es beziiglich der Perizytendichte einen Schwellenwert,

ab dem Kapillaren instabil werden? Welche Funktionen erfiillen Perizyten?
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1.4.1 Tenilsetam

Tenilsetam (3-(2-thienyl)-2-piperazinon)) ist ein von Piracetam abgeleitetes Nootropikum
und wurde von Cassella, Frankfurt (jetzt Aventis) entwickelt (Pepeu und Spignoli, 1989).
Die Substanz entstammt der Alzheimer-Forschung und ist der therapeutischen
Klassifizierung nach ein Psychopharmakon, das in Studien an Tier und Mensch deren
kognitiven Féhigkeiten verbesserte (Saletu, 1986; Saletu, 1987; Thl, 1989; Saletu, 1989;
Schindler, 1994).

)
o

Tenilsetam
(+/-)-3-(2-thienyl)-2-piperazinon

MG =182.25 g/l

Abb. 6: Strukturformel des AGE-Inhibitors Tenilsetam

Der Wirkmechanismus von Tenilsetam ist nicht vollstindig erforscht, es ist bisher nur
bekannt, dass die Substanz kovalent an glykierte Proteine oder AGEs bindet (Miinch,
1994). Da die Modifikation des B-Amyloidpeptids durch AGEs einen entscheidenden
Beitrag zur Progression der Alzheimer Demenz leistet, wird vermutet, dass Tenilsetam
durch seine kovalente Bindung reaktive Seitenketten blockiert und damit eine weitere
Vernetzung der Proteine verhindert (Miinch, 1997b; Miinch, 2002). Allerdings zeigten
Price et al.,, dass Tenilsetam auch Chelate mit Kupfer-Ionen bildet, wodurch die
metallkatalysierte Autoxidation von Glukose — ein Prozess, der zur Entstehung von
reaktiven Dicarbonyl-Zwischenprodukten und somit zur AGE-Bildung beitrdgt —

vermindert werden konnte (Price, 2001).

Im Plasma hat Tenilsetam eine relativ lange Halbwertszeit von iiber 18 Stunden, gegeniiber
Licht und Sauerstoff ist die Substanz jedoch sehr empfindlich (personliche Mitteilung
Dr. U. Schindler, Aventis). Der Nachweis von Tenilsetam kann iiber HPLC (high
preformance liquid chromatography) erfolgen (Burrows und Coppin, 1990).
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1.4.2 Perizyten
1.4.2.1 Morphologie

Wihrend groBere Gefille aus Endothelzellen und mehreren Lagen an vaskuldren
Glattmuskelzellen bestehen, setzen sich die kleinsten Gefialle aus Endothelzellen und einer
einschichtigen Lage an perivaskuldren Zellen, den Perizyten zusammen. Ende des
19. Jahrhunderts wurde ihre Morphologie durch Rouget beschrieben, wodurch sie zunichst
als Rouget-Zellen bekannt wurden (Sims, 1986; Herman, 1993). Die Bezeichnung
"Perizyt" wurde erstmals 1923 von Zimmermann geprigt (Diaz Flores, 1991; Tilton,

1991).

Perizyten sind neben Kapillaren auch mit postkapilliren Venolen assoziiert (Rhodin, 1968;
Simionescu, 1975). Thre genaue Herkunft ist bis heute umstritten. Es wird angenommen,
dass Perizyten und vSMC auf ein bestimmtes Signal hin aus mesenchymalen
Vorlduferzellen differenzieren (Drake, 1998; Hungerford und Little, 1999; Allt und
Lawrenson, 2001). Perizyten sind in jedem Kapillarbett prisent, allerdings variiert die
Perizytendichte von Gewebe zu Gewebe ganz erheblich. Es scheint, dass sie umso hdher
ist, je geringer die Turnover-Rate der jeweiligen Endothelzellen ist (Tilton, 1985; Wakui,
1997). Die Retina ist das Gewebe mit der hochsten Perizytendichte im ganzen Korper. So
sind bei der Ratte 41 % der retinalen Kapillarfliche mit Perizyten bedeckt, wohingegen im
Cerebrum nur 22-32 %, im Skelettmuskel 21 % und im Herzmuskel nur 11 % der
Kapillarfliche mit Perizyten ummantelt sind (Sims, 1991; Allt und Lawrenson, 2001).
Adulte Perizyten teilen sich nach ihrer Differenzierung nicht mehr (Engerman, 1967). Sie

besitzen einen prominenten Zellkern, den nur wenig Zytoplasma umgibt (Sims, 1986).

Anders als andere Wandzellen liegen die retinalen Perizyten innerhalb der Basalmembran,
welche die Kapillaren umgibt (Abb. 7) und halten iiber Zellfortsidtze direkten Kontakt zu
den Endothelzellen. Diese Zellfortsétze sind zum Teil sehr lang, wodurch Perizyten hiufig
mit mehr als einer Kapillare in Verbindung stehen. Da auch Endothelzellen dhnliche
Zellfortsdtze ausbilden, sind Endothelzellen und Perizyten richtiggehend miteinander
"verzahnt" (Matsusaka, 1975; Leeson, 1979; Tilton, 1979; Wakui, 1989). An den
Kontaktstellen zwischen den beiden Zelltypen fehlt die Basalmembran. Statt dessen finden
sich dort — je nach Gewebe in ihrer Anzahl stark variierend — gap junctions, tight junctions
und adhesion plaques (Zell-Zell-Verkniipfungen) (Courtoy und Boyles, 1983; Heimark,
1993; Allt und Lawrenson, 2001).
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Basal-
membran

Abb. 7: Schematischer Querschnitt durch eine Kapillare

Innerhalb der Basalmembran, welche die Endothelzellen (EC) umgibt, finden sich die eng
anliegenden perivaskulédren Zellen (PC).

1.4.2.2 Funktion

Eine Funktion der Perizyten liegt nach in vitro- und in vivo-Daten in ihrem Beitrag zur
Gefalstabilisierung und der Kontrolle von angiogenen Prozessen: Wie erwihnt folgen dem
frithen Perizytenverlust in der diabetischen Retina eine gesteigerte vaskuldre Permeabilitit,
die Ausbildung von Mikroaneurysmen, die Entstehung von azelluldren Kapillaren und
letztlich die Regression ganzer Kapillaren. Uber die Ursachen des Perizytenverlusts ist
inzwischen einiges bekannt (s. Punkt 1.2.4), die Konsequenzen fiir das adulte Gefal3 sind
dagegen nur unzureichend definiert. Weitere Antworten ergeben sich moglicherweise aus
der detaillierten Erforschung der Perizytenfunktion wéhrend der physiologischen

Angiogenese der Retina.

Vaskularisierung der Retina und Rekrutierung von Perizyten

Die Gefille in der Mausretina werden iiber den Prozess der Angiogenese — nicht den der
Vaskulogenese — gebildet (Fruttiger, 2002). Wihrend die Vaskulogenese die Entstehung
von Gefillen aus Vorlduferzellen (Angioblasten) bezeichnet, wird unter Angiogenese die
Neubildung von Gefdflen aus bereits existierenden Gefdflen verstanden (Carmeliet, 2000a).
Der Zeitpunkt der retinalen Vaskularisierung ist bei Menschen und Nagern unterschiedlich:
Wihrend die Gefdle in der humanen Retina in den letzten Schwangerschaftswochen
angelegt werden (Gariano, 1994), findet die physiologische Angiogenese in der Ratten-
und Mausretina erst postnatal statt (Connolly, 1988). Aus diesem Grund und aufgrund der

technisch simplen Organisolation, eignet sich dieses Modell besonders gut zur Erforschung
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von Angiogeneseprozessen. Mit Hilfe spezifischer Marker bietet sich auch die Moglichkeit
den Zeitpunkt und insbesondere den Umfang der Perizytenrekrutierung zum GefaBBspross

zu untersuchen.

An der Angiogenese beteiligt sind eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren,
Wachstumsinhibitoren und deren Rezeptoren, die den physiologischen Prozess geordnet
ablaufen lassen. Bekannt ist, dass das retinale Gefdlnetz initial auf einem Geflige von
Astrozyten gebildet wird, welche die Retina — vom Nervus opticus ausgehend — besiedeln
(Stone und Dreher, 1987; Fruttiger, 1996). Die Astrozyten wandern iiber die Axone
retinaler Ganglienzellen, die die Retina durchstrecken und PDGF-A (platelet derived
growth factor A) sezernieren. PDGF-A wirkt chemotaktisch auf Astrozyten, die den
Rezeptor PDGF-Ro besitzen (Fruttiger, 1996). Die Migration von Astrozyten in ihrer
bipolaren Form ist abhidngig vom Sauerstoffgehalt in der Retina: Sobald ungeniigend
Sauerstoff zur Verfligung steht, wird die Astrozytenmigration inhibiert und VEGF lokal
sezerniert (Stone, 1995; Zhang, 1999). VEGF bindet an den VEGF-R2 (flk-1) auf
Endothelzellen, welche zusammen bzw. leicht zeitversetzt mit den Astrozyten die Retina

besiedeln (Abb. 8) und zu ihrer Sauerstoffversorgung Gefalie bilden (Gerhardt, 2003).

flk-1

Nervus opticus

Abb. 8: Schematische Darstellung von Angiogeneseprozessen in der Retina
Migration von Endothelzellen (EC) iiber ein Netzwerk aus Astrozyten (AC) in Richtung Ora serrata.

Die GefdB3e wachsen in der oberen Ganglienzellschicht zundchst bis zum dufleren Rand der

Retina (der Ora serrata). Von diesen GefdBlen ausgehend erfolgt anschlieBend das
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Wachstum von Kapillaren in tiefere Schichten der Retina (bis zur inneren Kornerschicht,

s. Abb. 37, Kapitel 3.2.5).

Zu welchem Zeitpunkt die Rekrutierung der Perizyten zum endothelialen GefaBBgeflecht
erfolgt, war zu Beginn dieser Arbeit umstritten: Wéhrend einige Autoren der Ansicht
waren, dass Perizyten bereits frith wihrend der Entwicklung eine Rolle spielen, z.B. indem
sie Endothelzellen den Weg weisen oder Liicken zwischen Endothelzellen iiberspannen,
um den Austritt von Blutbestandteilen zu verhindern (Rhodin und Fujita, 1989; Nehls,
1992; Wesseling, 1995; Schlingemann, 1996), vertraten andere Autoren die Hypothese,
dass Perizyten erst spdt wihrend der Entwicklung rekrutiert werden (Orlidge und
D Amore, 1987; Sato und Rifkin, 1989; Beck und D Amore, 1997; Benjamin, 1998;
Hirschi, 1999). In diesem Zusammenhang prigten Benjamin et al. 1998 den Begriff
window of plasticity, der fiir ein Zeitfenster steht, in dem die Gefille noch nicht von
Perizyten ummantelt sind und sich so im Zuge des GefaBBremodelings dem aktuellen Nihr-
und Sauerstoffbedarf der Umgebung anpassen konnen. Mit der Rekrutierung von Perizyten
— die ihrer Meinung nach einige Tage bis eine Woche hinter der Gefa3bildung liegt —
verliert das Gefdll seine Plastizitit und wird Wachstums- und/oder Apoptosesignalen

gegeniiber resistent (Benjamin, 1998).

Gesichert ist, dass Perizyten iiber den Faktor PDGF-B rekrutiert werden (Hellstrom, 1999;
Betsholtz, 2001). Dieser Wachstumsfaktor wird unter anderem von Endothelzellen
gebildet. Perizyten besitzen den entsprechenden Rezeptor, den PDGF-Rezeptor-P3, iiber
den sie das Signal empfangen (Abb. 9) (D_Amore und Smith, 1993).

Wird das PDGF-B Signal ausgeschaltet oder blockiert, z.B. bei PDGF-B Knockout-
Maiusen oder iiber Antikérper gegen den Rezeptor, so findet keine Rekrutierung von
perivaskuldren Zellen wéhrend der GefdBentwicklung statt. Das GefaBsystem ohne
Perizyten weist &hnliche Besonderheiten auf wie das der diabetischen Retina:
Mikroaneurysmen, Odeme und Himorrhagien (Lindahl, 1997; Hellstrom, 2001; Hammes,
2002). Es wird vermutet, dass das wechselseitige Signaling zwischen Endothelzellen und
Perizyten ihre Bindung zueinander festigt und zur Stabilisierung des Gefdlnetzes beitréagt:
So exprimieren Perizyten u.a. Angiopoietin-1 (Ang-1), welches an den Tie-2 Rezeptor auf
Endothelzellen bindet (Abb. 9). Versuche mit Knockout-Méusen, bzw.

Uberexpressionsmodellen zeigen, dass das Ang-1/Tie2-System essenziell fiir die Reifung
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des Gefallsystems ist (Maisonpierre, 1997; Suri, 1998; Hayes, 1999; Thurston, 1999; Jain
und Munn, 2000).

Nerwvus opticus

Abb. 9: Schematische Darstellung von Angiogeneseprozessen in der Retina

Rekrutierung von Perizyten (PC) zum endothelialen GefdBgeflecht durch das PDGF-B/RB-System
und Stabilisierung der Bindung iiber das Ang-1/Tie2-System.

Generell scheint also die Rekrutierung von Perizyten fiir die Stabilisierung von Kapillaren
und damit fiir den Schutz von Endothelzellen gegeniiber Wachstums- und/oder
Degenerationsreizen von Bedeutung zu sein. Die zeitliche und rdumliche Dynamik

zwischen Perizytenrekrutierung und Kapillarstabilitét ist jedoch nur unzureichend geklart.

Eine weitere — fiir diese Arbeit nicht relevante — Funktion von Perizyten scheint in ihrer
Fahigkeit zur Kontraktion begriindet zu sein: Sie besitzen — wie die vSMC - o-Aktin und
sind demnach moglicherweise aktiv an der Regulation des Blutflusses beteiligt (Kelley,
1987, 1988; DeNofrio, 1989; Skalli, 1989). Sie besitzen Rezeptoren fiir Endothelin-1 (Lee,
1989a; Takahashi, 1989; Masaki, 1995; Kawamura, 2002), das von Endothelzellen als
Signal zur GefdBBkontraktion gebildet wird und die zyklische GMP-abhingige Kinase, die
an der Regulation der Kontraktion vaskuldrer Glattmuskelzellen beteiligt ist (Joyce, 1984).
Somit ist es wahrscheinlich, dass auch das endotheliale NO zur Regulation des Blutflusses

iiber die Perizyten beitrdgt (Hirschi und D'Amore, 1996).
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1.5 Zielsetzung

Aufgrund der unterschiedlichen Fragestellung ist die vorliegende Arbeit in zwei Projekte

unterteilt:

Ziel von Projekt I ist es, die Wirkung von Tenilsetam auf die Endothelzelle ndher zu
charakterisieren, da hierzu bislang noch keine Daten vorliegen. Mit Hilfe von funktionellen
Tests an humanen vendsen Nabelschnur-Endothelzellen (HUVECs) sowie an bovinen
retinalen Endothelzellen (BRECs) wurde untersucht, ob Tenilsetam einen Einfluss auf die
zelluldire  Proliferation, = Apoptose, = Adhédsion, = Migration,  Expression  von
Adhisionsmolekiilen und das Zellsprouting hat. Nach Durchsicht und Diskussion der
Ergebnisse stellt sich die Frage, ob Tenilsetam unter Umstidnden einen neuen Ansatzpunkt

zur Therapie der diabetischen Retinopathie liefert.

Neben der diabetischen Retinopathie gibt es noch eine andere Erkrankung, die mit dem
Fehlen von Perizyten in Verbindung gebracht wird: die Frithgeborenenretinopathie. Auch
hier kommt es nach vorangegangenem Gefdfuntergang zu Hypoxie-induzierten reaktiven
Neovaskularisationen, die letztlich zur Erblindung fithren konnen. Wéhrend die Perizyten
beim Diabetes kontinuierlich verloren gehen, sind sie bei den Frithgeborenen zum
Zeitpunkt der Erkrankung wahrscheinlich noch nicht vorhanden. Es gibt ein Mausmodell,
welches in seinem Verlauf der Frithgeborenenretinopathie gleicht: das ROP-Modell (ROP,
retinopathy of prematurity, s. Kapitel 2.2.3.4). Mit Hilfe dieses Modells soll geklart
werden, ob ein zeitlicher und rdumlicher Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein
von Perizyten und der Stabilitit des retinalen Gefdfinetzes besteht.

Folglich wurde zundchst die retinale Perizytendichte bei jungen Mausen an den Tagen p7
bis pl2 ermittelt. AnschlieBend wurde tiberpriift, wie stark die Angiogeneseantwort auf
eine an diesen Tagen einsetzende Hyperoxie mit anschlieBender Hypoxie ausfillt (ROP-
Modell). Der Nachweis von an diesem Prozess beteiligten Wachstumsfaktoren und

Rezeptoren, wurde mit Hilfe der Western Blot-Analyse durchgefiihrt.

Projekt II verfolgt das Ziel, die gewonnenen Erkenntnisse iiber die Bedeutung von
Perizyten widhrend der retinalen Angiogenese auf die pathologische Situation beim
Diabetes zu iibertragen, um auf diesem Wege neue Mdglichkeiten der Pravention und

Behandlung der diabetischen Retinopathie zu diskutieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite und Software

Mikroskop BMR

Kamera RT Slider

Software MetaMorph (Version 4.619)
Elektrophorese-Apparatur

Western Blot-Apparatur

Elma Sonicator

Translumiator Gel Doc™ 2000
Software Quantity One® (Version 4.2.1)
Zentrifuge Mikro 22 R

Zentrifuge Labofuge 400R
Sauerstoffsensor (ROP-Modell)

Inkubator (ROP-Modell)

Einbettmaschine ,Tissue Tek 1T’

Zellzdhler CASY 1

Chemotaxis-Kammer (48-Well)

Freezing Container, Nalgene™ Cryo 1°C
FACS Epics® XL

Software Expo32 ADC

Photometer ,thermomax microplate reader’

Software SOFTmax (Version 2.22)

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Dextrankiigelchen Cytodex 3

FACS-Rohrchen (5 ml)
6-well Kulturplatten, Costar”

Leica, Bensheim

Visitron Systems GmbH, Puchheim
Visitron Systems GmbH, Puchheim
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Transsonic Digitals, Singen
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Hettich AG, Béch, Schweiz
Heraeus, Osterode/Harz

medicap Medizintechnik GmbH,
Ulrichstein

Keutz, Reiskirchen

Vogel, Medizinische Technik und
Elektronik, Gie3en

Schérfe System GmbH, Reutlingen
Corning Costar, Bodenheim

Fisher Scientific GmbH, Nidderau
Beckmann-Coulter, Krefeld
Beckmann-Coulter, Krefeld
Molecular Devices, Miinchen

Molecular Devices, Miinchen

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg
Sarstedt, Niimbrecht

Corning Costar, Bodenheim
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12-well Kulturplatten, Costar™

96-well Kulturplatten, Nunclon™

Nalgene Bottle Top Filter 0,2 pm fiir 500 ml
Petrischalen fiir Zellkultur @ 94 mm

Polycarbonat-Membran & 8um, PVP frei

PVDF-Membran

Rontgenfilm Hyperfilm™ ECL

Suspensionskulturflaschen (50 ml)

2.1.3 Chemikalien und Losungen

ABTS-Substrat

Amidoschwarz 10B

Ammoniumpersulfat

Aprotinin (Trasylol) [500 000 KIE/50 ml]
Bromphenolblau

Butanol

n-Butylacetat zur Synthese

Collagen Typ I

Color Marker Wide Range
Complete™Mini, Proteasen-Inhibitoren-Cocktail
Deoxycholat

Dimethylformamid

Dulbecco’s MEM 25 mM Hepes
Dulbecco’s PBS, pH 7,4

ECL™

EDTA
EGTA

Endothelzellen-Basalmedium

Corning Costar, Bodenheim
Fisher Scientific GmbH, Nidderau
Fisher Scientific GmbH, Nidderau
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Whatman nucleopore®, Maidstone,
UK

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Merck, Darmstadt

BioRad, Miinchen

Bayer, Miinchen

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

PromoCell GmbH, Heidelberg
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Eosin

Fibrinogen, bovines

FORENE® Inhalationsnarkotikum
Formaldehyd 3,5-3,7 %

Gelatine (2 %ige Losung)
D-(+)-Glucose

Glycerol

Glycin

Hepes

Kaisers Glyceringelatine
Kaliumchlorid
Kaliumferricyanid, K;Fe(CN)g
Kaliumferrocyanid, K4Fe(CN)g x 3 H,O
Kristallviolett

Mayers Himalaunlosung
Magnesiumchlorid
B-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver, entfettet

Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Paraformaldehyd

Paraplast, Schmelzpunkt 58°C

Rinderserum, fetales
Rotihistol® zum Entwachsen
Roti Histokit® zum Eindeckeln
Rotiphorese® Gel 30

RPMI 1640

Merck, Darmstadt
Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden
(seit 1.1.03: Merck, Biosciences
GmbH, Darmstadt)

Abott GmbH, Wiesbaden

Otto Fischar GmbH & Co KG,
Saarbriicken

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Fluka, iiber Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Firma medim Histotechnologie,
Altenbusek

BioWest, Nuaillé, Frankreich
Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Restore™ Western Blot

Serumalbumin, bovines (Fraktion V)

SDS

Staurosporin aus Streptomyces sp.

TEMED p.a. 99 % (fiir d. Elektrophorese)
Tenilsetam

TRITC-Lectin aus Bandeiraea simplicifolia
Triton X-100

Trizma®Base

Trypsin-EDTA (10fach konzentriert)
Tween 20

X-gal

2.1.4 Chemokine und Wachstumsfaktoren

bFGF, human (Nr. 13256-029)
rekombinant; 10 pg/ml

Interleukin-1B3, human (Nr. 1457756)
rekombinant (E. coli); 2 ng/ml

VEGEF (165), human (Nr. 293-VE-050)
rekombinant; 50 pg/ml

2.1.5 Enzyme

Thrombin (T-7513)

2.1.6 Antikorper

Primérantikorper:

Anti-Aktin (A-2066)

polyklonal aus Kaninchen; 0.5 mg/ml
Anti-Angiopoietin-1 (N-18) sc-6319
polyklonal aus Ziege; 0.2 mg/ml

Pierce Chemical Company, Rockford,
USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Pierce Chemical Company, Rockford,
USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roth GmbH, Karlsruhe

Aventis Pharma, Frankfurt/Main
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Gibco BRL, Life Technologies,
Gaitherburg, USA

Boehringer Mannheim, Mannheim

R&D Systems GmbH, Wiesbaden -
Nordenstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
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Anti-Angiopoietin-2 (F-18) sc-7017

polyklonal aus Ziege; 0.2 mg/ml
Anti-E-Selektin (Nr. 555 648) Klon: 68-5H11

monoklonal aus Maus; 0.1 mg/ml
Anti-ICAM-1 (M7063) Klon: 6.5B5

monoklonal aus Maus; 0.38 mg/ml
Anti-PDGF-B (C-9115)

polyklonal aus Kaninchen; 5.24 mg/ml
Anti-PDGF-R (Nr. 06-498)

polyklonal aus Kaninchen; 1 mg/ml
Anti-Tie-2 (C-20) sc-324

polyklonal aus Kaninchen; 0.1 mg/ml
Anti-VCAM-1 (M7106) Klon: 1.4C3

monoklonal aus Maus; 0.35 mg/ml
Anti-VEGF (A-20) sc-152

polyklonal aus Kaninchen; 0.2 mg/ml

Sekundirantikdrper:

Anti-Kaninchen, HRP-Konjugat (P 0217)
(1.3 mg/ml)

Anti-Maus, HRP-Konjugat (P 0447)
(1.0 mg/ml)

Anti-Ziege-IgG, HRP-Konjugat (205-035-108)
(1.0 mg/ml)

2.1.7 Kits

Annexin V-FITC Kit (PN IM3546)

Cell Proliferation ELISA, BrdU (Nr. 1647229)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg

Dako, Hamburg

von Charles E. Hart, Novo Nordisk,
Seattle, Washington, USA

Upstate Biotechnology, Lake Placid,
NY, USA

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Dako, Hamburg

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, iiber Dianova,

Hamburg

Immunotech (Coulter Company),
Marseille, France

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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2.2 Methoden

2.2.1 Grundlagen der Zellkultur

Als Zellkultursystem wurden HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) und
BRECs (bovine retinal endothelial cells) eingesetzt. Die Isolierung von Endothelzellen aus
der Nabelschnur geht auf das urspriingliche Protokoll von Jaffe et al. (Jaffe, 1973) zuriick.
Die Isolierung von Endothelzellen aus der bovinen Retina erfolgte nach einem Protokoll

von Schor et al.(Schor und Schor, 1986).

Die HUVECs wurden in ECBM (endothelial cell basal medium) von PromoCell kultiviert.
Neben 5 % FCS enthidlt das Vollmedium Zusédtze aus dem Supplement Pack von
PromoCell (0.1 pg/ml EGF, 1 pg/ml bFGF, 1 mg/ml Hydrocortison, 50 mg/ml
Gentamycinsulfat und 50 pg/ml Amphotericin B). BRECs wurden in ECBM mit 10 %
FCS kultiviert, allerdings wurde neben den oben genannten Wachstumsfaktoren und
Antibiotika zusédtzlich 0.1 % ECGS (endothelial cell growth supplement/heparin) aus dem
Supplement Pack zugesetzt. Medium, welches ausschlieBlich zum Waschen der Zellen
verwendet wurde, enthielt 10 % FCS und keinerlei weitere Zusétze. Die Zellen wurden bei

5% CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit und 37°C inkubiert.

2.2.1.1 Kryokonservierung von Zellen

Zellen, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden, wurden zweimal mit
warmen PBS gewaschen und durch Zugabe von Trypsin-EDTA von der Platte gelost. Die
Enzymreaktion wurde durch Zugabe von FCS-haltigem Waschmedium abgestoppt und die
Zellsuspension in ein Blue Cup iiberfiihrt. Nach einer 5-miniitigen Zentrifugation mit 125 g
wurde das Zellpellet in 500 pl Vollmedium mit 20 % FCS aufgenommen und in ein
Kryorohrchen gegeben, in das bereits 500 pl Vollmedium mit 20 % DMSO vorgelegt
wurde. DMSO ist ein kleines, fettlosliches Molekiil, welches durch die Plasmamembran in
das Innere der Zellen diffundiert. Dort verhindert DMSO die Entstehung von Eiskristallen,
die eine Zerstorung der Zelle herbeifiihren wiirden. Das Réhrchen wurde anschlieend in
eine Einfrierbox gestellt und bei —80°C fiir ca. 85 min eingefroren. Die Einfrierbox enthélt
Isopropanol, was bewirkt, dass sich die Zellen gleichméBig mit 1°C/min abkiihlen. Nach

85 min wurden die Kryordhrchen aus der Einfrierbox in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.
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2.2.1.2 Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden unter Schwenken des Kryordhrchens im 37°C-Wasserbad aufgetaut.
Der Inhalt des Rohrchens wurde dann umgehend in ein Blue Cup pipettiert, welches bereits
9 ml angewidrmtes Waschmedium enthielt. Um die Zusétze des Einfriermediums zu
entfernen, wurden die Zellen fiir 3 min mit 80 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.
Anschliefend wurde das Zellpellet vorsichtig in 10 ml Vollmedium aufgenommen und in

eine mit Gelatine beschichtete Zellkulturschale ausgesit.

2.2.1.3 Passagieren von Zellen

Hatten die Zellen den Zustand der Konfluenz erreicht (nach ca. 4-6 Tagen), wurden sie
subkultiviert. In der Regel wurde eine konfluente Schale auf vier neue Kulturschalen
aufgeteilt. Hierzu wurde zunéchst das Medium abgesaugt und der Zellrasen zweimal mit
jeweils 10 ml warmen PBS gewaschen. Um die Zellen von der Platte zu 16sen, wurden sie
mit 1.5 ml angewdrmtem Trypsin-EDTA {iberschichtet. Sobald sich die Zellen von der
Substratoberflache abkugelten, wurde die Trypsinaktivitit durch Zugabe von 8,5 ml
Waschmedium inaktiviert und die Zellsuspension in ein Blue Cup pipettiert. Mit 125 g
wurden die Zellen zentrifugiert und das Medium anschlieBend abgesaugt. Das Zellpellet
wurde in 8 ml Vollmedium resuspendiert und auf 4 Zellkulturschalen verteilt, in die zuvor

je 8 ml Vollmedium vorgelegt wurde.

Fiir die Versuche wurden Zellen der Passage 3 bis 5 verwendet. Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte mit Hilfe des Cell Counters CASY 1 (Schéarfe System GmbH,
Reutlingen).

2.2.1.4 Einsatz von Tenilsetam

Tenilsetam wurde vor Versuchsbeginn in PBS gelost und sterilfiltriert. Da die Substanz
licht- und sauerstoffempfindlich ist, wurden die Arbeitsschritte im Dunkeln vorgenommen.
Die angesetzte Losung wurde nach der Sterilfiltration ziigig aliquotiert und dann entweder
sofort fiir den Versuch eingesetzt oder bis zu ihrem Gebrauch bei —20°C eingefroren.

Einmal aufgetaute Aliquots wurden nicht wieder eingefroren.
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2.2.2 Funktionelle Tests
2.2.2.1 Proliferation

Prinzip: Um die Wirkung von Tenilsetam auf die Proliferation von Endothelzellen zu
untersuchen, wurden diese in eine 96-Well-Platte ausgesdt und mit oder ohne
Wachstumsfaktoren, bzw. mit oder ohne Tenilsetam inkubiert. 48 Stunden spiter wurden

die Zellen fixiert, gefarbt und quantifiziert.

Durchfiihrung: HUVECs wurden in einem Volumen von 100 pl Medium, welches
entweder 0.2 % FCS oder 10 % FCS enthielt, in eine 96-Well-Kulturschale ausgesét
(5000 Zellen/Well). Unterschiedliche Konzentrationen an Tenilsetam wurden der
Zellsuspension direkt zugefiigt und der Ansatz fiir 48 Stunden bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit warmen PBS vorsichtig gewaschen und mit 100 pl
kalter Methanol/Aceton-Losung (1:1) fiir mindestens 30 min fixiert. Die fixierten Zellen
wurden mit 50 pl Kristallviolett-Losung (0.5 % Kristallviolett, 20 % Methanol, 79.5 %
ddH,0) fiir 30 min bei RT gefdarbt und dann in einer Wanne mit Leitungswasser so lange
gewaschen, bis alle iiberschiissige Farbe entfernt war. Die gefarbten Zellen wurden kurz
luftgetrocknet und anschlieend durch Zugabe von 50 pul einer Losung aus 30 % Methanol,
10 % Eisessig und 60 % ddH,O entfirbt. Die Quantifizierung der Zellen erfolgte im
ELISA-Reader iiber die Bestimmung der optischen Dichte bei 590 nm (ODsyy).

2.2.2.2 DNA-Synthese

Prinzip: Zellulire Proliferation benétigt immer zunéchst auch eine Vervielfdltigung der
DNA. Deshalb ist es moglich, das Ausmal der zelluldren Proliferation liber die Menge des
bei der Replikation eingebauten Pyrimidin-Analogs 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) zu
bestimmen. BrdU wird bei diesem Versuchsansatz anstelle von Thymidin in die DNA
eingebaut und kann nach Versuchsende mit einem Peroxidase-gekoppelten Antikdrper
nachgewiesen und quantifiziert werden. Der Versuch wurde mit dem BrdU-ELISA Kit von

Roche (Mannheim) durchgefiihrt.

Durchfiihrung: HUVECs wurden in 96-Well-Kulturplatten ausgesit (5000 Zellen/Well)
und fiir 3 Tage in Vollmedium kultiviert. Das Medium wurde anschlieBend gegen
serumfreies ECBM ohne jegliche Wachstumsfaktoren ausgetauscht, um die Zellen in eine

"Hungerphase" zu versetzten. Nach 24 Stunden wurde auch dieses Medium abgesaugt und
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durch ECBM mit 0.05 % FCS ersetzt. Dem Medium zugesetzt wurden VEGF (20 ng/ml),
um die Zellen zur Proliferation zu stimulieren, sowie unterschiedliche Konzentrationen an
Tenilsetam, um zu testen, welchen Einfluss Tenilsetam auf die DNA-Synthese von
Endothelzellen hat. Die Inkubation dieses Versuchsansatzes erfolgte fiir 24 Stunden bei
37°C. Die letzten 6 Stunden wurde das Substrat BrdU in einer Endkonzentration von
10 uM zugesetzt. AnschlieBend wurde das Medium entfernt, und die Zellen wurden mit
200 pl "FixDenat" fiir 30 min bei Raumtemperatur fixiert, bevor die unspezifischen
Bindungsstellen iiber Nacht mit 100 pl 3 % BSA in PBS bei 4°C abgeblockt wurden.
Darauthin wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dann fiir 90 min bei RT mit
dem monoklonalen BrdU-Antikorper inkubiert. Nicht gebundener Antikdrper wurde durch
dreimaliges Waschen entfernt, bevor je Well 100 pl der Substratlosung
(Tetramethylbenzidin, TMB) zugegeben wurde. Nachdem eine deutliche Farbentwicklung
stattgefunden hatte (nach ca. 15 — 30 min im Dunkeln), wurde die Reaktion durch Zugabe
von 25 pl 1 M Schwefelsdure (H,SO,4) beendet. Die Quantifizierung der DNA-Synthese
erfolgte direkt im Anschluss iiber die Messung der Farbintensitit bei 450 — 650 nm im

ELISA-Reader.

2.2.2.3 Apoptose

Prinzip: Das integrale Membranprotein Phosphatidylserin befindet sich in intakten Zellen
auf der zytoplasmatischen Seite der Membran. Wiahrend der Apoptose von Zellen wird es
jedoch an die Membranauflenseite transloziert. Annexin V, ein Kalzium-abhéngiges,
Phospholipid-bindendes Protein, bindet mit hoher Affinitdt an Phosphatidylserin, wodurch
an FITC gekoppeltes Annexin in der FACS-Analytik als Marker der Apoptose dienen
kann. Nekrotische Zellen, die durch den Verlust der Membranintegritit ebenfalls Annexin
binden, werden durch Gegenfiarbung mit Propidiumiodid von den apoptotischen Zellen

unterschieden, da Propidiumiodid nur mit der DNA geschédigter Zellen interkaliert.

Es wurde {iberpriift, ob Tenilsetam bei Endothelzellen eine Apoptose induziert. Als
Positivkontrollen dienten Zellen, die mit dem unspezifischen PKC-Inhibitor Staurosporin
inkubiert wurden, sowie Zellen, die auf BSA-beschichteten Kulturschalen an der Adhésion
gehindert wurden. Der Versuch wurde mit dem Annexin V-FITC Kit von Immunotech

(Coulter Company) durchgefiihrt.
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Durchfiihrung: Konfluente HUVECs (zweier 90 mm-Kulturschalen) wurden mittels
Trypsin abgelost, in HUVEC-Vollmedium aufgenommen und auf zwei 6-Well-Platten
verteilt. Die Wells waren entweder Gelatine- oder BSA-beschichtet. Die Zellen wurden fiir
20 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen Tenilsetam oder mit der entsprechenden
Menge an PBS (Negativkontrolle) inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde nach 16 Stunden
fiir 4 Stunden mit 1 uM Staurosporin behandelt (Positivkontrolle).

Zur Bestimmung der nekrotischen und apoptotischen Zellen, wurde das iiberstehende
Medium in ein FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Die FACS-R6hrchen wurden zuvor mit 0.3 %
BSA beschichtet, um eine Adhision von Zellen an die Wandung zu verhindern. Der
Zellrasen wurde zweimal mit je 500 ul kaltem PBS gewaschen und auch die dadurch
abgeldsten Zellen wurden in das Rohrchen pipettiert. Die adhédrenten Zellen wurden durch
200 pl Trypsin-EDTA pro Well abgeldst und zusammen mit 800 ul Waschmedium in das
jeweilige FACS-Rohrchen gegeben. Anschlieend wurden die Réhrchen mit 180 g fiir 5
min zentrifugiert und das Zellpellet in einem Puffer resuspendiert, der 100 ul kalten
binding buffer, 1 pl Annexin V-FITC- und 5 pl Propidiumiodid-Losung enthielt. Die
Zellsuspension wurde fiir 10 min im Dunkeln inkubiert. Dann wurden je 400 pl binding
buffer zugegeben und der Prozentsatz an apoptotischen und nekrotischen Zellen wurde

durchflusszytometrisch bestimmt.

2.2.2.4 Adhdsion

Prinzip: Endothelzellen werden auf unterschiedlich beschichtete Wells einer 96-Well-
Kulturplatte ausgesét. Eine Stunde spiter werden die nicht adhdrenten Zellen abgewaschen

und die adhdrenten Zellen fixiert, gefdrbt und quantifiziert.

Durchfiihrung: Eine 96-Well-Zellkulturplatte wurde iiber Nacht bei 4°C entweder mit
3 % BSA (Negativkontrolle), 5 % FCS oder 0.2 % Gelatine beschichtet. Die
unspezifischen Bindungsstellen wurden durch Zugabe von je 100 pl 3 % BSA in PBS fiir
1 Stunde bei RT geblockt. HUVECs wurden abtrypsiniert, zweimal mit serumfreien
ECBM gewaschen, und das Zellpellet in Adhédsionsmedium (ECBM mit 0.3 % BSA)
resuspendiert. 30 000 Zellen wurden in einem Volumen von 100 pul pro Well pipettiert und
fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Zellen waren entweder fiir 24 Stunden mit
Tenilsetam in unterschiedlichen Konzentrationen priinkubiert oder es wurden die

entsprechenden Konzentrationen der Substanz direkt vor Versuchsbeginn zur
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Zellsuspension gegeben. Anschliefend wurden die nicht adhédrenten Zellen abgesaugt, die
Wells mit 100 pl warmen PBS gewaschen und die verbliebenen Zellen wie unter Punkt
2.2.2.1 fixiert und gefarbt. Die Quantifizierung der adhirenten Zellen erfolgte iiber die
Bestimmung der optischen Dichte bei 590 nm (ODsg9) im ELISA-Reader.

2.2.2.5 Migration

Prinzip: Endothelzellen werden auf eine Polycarbonatmembran (PorengroBe: 8 pm)
ausgesat. Das unterhalb der Membran befindliche Medium kann chemotaktische Agenzien
enthalten, auf deren Reiz hin die Zellen die Membran durchwandern und an ihrer
Unterseite adhérieren. Die migrierten Zellen werden mit Kristallviolett angeféarbt und iiber

die optische Dichte quantifiziert.

Der Migrationsassay wird in einer Chemotaxis-Kammer durchgefiihrt. Diese Apparatur
besteht aus zwei Acrylplatten, zwischen denen die Polycarbonatmembran gespannt wird.
Die Oberplatte enthdlt 48 durchgehende Locher, die Unterplatte die dazu
korrespondierenden 48 Wells. Bei zusammengesetzter Kammer werden diese Locher zu
Wells fiir die Zellsuspension. Mit dieser Methode wurde untersucht, ob Tenilsetam die

Migration von Endothelzellen auf einen chemotaktischen Reiz hin verédndert.

Durchfiihrung: Die Polycarbonatmembran wurde mit 100 pg/ml Collagen Typ I iiber
Nacht bei 4°C beschichtet. Vor Versuchsbeginn wurde sie der Collagen-Losung
entnommen und an der Luft getrocknet. Die Wells der Bodenplatte wurden mit 25 pl
ECBM (0.2 % FCS) befiillt, welches je nach Versuchsbedingung entweder 20 ng/ml
VEGF, 20 ng/ml VEGF in Kombination mit 20 ng/ml bFGF oder keinerlei
chemotaktisches Agens (Negativkontrolle) enthielt. Auf die so befiillte Bodenplatte wurde
die Membran mit der rauen Seite nach unten gelegt. AnschlieBend wurde die Oberplatte
mit der Silikondichtung zusammen auf die Bodenplatte gedriickt und das entstandene

"Sandwich" fest zusammengeschraubt.

In die Wells der Oberplatte wurde nun 50 pl Zellsuspension pipettiert. Zur Vorbereitung
der Zellsuspension wurden die HUVECs von der Kulturschale abtrypsiniert, in ECBM mit
0.2 % FCS resuspendiert und ihre Zahl mit dem Casy Counter bestimmt. Die Zellen
wurden erneut mit 125 g fiir 5 min zentrifugiert und anschlieend in so viel Medium

aufgenommen, dass sich 30 000 Zellen in 50 pl befanden. Je nach Fragestellung wurden
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die Zellen entweder vor der Trypsinbehandlung fiir 24 Stunden mit Tenilsetam
priainkubiert oder Tenilsetam wurde direkt vor Versuchsbeginn zur Zellsuspension

gegeben.

Die befiillte Chemotaxis-Kammer wurde fiir 4 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Im Anschluss wurde die Membran der Kammer entnommen und die nicht migrierten
Zellen auf der glatten Oberseite abgestreift. Hierfiir wurde sie zwischen zwei breite
Plastikklammern gespannt, die Seite mit den nicht migrierten Zellen in Kochsalzlésung
getaucht und an einem Wischblatt aus Gummi abgestreift. Dieser Prozess wurde dreimal
wiederholt, bis alle nicht migrierten Zellen auf der Membranoberseite entfernt waren. Die
migrierten Zellen, die an der Membranunterseite hefteten, wurden in einem 20-miniitigen
Bad in Methanol/Aceton (1:1) fixiert und liber Nacht in Kristallviolettlosung (s. Punkt
2.2.2.1) gefarbt. Um iiberschiissiges Kristallviolett zu entfernen, wurde die Membran in
ddH,O gewaschen und nass auf einen sauberen Objekttriger gezogen. Nach
Lufttrocknung, wurde die Membran photographiert und die Menge der migrierten Zellen
wurde iiber die Stirke der Kristallviolettanfarbung ermittelt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe
des Gel Doc 2000™ Dokumentationssystem und der QuantityOne-Software von BioRad
(Miinchen). Zur Autbewahrung der Membran wurde diese mit einem zweiten Objekttrager

mit Rotikit eingedeckelt.

2.2.2.6 ELISA zur Bestimmung der Adhdisionsproteine

Prinzip: Unter inflammatorischen Bedingungen exprimieren Monozyten, Makrophagen,
B-Zellen und andere Zellen Interleukin-1f (IL-1B), das an einen Rezeptor auf
Endothelzellen bindet und dadurch eine Hochregulation der Adhisionsmolekiile [CAM-1,
VCAM-1 und E-Selektin bewirkt. Diese Molekiile sind an der Adhdsion von Leukozyten
an die Endothelzellen beteiligt. Um zu untersuchen, ob Tenilsetam seine positive Wirkung
auf Endothelzellen moglicherweise iiber eine Regulierung dieser Adhisionsmolekiile
ausilibt, wurden Endothelzellen in 96-Well-Kulturplatten herangeziichtet, mit IL-13 sowie
Tenilsetam behandelt und die Expression von Adhédsionsmolekiilen iiber eine

Immundetektion beurteilt.

Durchfiithrung: HUVECs wurden in 96-Well-Kulturplatten ausgesit (5000 Zellen/Well)
und fiir 3 Tage in Vollmedium kultiviert. AnschlieBend wurde das Vollmedium entfernt,

einmal mit warmen PBS gewaschen und 100 pl serumfreies ECBM pro Well pipettiert.
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Dem Medium wurden nun IL-1B in einer Endkonzentration von 1 ng/ml zugegeben, um
die Expression der Adhésionsmolekiile zu stimulieren, sowie unterschiedliche
Konzentrationen an Tenilsetam, um dessen Effekt auf die Molekiilexpression zu
untersuchen. Nach einer Inkubationsperiode von 6 Stunden bei 37°C wurden die Zellen mit
warmen PBS gewaschen und entweder mit 100 pl 3 % Paraformaldehyd fiir eine Stunde
bei RT ( ICAM-1 Farbung) oder mit 100 ul Methanol-Aceton-Losung (1:1) fiir 30 min bei
4°C (VCAM-1, bzw. E-Selectin Firbung) fixiert. Die Fixationslosung wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und unspezifische Bindungsstellen iiber Nacht bei
4°C mit 100 pl 3 % BSA in PBS abgeblockt. Die Blockierungslosung wurde abgesaugt
und die Primérantikorper wurden in 100 pul TBS-T auf die Zellen gegeben (Verdiinnung
1:200). Nach einer Inkubationsdauer von 90 min bei RT, wurden die Zellen dreimal mit
TBS-T gewaschen und mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper fiir 60 min bei
RT inkubiert. Nach einem letzten Waschschritt mit TBS-T wurden 750 ul ABTS und 10 pl
H;0; in 15 ml ABTS-Puffer gelost und davon je 100 ul pro Well pipettiert. Nach 45 min

Inkubation im Dunkeln wurden die Proben bei 405 nm im ELISA-Reader gemessen.

2.2.2.7 Sprouting

Prinzip: Um zu testen, ob Tenilsetam einen Einfluss auf das Aussprossen von
Endothelzellen hat, werden BRECs auf kleinen, Gelatine-beschichteten Dextrankiigelchen
(Cytodex 3, Pharmacia) angeziichtet. Diese microcarrier (MC) werden anschlieend in ein
Fibringel eingebettet und mit Medium {berschichtet, welchem entweder
Wachstumstimulatoren oder — Inhibitoren zugegeben werden. Das Ausmall des

Aussprossens wird ermittelt, indem die Anzahl der Sprouts pro MC gezéhlt werden.

Durchfithrung: Die trockenen MC wurden in Ca®'- und Mg*"-freiem PBS (pH 7.4) fiir
mindestens 3 Stunden bei RT hydriert (ca. 50 — 100 ml/g MC). Dann wurde das iiber den
aufgequollenen MC stehende PBS dekantiert und durch 50 ml frisches PBS ersetzt. Nach
diesem Waschschritt wurde das PBS erneut durch 50 ml frisches PBS ersetzt und die
Losung anschlieBend bei 115°C fiir 15 min autoklaviert. Die sterilisierten MC wurden bei

4°C gelagert.

Anzucht von BRECs auf MC:

Vor Versuchsbeginn wurden 1 ml der MC-Losung in ein steriles Rohrchen tiberfiihrt und

die MC mit 10 ml warmen Waschmedium aufgewirbelt. Nachdem sich die MC am Boden
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des Rohrchens abgesetzt hatten, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und ein weiteres
Mal auf diese Weise gewaschen. Die MC wurden dann in 1 ml Vollmedium aufgenommen

und in eine 50 ml-Suspensionskulturflasche tiberfiihrt.

Im néchsten Schritt wurden konfluent gewachsene BRECs von einer 90 mm-
Zellkulturschale abtrypsiniert, gewaschen, in 3 ml Vollmedium aufgenommen und zu den
MC in die Kulturflasche pipettiert. Die Flasche wurde anschlieBend fiir 4 Stunden im
Brutschrank aufrecht inkubiert und jede Stunde einmal leicht geschwenkt, um den BRECs
eine gleichméfBige Adhidsion an die MC zu ermdglichen. AnschlieBend wurden der MC-
BREC-Losung weitere 5 ml Vollmedium zugegeben, die Zellkulturflasche hingelegt und

fir ca. 48 Stunden im Brutschrank belassen.

Vorbereitung der Fibringele und Einbettung der MC:
Fiir drei 6-well Zellkulturplatten wurden 14.5 ml Dulbeccos PBS (PBS”, d.h. mit Ca*" und
Mg®") mit 10 ml Fibrinogenlésung (1.8 mg/ml in PBS") und 500 pl Aprotinin (200 U/ml)

gemischt und je 600 pl dieser Losung pro Well pipettiert.

Die mit BREC bewachsenen MC wurden mit Hilfe von PBS" quantitativ in ein 15 ml-
Rohrchen iiberfiihrt. Nachdem sich die MC abgesetzt hatten, wurde der Uberstand
abgesaugt, ein zweites Mal mit 12 ml warmen PBS" gewaschen und die MC anschliefend
in 2.5 ml PBS" aufgenommen. In jedes Well wurden 60 pl dieser MC-BREC-Losung
pipettiert und die MC durch Schwenken der Platte gleichméBig iiber das Well verteilt. Die
Polymerisierung der Losung wurde durch Zugabe von 0.65 U/ml Thrombin induziert.
Nach einer 20-miniitigen Polymerisierungsperiode bei 37°C, wurde das Gel zum

Aquilibrieren fiir 1 Stunde mit 1 ml ECBM (0.5 % FCS) iiberschichtet.

Stimulation der Zellen und Zugabe von Tenilsetam:

Das Aquilibriermedium wurde abgesaugt und durch 1 ml frisches ECBM (0.5 % FCS)

ersetzt. Diesem frischen Medium wurde entweder bFGF in einer Endkonzentration von
2 ng/ml (Positivkontrolle), nur PBS (Negativkontrolle) oder Tenilsetam in verschiedenen
Konzentrationen zugegeben. Nach einer Inkubationsdauer von 48 Stunden bei 37°C waren
die Sprouts der Positivkontrolle so lang, dass der Versuch ausgewertet werden konnte. Das
Medium wurde abgesaugt und die Gele mit 3%igem Paraformaldehyd fixiert (500 pl/well).
Die Auswertung des Versuchs erfolgte, indem die Zahl der Sprouts auf 50 MC pro Well
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bestimmt wurde. Ein Sprout wurde als positiv bewertet, wenn seine Linge die des MC-
Durchmessers tiibertraf. War ein positiver Sprout nach einer Verzweigungsstelle erneut

langer als der MC-Durchmesser, galt er ebenfalls als Sprout.

2.2.3 Versuche mit XlacZ- und C57BL/6-Miusen
2.2.3.1 Haltung der Tiere

Die Haltung der XlacZ- und C57BL/6-Méuse erfolgte nach den ethischen Richtlinien in
einem abgeschlossenen Tierstall mit standardisierten Bedingungen (kiinstlichem Licht mit
Hell-/Dunkelphasen (12:12 Stunden) und 18-21°C Raumtemperatur). Im Falle der
transgenen XlacZ-Maus handelte es sich um einen S1-Tierstall. Die Méuse wurden in
normierten Makrolonkifigen (Kunststoffkdfige aus Polycarbonat) der Firma Tecniplast
(HohenpeiBenberg) auf Standardeinstreu fiir Labortiere gehalten und hatten freien Zugang
zu Futter und Wasser. Es wurde eine Standard-Didt ("Haltungsdiat" 1324) fiir Ratten und
Maiuse der Firma Altromin GmbH (Lage) verfiittert.

Alle Untersuchungen wurden unter Beachtung des Deutschen Tierschutzgesetzes

durchgefiihrt.

2.2.3.2 Bestimmung der retinalen Perizytendichte bei der XlacZ-Maus

Prinzip: Der Perizytenbesatz von Retinakapillaren wurde mit Hilfe der XlacZ-Maus
bestimmt. Diese transgene Maus wurde von der Arbeitsgruppe um Shani in Israel generiert
(Tidhar, 2001) und trdgt die [-Galaktosidase als Reporterenzym in Perizyten und
vaskuldren Glattmuskelzellen. Da der Perizytenbesatz im Verlauf der retinalen
Entwicklung dargestellt wurde, wurden XlacZ-Méduse an den Tagen p7 bis pl12 und p26
getotet, die Retina entnommen und durch Zugabe von X-gal gefirbt. Das Substrat X-gal
wird von der [B-Galaktosidase gespalten und das blaue Endprodukt (ein Indolderivat)

freigesetzt, das im Lichtmikroskop deutlich erkennbar ist.

Durchfiihrung: Die Mausaugen wurden nach ihrer Entnahme in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zu Versuchsbeginn bei —80°C gelagert. Vor Retinaentnahme
wurden die gefrorenen Augen zunichst fiir 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Die

Fixationslosung wurde stets vor Versuchsbeginn frisch angesetzt.
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Fixationslosung:
0.4 ml 25 %iges Glutaraldehyd
2 ml 37 %iges Formaldehyd
2.5ml 100 mM EGTA (pH 7.3)
0.1 ml 1 M Magnesiumchlorid (MgCl,)

auf 50 ml mit 0.1 M Phosphatpuffer auffiillen

0.1 M Phosphatpuftfer:

1.8 ¢ NaH,PO,4 x H,O
103 ¢g Na,HPO4 x 2 H,O
auf 500 ml mit ddH20 auffiillen
pH-Wert auf 7.3 einstellen

Nach Fixierung der Augen wurden die Retinae entnommen. Hierfiir wurden sie dquatorial
mit einer Mikroschere eingeschnitten und die Cornea durch Schneiden entlang der Ora
serrata abgetrennt. Mit einem rautenféormigen Spatel wurden nun Linse und Glaskorper
entfernt. AnschlieBend wurde die Retina mit einer Préparationsnadel vorsichtig von der
Sklera gelost und mit Hilfe des rautenformigen Spatels in 1 ml Waschldsung iiberfiihrt.

Um die Fixationslosung ausreichend zu entfernen, wurden die Retinae dreimal fiir 15 min

gewaschen.
Waschlsung:
0.5 ml 1 M Magnesiumchlorid (MgCl,)
2.5 ml 1 %iges Deoxycholat
2.5 ml 2 %iges Nonidet P-40

auf 250 ml mit 0.1 M Phosphatpuffer auffiillen

Anschlieend wurden die Retinae iiber Nacht mit ca. 1 ml Féarbelosung bei 37 °C inkubiert.

Férbelosung:

0.1 % X-gal (in Dimethylformamid, 25 mg X-gal/ml)
5mM Kaliumferrocyanid (K4Fe(CN)g)

5mM Kaliumferricyanid (K;Fe(CN)e)

auf 50 ml mit Waschldsung auffiillen
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Die Farbelosung wurde am ndchsten Tag gegen eine gleiche Menge an Waschldsung
ausgetauscht. Nach ca. 3 — 4 Stunden bei 4°C war die Farbentwicklung in den Perizyten
optimal, und die Retinaec wurden mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckelt. Nach
Trocknung der Préparate iiber Nacht, wurden die Perizyten unter dem Mikroskop bei
40-facher Vergroferung quantifiziert. Zu diesem Zweck wurde ein Integrationsokular
benutzt. Im Uhrzeigersinn wurden jeweils 6 Felder in der Peripherie der Retina, sowie 6
Felder im Zentrum der Retina begutachtet. Objektfelder mit groferen Gefdallen wurden
nicht berticksichtigt. Das Ergebnis wurde in mittlerer Perizytenzahl pro mikroskopischem

Feld angegeben.

2.2.3.3 Darstellung des Gefiifinetzes nach erfolgter X-gal Firbung

Prinzip: Nach einer reinen X-gal Farbung kann nur eine Aussage iiber die Zahl an
Perizyten in der Retina getroffen werden. Ob die erfassten Perizyten mit Kapillaren
assoziiert sind und an welchen Stellen sie zu finden sind, l4sst sich durch eine Anfarbung
des Gefdlnetzes mit einem TRITC-konjugierten Lectin aus Bandeiraea simplicifolia
klaren. Dieses Lectin besitzt die Eigenschaft unspezifisch an Kohlenhydratreste der

Gefiaflwand zu binden.

Durchfiithrung: Anstatt die X-gal gefarbten Retinae einzudeckeln wurden sie fiir 10 min in
PBS gewaschen, unspezifische Bindungsstellen fiir eine Stunde bei RT in 1 % BSA in PBS
geblockt und dann fiir mindestens 24 Stunden bei 4°C mit der Lectinlosung inkubiert. Die
Lectin-Stammlosung [1 mg/ml] wurde fiir diesen Zweck 1:100 in PBS verdiinnt. Bevor die
Retinae mit 1%igem Glycerol in PBS eingedeckelt wurden, wurden sie kurz in PBS

gewaschen, um sie von iiberschiissiger Lectinldsung zu befreien.

Die Préaparate wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop BMR von Leica (Deutschland)
begutachtet. FITC wurde mit einer Wellenldnge von 480 nm (blau) angeregt und emittierte
bei 527 nm (griin). Die Photos wurden mit der Kamera "RT Slider" von Visitron Systems
aufgenommen und {iiber das Programm "MetaMorph" der gleichen Firma verwaltet und

abgespeichert.
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2.2.3.4 ROP-Modell mit C57BL/6-Mdusen

Prinzip: Da es bisher kein addquates Tiermodell gibt, in dem die chronische
Hyperglykdmie eine proliferative Retinopathie verursacht, wurde ein Mausmodell
entwickelt (Smith, 1994), welches in seinem Verlauf der Frithgeborenenretinopathie beim
Menschen gleicht. Uber die Induktion einer relativen Hypoxie wird eine retinale
Angiogeneseantwort verursacht, die in ihrem Prinzip und in allen Schritten den
Neovaskularisationen im humanen, diabetischen Auge gleicht. Urspriinglich wurde das

Mausmodell entwickelt, um antiangiogene Therapieprinzipien zu erforschen.

Durchfiithrung: Neugeborene C57BL/6-Miduse werden an Tag 7 nach der Geburt
(postnatal, p7) zusammen mit ihrer Mutter fiir 5 Tage in einer geschlossenen Atmosphére
einem Sauerstoffgehalt von 75 £ 3 % ausgesetzt. Die Luft wird iiber steriles Wasser
befeuchtet und der Sauerstoffgehalt wird {iber einen Sensor (medicap) kontinuierlich
kontrolliert. Nach Ablauf der 5 Tage werden die Méuse der normalen Raumluft ausgesetzt,
wodurch das an einen hoheren Sauerstoffgehalt angepasste GefdBsystem, eine relative
Hypoxie erfahrt. Auf diesen Reiz hin wird die Gefdfneubildung angeregt, die 5 Tage nach
Riickfiihrung maximal ist (an p17). Zu diesem Zeitpunkt werden die Mause getotet und das
Ausmal} der Angiogeneseantwort sowohl quantitativ als auch qualitativ bestimmt (siche

unten).

Bei erwachsenen Méusen ldsst sich mit diesem Verfahren keine proliferative Retinopathie
erzeugen. Das Gefdllsystem ist so stabil, dass auf den Hyperoxiereiz hin keine
Gefilregression stattfindet. Somit entféllt die Phase relativer Hypoxie und der Anreiz zur
Neovaskularisation. Um zu testen, ab welchem Zeitpunkt die murine Retina diesen stabilen
Zustand erreicht hat, wurde das ROP-Modell leicht modifiziert: die neugeborenen Mause
wurden nicht an p7, sondern um ein bis mehrere Tage zeitversetzt dem hohen Sauerstoff
ausgesetzt. D.h. anstelle von p7 wurden die Méduse an p8, p9, pl0, pl1 und p12 mit dem
ROP-Modell konfrontiert und die Angiogeneseantwort jeweils 10 Tage spéter an p17, p18,
p19, p20, p21 und p22 bestimmt (s. Abb. 10).
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A 21% O, | 75% O, | 21% O, | +
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Abb. 10: Zeitverlauf des ROP-Modells (A) und des modifizierten ROP-Modells (B)

Quantitative Darstellung der Angiogeneseantwort:
Die Zellkerne der Endothelzellen, die sich im Zuge der Angiogenese vor die innere
Grenzmembran der Retina ausgebreitet hatten, wurden gezéhlt. Zu diesem Zweck wurden

die Augen in Paraffin eingebettet, geschnitten und gefarbt.

An pl7 wurden die Méuse mit Isofluran (FORENE®, Abott) narkotisiert und getotet. Die
Augen wurden entnommen und in 4 % Formalin fiir 48 Stunden fixiert. Anschlieend
wurde ein Auge in Paraffin eingebettet, worauthin mit Hilfe des Mikrotoms 6 um dicke,
axiale Schnitte des Préparates angefertigt werden konnten. Zur Darstellung der Zellkerne
wurden die Schnitte mit Hdmatoxylin-Eosin geférbt. Bei 40-facher VergroBerung wurde
im Abstand von jeweils 18 um (also jeder 3. Schnitt) die Zahl der Zellkerne gezahlt, die
sich vor die innere Grenzmembran ausgebreitet hatten. Insgesamt wurden 15 Schnitte nach
dem gleichen Prinzip ausgewertet. Dadurch, dass jeweils 8 Schnitte vor und 7 Schnitte
hinter dem Nervus Opticus gezahlt wurden, waren die Schnitte von relativ gleicher Liange
und das Verfahren gut standardisiert. Angegeben wird die mittlere Zellkernzahl pro

Schnitt.
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Paraffineinbettung:

Die Augen wurden zunichst in kleine Einbettschidlchen gegeben und in aufsteigender
Alkoholreihe (30 min in 80 %, 60 min in 96 % und 60 min 99.6 % Ethanol) bei
Raumtemperatur dehydriert. AnschlieBend wurde der Alkohol in einer aufsteigenden

Essigsdure-Butylester(EBE)-Reihe entfernt:

e 60 min EBE Losung I (1 Teil EBE und 2 Teile 99.6 % Ethanol)
e 60 min EBE Losung II (2 Teile EBE und 1 Teil 99.6 % Ethanol)
e 30 min EBE Losung III (100 % EBE)

e 30 min EBE Losung IV (100 % EBE)

Die eigentliche Paraffineinbettung begann anschlieBend mit der Inkubation der Augen in
Paraplast bei 60°C iiber Nacht. Am nichsten Tag wurden die Prdparate nochmals fiir
3 Stunden in frisches Paraplast gegeben, bevor sie mit Hilfe des Tissue Embedding Center
(Tissue Tek II, Vogel, Giellen) endgiiltig mit Paraplast in kleine Formchen eingegossen
wurden. Nach Erkaltung wurde der Paraffinblock in ein Mikrotom eingespannt und

geschnitten.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung:

Die Schnitte wurden auf einen entfetteten Objekttriger gezogen und iiber Nacht bei
Raumtemperatur getrocknet. Vor der Farbung wurden sie zunichst mit Hilfe von Rotihistol
entwachst (2 x 5 min in jeweils frischem Rotihistol) und dann iiber eine absteigende
Alkoholreihe rehydriert (je 3 min in 99.6 %, 96 %, 80 %, 70 % und 50 %). Nach einem 5-
miniitigen Bad in ddH,O wurden die Schnitte 5 min in Himatoxylin gefarbt, und zum
Bléduen fiir 9 min in flieBendes Leitungswasser gegeben. AnschlieBend wurden sie kurz in
ddH,O gewaschen und fiir 4 min in Eosin-Losung gefdarbt. Nach einem weiteren, kurzen
Bad in ddH,O wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe wieder dehydriert und das
restliche Wasser durch 2 x 5 min Rotihistol entfernt. Direkt im Anschluss an diese

Prozedur, wurden die Schnitte mit Depex eingedeckelt und iiber Nacht getrocknet.

Qualitative Darstellung der Angiogeneseantwort:
Zur qualitativen Darstellung der Angiogeneseantwort wurde das retinale GefdBnetz mit

einem TRITC-konjugierten Lectin aus Bandeiraea simplicifolia angefarbt:
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Nach der Fixierung wurde das kontralaterale Auge zundchst bei Raumtemperatur
gewaschen (4 x 1 Stunde in PBS und 1 x 2 Stunden in 0.5 % Triton X-100 in PBS, um
iiberschiissiges Formalin zu entfernen. Anschliefend wurde die Retina isoliert und mit 50
ul der Lectinlosung bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Die Lectin-Stocklosung [1 mg/ml]
wurde zuvor 1:50 in 0.5 % Triton X-100 in PBS verdiinnt. Am néchsten Tag wurde die
Retina im Dunkeln bei 4°C ein weiteres Mal in PBS gewaschen (4 x 1 Stunde), bevor sie
auf einem Objekttrager ausgebreitet und mit Kaiser’s Glycerin Gelatine eingedeckelt
wurde. Die Retinae wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (BMR, Leica) begutachtet

und mit Hilfe der Kamera "RT Slider" von Visitron Systems photographiert.

2.2.4 Western Blot-Analyse von Retinalysaten

Prinzip: Zur Analyse von retinalen Proteinen, wurde die SDS-PAGE nach Laemmli
(Laemmli, 1970) verwendet. Die Retinae wurden lysiert und die extrahierten Proteine
durch SDS denaturiert und auf eine negative Gesamtladung eingestellt. Diese verleiht den
Proteinen ein einheitliches Verhéltnis von Ladung zu Masse, wodurch die Auftrennung des
Proteingemisches wihrend der diskontinuierlichen SDS-Gelelektrophorese allein von der
GroBBe der Molekiille und der Porengréfe des Gels abhidngt. Im Anschluss an die
Elektrophorese wurden die Proteine zur Durchfiihrung einer Immunfarbung auf eine

Membran transferiert.

Durchfiihrung:
2.2.4.1 Probenaufbereitung

Die fiir die Retinaentnahme vorgesehenen Augen, wurden bis zur Probenaufbereitung in
fliissigem Stickstoff gelagert. Zur Vermeidung von Auftau-Artefakten wurden die Augen
auf Eis eroffnet. Die Retinaentnahme erfolgte wie unter Punkt 2.2.3.2 beschrieben. Je
Probeneinheit wurden 5 Retinae (bei C57BL/6-Maidusen) bzw. 3 Retinae (bei XlacZ-
Mausen) in 300 pl, bzw. 100 ul kaltem Lysis-Puffer gelost. Um Proteindegradation
vorzubeugen wurden dem Lysis-Puffer Proteaseinhibitoren zugesetzt (1 Tablette

Complete™ Mini auf 10 ml).
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Lysis-Puffer:
150 mM NaCl

30 mM Tris pH 7.5
1 mM EDTA
0.2 % Triton X-100
in ddH,0 16sen

Mit einem kleinen St6el wurden die Retinae 2 min lang mechanisch zerrieben. Um die
Reibung durch die Bildung von Eiskristallen zu erhhen, wurden die Proben nach 1 Minute
kurz in flissigen Stickstoff getaucht. Eine anschlieBende Ultraschallbehandlung (3 x 2 min
bei 100 % im Wasserbad (Elma Sonicator, Transsonic Digitals) vervollstindigte die
Auflosung der Zellstruktur. Um die unldslichen Zelltrimmer von den 16slichen
Inhaltsstoffen zu trennen, wurden die Proben fiir 2 min bei 14 000 rpm (= 21910 g)
zentrifugiert (Mikro 22 R, Hettich AG), der Uberstand abgenommen, aliquotiert und bei

—20°C eingefroren.

2.2.4.2 Proteinbestimmung:

Um eine Vorstellung liber die Menge an geldstem Protein zu erhalten, wurde bei den
Proben der C57BL/6-Retinae eine Proteinbestimmung mit Hilfe des "BCA Protein Assay
Reagent Kit" von Pierce (Rockford, USA) durchgefiihrt: Je 10 pl einer BSA-
Standardreihe, bzw. der Probenlésung wurden in die Vertiefung einer 96-well Platte
pipettiert und mit jeweils 200 ul der BCA-Losung versetzt. Nach einer Inkubation von 30
min bei 37°C, wurde die Absorption bei 590 nm gemessen. Der Proteingehalt der Proben
wurde letztlich iiber die Standardkurve errechnet.

Bevor die Proben auf das Gel aufgetragen wurden, wurden sie mit SDS-Probenpuffer
versetzt (Verhéltnis: 4 Teile Proteinlosung mit 1 Teil 4 x Probenpuffer) und bei 100°C im

Wasserbad fir 5 min denaturiert.

4 x Probenpuffer:
12.5ml (1/4 Vol.)  Sammelgelpuffer (Tris-HCI/SDS, pH 6.8)

25g (5%) SDS
20.0 ml (40 %) Glycerin
2.0 mg Bromphenolblau

auf 50 ml mit ddH,O auffiillen
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2.2.4.3 Herstellung der Polyacrylamidgele

Die Glasplatten wurden griindlich gereinigt und nach Angaben des Herstellers (Bio-Rad)
zu einem "Sandwich" zusammengebaut. Fiir zwei 10 % Polyacrylamidgele wurden 3.75 ml
Trenngelpuffer mit 5.0 ml 30 %iger Acrylamid-Stammldsung, 6.1 ml ddH,O, 150 pul APS
und 15 pl TEMED versetzt, vorsichtig vermischt und zwischen die Glasplatten gegossen.
Damit die Gele wihrend der Polymerisation eine flache Grenzschicht ausbildeten, wurden
sie mit Wasser-gesattigtem Butanol iiberschichtet. Nach vollendeter Polymerisation, wurde
die tiber den Gelen stehende Fliissigkeit abgegossen und das Sammelgel, inklusive der

Probenkdmme, hinzugefiigt.

Fir zwei 3 %ige Sammelgele wurden 1.25 ml Sammelgelpuffer mit 0.5 ml Acrylamid-

Losung, 3.4 ml ddH,0, 50 ul APS und 10 ul TEMED vermischt.

Trenngelpuffer:

1.5 M Trizma®-Base

0.4 % 10 %iges SDS

auf 500 ml mit ddH,O auffillen
(pH-Wert auf 8.8 einstellen)

Sammelgelpuffer:

1.0 M Trizma®-Base

0.4 % 10%iges SDS

auf 200 ml mit ddH,O auffillen
(pH-Wert auf 6.8 einstellen)

2.2.4.4 Elektrophorese

Die Probenkdmme wurden vorsichtig aus dem polymerisierten Gel entfernt und die Gele in
die Elektrophoreseapparatur eingespannt. Beide Elektrodenkammern wurden mit 1 x SDS-
Laufpuffer gefiillt und die Probentaschen sorgféltig mit demselben Puffer gespiilt, um nicht
polymerisiertes Acrylamid zu entfernen. Mit einer Pipette wurden die Proben in die
Taschen gefiillt. Als GroBenstandard fiir die Gele wurden je nach Molekulargewicht des zu
analysierenden Proteins entweder der "Color Wide Range Marker" (C-3437, Sigma) oder
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der "Color High Range Marker" verwendet (Tab. 2). Die Auftrennung erfolgte bei 100 V

fiir ca. 2 Stunden.

5 x SDS-Laufpuffer:
0.125 M Trizma®-Base
1.250 M Glycin
5 % 10%iges SDS
auf 2 1 mit ddH,O auffillen

(vor Gebrauch mit ddH,O zu 1 x Puffer verdiinnen)

Tab. 2: Color Markers von Sigma

Protein Farbe kDa C-3437 C-3312
Myosin blau 205 X X
B-Galaktosidase tirkis 116 X X
Albumin pink 66 X X
Ovalbumin gelb 45 X X
Carboanhydrase orange 29 X X
Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) griin 20 X
a-Lactalbumin lila 142 X

Aprotinin blau 6.5 X

2.2.4.5 Tank-Blotting

Unmittelbar nach Abschluss der Elektrophorese erfolgte der Transfer der getrennten
Proteine auf eine proteinbindende Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Membran mit Hilfe des
Wet-(Tank)-Blot-Verfahrens.

Auf GelgroBle zurechtgeschnittene Filterkartons, die PVDF-Membranen, die bendtigten
Schwammtiicher wie auch die Gele selbst wurden zunédchst in Transferpuffer dquilibriert.
Zu beachten ist, dass die PVDF-Membranen vor dem Aquilibrieren erst fiir einige

Sekunden mit 100 % Methanol und dann einige Minuten mit ddH,O benetzt werden
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miissen. Nach der Aquilibrierung wird der Wet-Blot zwischen zwei Kunststoffgittern nach

folgendem Schema luftblasenfrei zusammengebaut (von unten nach oben):

e durchsichtiges Kunststoffgitter
e 1 Schwammtuch

e 2 Filterkartons

e PVDF-Membran

e QGel

e 2 Filterkartons

e 1 Schwammtuch

e schwarzes Kunststoffgitter

Anschlieend wurden die beiden Gitter miteinander verriegelt und das "Sandwich" so in
die Halteschienen der Wet-Blot-Apparatur eingesetzt, dass die Membran der Anode und
das Gel der Kathode zugewandt war. Nach dem Auffiillen des Tanks mit Puffer wurde der
Transfer fiir 1 Stunde bei 100 V durchgefiihrt. Wihrend dieser Zeit wurde ein Uberhitzen
der Blot-Apparatur durch den Einsatz eines Kiihlaggregats verhindert.

Transfer-Puffer:

0.02 M Trizma®-Base

0.15 M Glycin
auf 5 1 mit ddH,O auffillen

2.2.4.6 Protein-Nachweis

Nach Beendigung des Transfers wurden die PVDF-Membranen zundchst auf einem
sauberen Filtertuch vollstindig getrocknet, um die Verluste an geblottetem Protein zu
reduzieren. Vor dem Absittigen der Membranen wurden sie mit Methanol erneut
rehydriert und kurz in TBS mit 0.1 % Tween 20 gewaschen. Die Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen ("Blocken") erfolgte {iber eine ein- bis zweistiindige
Inkubation der Membranen mit einer Losung aus TBS-Tween und 5 % entfettetem
Milchpulver (w/v). Die Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolgte entweder iiber
Nacht bei 4°C oder fiir 2 Stunden bei RT. Nach dreimaligem Waschen der Membranen mit
TBS-T fiir insgesamt 20-30 min, folgte die 30-miniitige Inkubation mit dem HRP-
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konjugierten Zweitantikorper. Ein zweiter Waschschritt mit TBS-T beendete die

Immunreaktion.

Die Detektion der Proteine erfolgte mit Hilfe des ECL™ Western Blotting Systems von
Amersham: In Gegenwart von H,O, katalysiert die an den Zweitantikorper gekoppelte
Peroxidase unter alkalischen Bedingungen die Oxidation von Luminol (5-Amino-1, 2, 3, 4-
tetrahydrophthalazin-1, 4-dion), wobei die freiwerdende Energie in Form von Licht mit
einem Wellenldangenmaximum bei 428 nm emittiert wird. Diese wird auf einem blaulicht-

sensitivem Rontgenfilm (Hyperfilm™ ECL) sichtbar.

Im Anschluss an die Detektion wurden die Membranen erneut zu einer Immunreaktion mit
verschiedenen Antikdrpern herangezogen. Hierzu wurden sie mit dem Restore™ Western
Blot Puffer von Pierce behandelt: Zundchst wurden die Membranen fiir 5 min in TBS-T
gewaschen, dann 15 min bei RT mit dem Stripping-Puffer inkubiert und abschlieend
erneut fiir 3 x 5 min in TBS-T gewaschen. Danach erfolgte der Proteinnachweis wie bereits

beschrieben.

2.2.5 Statistik

Alle Daten wurden zunichst in Excel erfasst und anschlieBend mit SPSS fiur Windows
(Version 11.5) ausgewertet. Die berechneten Mittelwerte mit zugehoriger

Standardabweichung wurden fiir die deskriptive Statistik (Abbildungen) herangezogen.

Projekt I:

Wurden in dem jeweiligen Versuch Wiederholungsmessungen durchgefiihrt, um den
systematischen und den zufilligen Messfehler zu reduzieren, wurde aufgrund der
Verteilung der Daten sowie deren Skalenniveau, der Median berechnet. Dieser ging in die

jeweilige statistische Modellierung ein.

Das erste Modell (Zellzahlbestimmung) wurde mit Hilfe einer einfaktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholung berechnet. Bei Versuchen zur Proliferation, DNA-
Synthese, Adhédsion, Migration und Zellsprouting wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholung durchgefiihrt, und zwar mit den Faktoren
Konzentration (4-5 Faktorstufen) und Stimulation (ja/nein). Die anschlieBenden

Paarvergleiche erfolgten nach LSD (Least Square Difference), bzw. Sidak.
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Es handelt sich bei der vorliegenden statistischen Auswertung um eine explorative

Datenanalyse. Die berechneten p-Werte sind deshalb rein deskriptiv zu beurteilen.

Projekt I1:

Die Auswertung der Tierversuchsergebnisse (Quantifizierung von Perizyten und
Angiogeneseantwort nach ROP-Modell) erfolgte wiederum mit Hilfe einer einfaktoriellen
Varianzanalyse und anschlieBendem Tukey-HSD-Test im Sinne der konfirmatorischen
Analyse. Die der Auswertung zugrundeliegenden Hypothesen waren a) die retinale
Perizytendichte nimmt mit dem Alter der Méuse zu, und b) die reaktive Neovaskularisation

in der Retina nimmt mit steigendem Perizytenbesatz ab.
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3 Ergebnisse

3.1 Projekt I: Beeinflussung der Endothelzellfunktion durch Tenilsetam

3.1.1 Tenilsetam verindert die Morphologie von HUVECs und hemmt deren

Proliferation

Um die Wirkung von Tenilsetam auf Endothelzellen zu untersuchen, wurden HUVECs
zundchst fiir 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an Tenilsetam inkubiert. Das
Ergebnis war, dass sich die Morphologie der Zellen von einem runden, kugeligen zu einem
eher langlichen Phénotyp wandelte. Das geschah unabhéngig davon, ob sich die HUVECs
in der Wachstumsphase oder nahe der Konfluenz befanden. Je hoher die Tenilsetam-
Konzentration, desto stirker war der beobachtete Effekt. In Abb. 11 sind Zellen gezeigt,
denen nach 3-tdgiger Kultur im Vollmedium fiir einen weiteren Tag Tenilsetam zum
Medium gegeben wurde. Da Tenilsetam in PBS gelost wird, diente der Zusatz des gleichen

Volumens an PBS als Kontrolle.

Abb. 11: Anderung der Morphologie von HUVECs durch Tenilsetam

Die Zellen wurden fiir 24h mit verschiedenen Konzentrationen an Tenilsetam inkubiert.
VergroBerung: 100fach.
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Um festzustellen, ob Tenilsetam einen Effekt auf die Proliferation der Zellen ausiibt,

wurden sie nach der 24-stiindigen Inkubation mit Tenilsetam abtrypsiniert, und ihre

Zellzahl mit Hilfe des Zellzahlers CASY 1 ermittelt.

Das Ergebnis zeigt (Abb. 12), dass die Zellzahl mit steigender Tenilsetam-Konzentration

deutlich abnimmt (p = 0.004).

Zellzahl in %

120
100
80
60
40
20

K 3 10 30

Tenilsetam [mM]

Abb. 12: Zellzahl von HUVECSs nach 24-stiindiger Behandlung mit Tenilsetam
Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (K) dargestellt. MW + SD (n = 5).

Tab. 3: Paarweise Vergleiche (LSD-Test) zu Abb. 12

Kontrolle 3mM 10 mM 30 mM
Kontrolle 0.101 0.047* 0.034*
3mM 0.101 0.107 0.061
10 mM 0.047%* 0.107 0.035%*
30 mM 0.034%* 0.061 0.035%*

* die gekennzeichneten p-Werte zeigen deutliche Unterschiede

Wurden HUVEC:S iiber einen ldngeren Zeitraum mit Tenilsetam inkubiert, so wurde dieser

Effekt noch deutlicher: Abb. 13 zeigt Endothelzellen nach einer 4-tidgigen Inkubation mit

Tenilsetam.
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Da die Substanz licht- und sauerstoffempfindlich ist, wurde das Medium nach zwei Tagen

Kultur gewechselt und frisches Tenilsetam fiir weitere zwei Tage zugegeben.

ose

Kontrolle

3 mh

10 mM

Abb. 13: Morphologie von HUVECs nach 4-tigiger Behandlung mit Tenilsetam

Die Angaben 3, 10 und 30 mM rechts neben der Abbildung bezichen sich auf die eingesetzte
Tenilsetam-Konzentration. Die Inkubation erfolgte unter normalen (5.5 mM Glukose) und
hyperglykdmischen (30 mM Glukose) Bedingungen. Vergréferung: 100fach.

Die HUVECs sahen nach den vier Tagen gesund aus, es schwammen kaum abgekugelte

Zellen umbher, ihre Struktur war glatt und der Phénotyp zumeist kugelig oder leicht
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langlich. Auffillig war, dass die Zellen umso mehr Zellfortsdtze ausbildeten, je hoher die

Tenilsetam-Konzentration war.

Um den Effekt einer erhohten Glukose-Konzentration — &hnlich der diabetischen
Stoffwechsellage — zu untersuchen, wurden die Zellen in vielen Experimenten nicht nur in
Medium mit normaler Glukose-Konzentration (5.5 mM Glukose) kultiviert, sondern auch
in Medium, welchem zusétzlich Glukose zugesetzt wurde, so dass eine Endkonzentration
von 30 mM Glukose erreicht wurde. Da in allen hier durchgefiihrten Experimenten kein
Unterschied im Zellverhalten zwischen normaler (NG) wund hoher (HG)
Glukosekonzentration zu verzeichnen war, werden im Folgenden nur die Ergebnisse unter
NG-Bedingungen gezeigt. Im Anhang sind jedoch gleichfalls die Ergebnisse unter HG-
Bedingung aufgefiihrt.

Die Zellzahlbestimmung nach 4-tdgiger Inkubation mit Tenilsetam bestétigte die
proliferationshemmende Wirkung der Substanz: Wird die Zellzahl der unbehandelten
Kontrolle gleich 100 % gesetzt, so liegt die Zellzahl nach Inkubation mit 3 mM Tenilsetam
nur noch halb so hoch (46 % NG, bzw. 63 % HG). Je hoher die Tenilsetam-Konzentration
und je linger die Inkubationsperiode, umso deutlicher wird der antiproliferative Effekt
(Abb. 14). Nach 6-tdgiger Inkubation mit 3 mM Tenilsetam liegt die Zellzahl im Vergleich
zur Kontrolle bei nur noch 38 % (NG), bzw. 35 % (HG).

W 5.5 mM Glukose W 5.5 mM Glukose
120 - 030 mM Glukose 120 030 mM Glukose

-

[=3

o
L

100 -
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»
o
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Zellzahl in %
(2]

o

N
o
I

20 4

N .

K 3 10 30 K 3 10 30

o
o

Tenilsetam [mM] Tenilsetam [mM]

Abb. 14: Zellzahlbestimmung bei HUVECs

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte nach 4-tdgiger (A), bzw. 6-tigiger (B) Behandlung mit
Tenilsetam unter normalen und hyperglykdamischen Bedingungen (n = 1).
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Wird die Proliferation von HUVECs durch Zugabe von 10 % FCS stimuliert, so wird der
hemmende Effekt von Tenilsetam sogar noch pragnanter. Untersucht wurde dieser
Zusammenhang mit Hilfe eines Tests, in dem HUVECs in 96-Well-Platten ausgesét
wurden und nach 3-tdgiger Wachstumsphase in Vollmedium entweder in Medium mit
0.2 % oder 10 % FCS kultiviert wurden. Dem Ansatz wurden 3, 10 oder 30 mM
Tenilsetam bzw. PBS als Kontrolle zugesetzt. Nach 48 Stunden wurde die Quantitdt an
Zellen tiber die optische Dichte bei 590 nm bestimmt.

mO0.2%FCS
250 - 010 % FCS
2
T 200 -
[
2 150 -
©
()
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s 100
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0 _
K 1 10 30

Tenilsetam [mM]

Abb. 15: Hemmung der Zellproliferation durch Tenilsetam

Die Abbildung zeigt die basale (dunkle Balken) und durch 10 % FCS stimulierte (helle Balken)
Proliferation von HUVECs nach 48-stiindiger Behandlung mit Tenilsetam. MW £ SD (n = 3, jeweils
mit 3-6-facher Wiederholungsmessung).

Tab. 4: Paarweise Vergleiche (LSD-Test) zu Abb. 15

0.2 % FCS Kontrolle 1 mM 10 mM 30 mM

Kontrolle 0.406 0.063 0.001%*
1 mM 0.406 0.073 0.039%

10 mM 0.063 0.073 0.071

30 mM 0.001* 0.039%* 0.071

10 % FCS

Kontrolle 0.650 0.083 0.002*

1 mM 0.650 0.003* 0.035%

10 mM 0.083 0.003* 0.096

30 mM 0.002* 0.035%* 0.096

* die gekennzeichneten p-Werte zeigen deutliche Unterschiede
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Die Ergebnisse zeigen (Abb. 15), dass Zellen, die mit 10 % FCS behandelt werden,
deutlich stirker proliferieren als Zellen, die mit 0.2 % FCS behandelt werden (p = 0.008).
Global gibt es einen Einfluss der Tenilsetam-Konzentration (p = 0.001), der von der
Bedingung abhingig ist, unter der die Zellen kultiviert wurden. Der antiproliferative Effekt
von Tenilsetam macht sich deutlicher bemerkbar, wenn die Zellen mit 10 % FCS inkubiert
werden (p = 0.003). Tab. 4 présentiert das Ergebnis des verwendeten Anschlusstests (LSD-
Test) und =zeigt die statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Tenilsetam-

Konzentrationen im Paarvergleich auf.

Da die Proliferation von Zellen immer auch eine Vermehrung von DNA bedeutet, wurde
untersucht, inwieweit die DNA-Synthese durch Tenilsetam-Zusatz beeinflusst wird. Als
Versuchsansatz dienten HUVECs, die fiir 24 Stunden in An- oder Abwesenheit von
Tenilsetam, bzw. VEGF kultiviert wurden. Die basale DNA-Synthese — ohne Zusatz von
Tenilsetam oder VEGF — wurde gleich 100 % gesetzt und mit der DNA-Synthese unter
Tenilsetam- und/oder VEGF-Einfluss verglichen (Abb. 16).

Zellen, die mit VEGF inkubiert werden, weisen tendenziell eine stirkere DNA-Synthese
auf, als Zellen, die ohne VEGF inkubiert werden (p = 0.105). Insgesamt nimmt die DNA-
Synthese mit steigender Tenilsetam-Konzentration deutlich ab (p = 0.002).

Bereits die Zugabe von 3 mM Tenilsetam bewirkt eine Abnahme der basalen DNA-
Synthese um 24 %. Die durch VEGF stimulierte DNA-Synthese wird hier um 31 %
reduziert. Ab einer Konzentration von 10 mM Tenilsetam wird die durch VEGF stimulierte
Mehrsynthese von DNA vollstindig gehemmt, nach Inkubation mit 30 mM Tenilsetam ist
sowohl die basale, als auch die stimulierte DNA-Synthese um 90 % gegeniiber der
Kontrolle reduziert. Generell ist der Konzentrationseffekt von Tenilsetam trendweise

hoher, wenn die Zellen mit VEGF inkubiert werden. (p = 0.052).
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Abb. 16: Hemmung der DNA-Synthese von HUVECs durch 24-stiindige Behandlung mit

Tenilsetam.

Die Zellen wurden mit 3, 10 und 30 mM Tenilsetam inkubiert und ihr Wachstum mit (helle Balken)
und ohne (dunkle Balken) Zugabe von VEGF ermittelt. Die basale DNA-Synthese der Zellen (ohne
Zusatz von VEGF und Tenilsetam) wurde gleich 100 % gesetzt und mit der DNA-Synthese unter
VEGF- und/oder Tenilsetam-Einfluss verglichen. MW £ SD (n = 3, jeweils mit 2-6-facher

Wiederholungsmessung).

Tab. 5: Paarweise Vergleiche (LSD-Test) zu Abb. 16

Ohne VEGF Kontrolle 3mM 10 mM 30 mM

Kontrolle - 0.106 0.029*
3mM - - -

10 mM 0.106 - 0.011%*

30 mM 0.029* - 0.011%*

Mit VEGF

Kontrolle - 0.010* 0.020*
3 mM - - -

10 mM 0.010%* - 0.046*

30 mM 0.020%* - 0.046*

* die gekennzeichneten p-Werte zeigen deutliche Unterschiede

(-) nicht auswertbar, da zu geringe Wiederholungsmessung
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3.1.2 Tenilsetam induziert weder Apoptose noch Nekrose von HUVECs

Die verminderte Zellzahl nach Tenilsetam-Inkubation kann bedeuten, dass ein Teil der
Endothelzellen apoptotisch oder nekrotisch wird. Diesem mdglichen Zusammenhang

wurde in zwei voneinander unabhéngigen Versuchen nachgegangen.

Zunichst wurden HUVECs entweder auf Gelatine- oder BSA-beschichtete
Zellkulturschalen ausgesdt und jeweils fiir 20 Stunden mit 3 oder 10 mM Tenilsetam
behandelt. Einem Teil der Zellen, die auf Gelatine kultiviert wurden, wurde vier Stunden
vor Versuchsende 1 uM Staurosporin hinzugegeben. Sowohl die Verhinderung der
Zelladhésion (durch die BSA-Beschichtung), als auch die Zugabe des unspezifischen PKC-

Inhibitors Staurosporin diente der Apoptose-Induktion (Positivkontrollen).

Die in Abb. 17 dargestellten Ergebnisse weisen auf eine leichte Erhohung der

Apoptoserate unter Tenilsetam-Einfluss hin.

Kontrolle
40 - O Staurosporin [1 uM]
BSA-Beschichtung

Apoptotische Zellen in %
S

K 3 10

Tenilsetam [mM]

Abb. 17: Apoptoserate von HUVECs unter Tenilsetam-Einfluss mit und ohne Apoptose-
Induktion durch Staurosporin oder BSA-Beschichtung

Die Zellen wurden fiir 20 Stunden mit 3 und 10 mM Tenilsetam inkubiert. Die Apoptose-Induktion
erfolgte entweder durch den Zusatz von 1 uM Staurosporin oder durch Kultivierung auf BSA-
beschichteten Wells. Zellen, die nicht mit Tenilsetam behandelt wurden, dienten als Kontrolle (K).
MW =£ SD (n = 1, 2-fache Wiederholungsmessung).
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Verglichen mit der Staurosporin- und der BSA-Gruppe, ist der Prozentsatz apoptotischer
Zellen in der Tenilsetam-Gruppe jedoch sehr gering: Nach 20-stiindiger Inkubation mit
3 mM und 10 mM Tenilsetam liegt der Prozentsatz apoptotischer Zellen bei 3.3 %, bzw.
4.7 %. Wird zusétzlich die Apoptose durch Staurosporin oder BSA-Beschichtung
induziert, so liegt der Prozentsatz apoptotischer Zellen deutlich hoher (25.1 % und 18.1 %
nach Zusatz von 1 pM Staurosporin, bzw. 19.1 % und 26.4 % bei HUVECs, die auf BSA-

beschichtete Wells ausgesét wurden).

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass Tenilsetam die Apoptose-Induktion durch
Staurosporin leicht hemmt, und dass umgekehrt die Apoptose-Induktion iiber die
Verhinderung der Zelladhésion durch gleichzeitige Gabe von Tenilsetam verstarkt wird.
Allerdings lassen die starken Schwankungen zwischen den beiden Wiederholungs-
messungen und der geringe Stichprobenumfang keine Verallgemeinerung zu. Fiir eine

derartige Aussage sind weiterfiihrende Untersuchungen von Noéten.

Zelltrimmer, die mit Propidiumiodid markiert werden, weisen auf einen nekrotischen
Prozess hin. Abb. 18 zeigt, dass der Prozentsatz nekrotischer Zellbestandteile in der
unbehandelten Kontrolle bei 3.4 % liegt. Die Zugabe von 3 und 10 mM Tenilsetam bewirkt
keine deutliche Zunahme dieses Prozentsatzes (5.2 % und 2.4 %). Der Zusatz von
Staurosporin hingegen erhoht in diesem Versuch nicht nur die Anzahl apoptotischer
Zellen, sondern auch die Anzahl an Zellen, die nekrotisch werden (9 % in der Kontrolle).
Die Zugabe von 3 und 10 mM Tenilsetam erhoht diesen Prozentsatz weiter auf 10.8 %,
bzw. auf 15.4 %. Die Zellen, die auf BSA-Beschichtung gehalten werden, sind in ihrem
Prozentsatz nekrotischer Zelltrimmer mit der Staurosporin-Gruppe vergleichbar. Auch

hier bewirkt Tenilsetam eine weitere Verstarkung der Nekrose.

Nach der vorliegenden Untersuchung scheint Tenilsetam weder einen stark anti-
apoptotischen noch einen stark pro-apoptotischen Effekt wihrend der Apoptose-Induktion
auf Endothelzellen auszuiiben. Allerdings erhdht die Substanz den Prozentsatz nekrotischer

Zellen bei gleichzeitiger Apoptose-Induktion durch Staurosporin oder BSA-Beschichtung.
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Abb. 18: Prozentsatz nekrotischer Zelltriimmer in An- und Abwesenheit von Tenilsetam sowie
mit und ohne Apoptose-Induktion durch Staurosporin oder BSA-Beschichtung

Die Zellen wurden fiir 20 Stunden mit 3 und 10 mM Tenilsetam inkubiert. Die Apoptose-Induktion
erfolgte entweder durch den Zusatz von 1 uM Staurosporin oder durch Kultivierung auf BSA-
beschichteten Wells. Zellen, die nicht mit Tenilsetam behandelt wurden, dienten als Kontrolle (K).
MW = SD (n = 1, 2-fache Wiederholungsmessung).

In einem zweiten Versuch wurde iiberpriift, ob der Einsatz von 30 mM Tenilsetam zu einer
weiteren Steigerung der Apoptose- und/oder Nekroserate bei HUVECs fiihrt. Tatsdchlich
erhoht sich der Prozentsatz apoptotischer Zellen von 0.5 £ 0.6 % (Kontrolle), tiber 1.5
1.0 % (3 mM Tenilsetam), bzw. 2.0 + 0.7 % (10 mM Tenilsetam), auf 8.2 + 4.3 % nach
Inkubation mit 30 mM dieser Substanz (Abb. 19). Im Vergleich dazu lag der Prozentsatz
apoptotischer Endothelzellen die auf BSA-beschichteten Platten kultiviert wurden bei 13.6
+ 10.4 % und die mit 1 pM Staurosporin behandelt wurden bei 46.5 £ 22.5 %.

Der Anteil nekrotischer Zellen lag in diesem zweiten Versuch deutlich niedriger: In der
unbehandelten Kontrolle sind nur 0.7 £ 0.2 % der Zellen, bzw. Zelltriimmer mit
Propidiumiodid markiert. Der Zusatz von 30 mM Tenilsetam hebt diesen Prozentsatz auf
2.1 £ 0.2 %, der Zusatz von Staurosporin auf 3.2 + 0.2 % und die BSA-Beschichtung
erhoht die Nekrose bet HUVECs auf 4.2 £ 1.6 %.
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Abb. 19: Apoptose- und Nekroserate von HUVECs unter dem Einfluss von Tenilsetam, bzw.
Staurosporin sowie nach Kultivierung auf BSA-beschichteten Wells

Die Zellen wurden iiber 20 Stunden mit 3, 10 und 30 mM Tenilsetam oder fiir 4 Stunden mit 1 uM
Staurosporin (Positivkontrolle) inkubiert. Die Verhinderung der Zelladhdsion durch Kultivierung auf
BSA-beschichteten Wells diente als zusétzliche Positivkontrolle. Zellen, die keinerlei Behandlung
unterzogen wurden, bildeten die Negativkontrolle (K). Die dunklen Balken zeigen den Prozentsatz
apoptotischer Zellen, die hellen Balken den Prozentsatz nekrotischer Zelltrimmer. MW = SD (n =1,
2-fache Wiederholungsmessung).

Indes erkldrt eine Apoptoserate von 8.2 % und eine Nekroserate von 2.1 % nach
20-stiindiger Tenilsetam-Inkubation nicht die um 50 % inhibierte Proliferation oder die um
90 % reduzierte DNA-Synthese von HUVECs nach 24-stiindiger Inkubation mit 30 mM
Tenilsetam. Die Hemmung der Zellproliferation kann offensichtlich nicht allein durch eine

erhohte Apoptose- oder Nekrose-Induktion erklart werden.

3.1.3 Hohe Tenilsetam-Konzentrationen nehmen Einfluss auf das

Adhisionsverhalten von HUVECs

Um zu untersuchen, ob Tenilsetam in der Lage ist, die Adhdsion von Endothelzellen an
eine Matrix zu verdndern, wurden zwei Bedingungen gewédhlt: Zum einen wurde
Tenilsetam direkt mit der Zellsuspension vermischt und tliberpriift, ob dadurch Zellen ihr
Adhiésionsverhalten verdndern. Zum anderen wurde untersucht, ob Zellen, die tiber einen
Zeitraum von 24 Stunden mit Tenilsetam inkubiert wurden, ein anderes
Adhisionsverhalten zeigen als Zellen, die nur mit der gleichen Menge an PBS in Kontakt

kamen.
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Die direkte Zugabe von Tenilsetam zur Zellsuspension bewirkte eine leichte,
konzentrationsabhingige Abnahme der Adhésion an FCS-beschichtete Wells (Abb. 20): In
Anwesenheit von 30 mM Tenilsetam adhérierten durchschnittlich 15 % weniger Zellen.
Unter den gleichen Bedingungen wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt, jedoch fand die
Adhésion hier nicht an FCS-beschichtete Wells, sondern an eine Gelatine-Beschichtung
statt. Werden die Kontrollen der drei Versuche gleich 100 % gesetzt (Abb. 20), so zeigt
sich, dass die Endothelzellen generell stirker an Gelatine adhérieren, als an die komplexe

FCS-Beschichtung.

3% BSA
400 - 0.2 % Gelatine
350 - 5%FCS

300 -
250 -
200 -
150 -
100 -

50 -

Zelladhasion in %

K 3 10 30

Tenilsetam [mM]

Abb. 20: Adhision von HUVECs auf BSA-, FCS- bzw. Gelatine-beschichteten Wells in
Anwesenheit von Tenilsetam

Frisch passagierte Zellen wurden in serumfreien Medium resuspendiert und in die mit BSA-, FCS-
bzw. Gelatine-beschichteten Wells pipettiert. Diesem Ansatz wurden 3, 10, bzw. 30 mM Tenilsetam
oder PBS als Kontrolle (K) zugegeben. Nach einer Stunde wurden die nicht-adhdrenten Zellen
abgewaschen und die adhirenten Zellen fixiert, gefirbt und iiber die ODsyy quantifiziert. Die
Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (K) dargestellt. MW £ SD (n =3 (BSA), n = 1 (Gelatine), n
=2 (FCS), mit jeweils 3-7-facher Wiederholungsmessung).

Abgesehen von einer um 26 % verringerten Zelladhdsion in der hochsten Konzentration,
bewirkte Tenilsetam in diesem Versuch kein reduziertes Adhédsionsverhalten. Die
Adhidsion an BSA-beschichtete Wells unter der Einflussnahme von 3 und 10 mM
Tenilsetam blieb in allen drei Versuchen unverdndert. Nur in der hohen Konzentration von

30 mM kam es auch hier zu einer Abnahme der Zelladhdsion um 15 %.
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Aufgrund dieser Tatsache sowie des geringen Stichprobenumfangs liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass der Zusatz von Tenilsetam zur Zellsuspension keinen

offensichtlichen Einfluss auf den Adhésionsprozess hat.

Anders ist die Situation, wenn HUVECs erst fiir 24 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Tenilsetam vorbehandelt werden (Abb. 21). Diese prédinkubierten
Endothelzellen adhirierten mit steigender Tenilsetam-Konzentration tendenziell stirker an
Gelatine-beschichtete Kulturschalen (p = 0.093). Nach der Pridinkubation mit 30 mM
Tenilsetam war die Adhédsion um 29 % gegeniiber der unbehandelten Kontrolle erhdht.
Zellen, die nach der Vorbehandlung mit Tenilsetam auf FCS-beschichteten Wells
ausplattiert wurden, adhérierten dagegen um 49 % (10 mM), bzw. um 40 % (30 mM)

stiarker, als ihre unbehandelte Kontrolle.

Erstaunlicherweise adhirierten die Endothelzellen mit ansteigender Konzentration auch
starker an der Oberfliche, die dem Versuch als Negativkontrolle dient, d.h. an BSA-
beschichtete Wells (p = 0.006): Verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, adhérierten
29 % mehr Zellen, wenn sie mit 10 mM und 80 % mehr Zellen, wenn sie mit 30 mM
Tenilsetam prdinkubiert wurden (siche auch Tab. 6). Generell ist die Adhision von

HUVECs an FCS und Gelatine deutlich stirker als an BSA-beschichtete Wells (p <0.001).
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Abb. 21: Adhision von HUVECs auf BSA- bzw. FCS-beschichteten Wells nach 24-stiindiger

Vorbehandlung mit Tenilsetam

Die Zellen wurden zunéchst fiir 24 Stunden mit 3, 10, bzw. 30 mM Tenilsetam oder PBS als Kontrolle
(K) inkubiert. Vor Versuchsbeginn wurden sie abtrypsiniert, gewaschen und in serumfreien Medium
auf BSA-, FCS-, bzw. Gelatine-beschichteten Wells ausplattiert. Nach einer Stunde wurden die nicht-
adhirenten Zellen abgewaschen und die adhirenten fixiert, gefarbt und iiber die ODsg, quantifiziert.
Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (K) dargestellt.). MW + SD (n = 5 (BSA), n = 3

(Gelatine), n = 2 (FCS), jeweils mit 3-12-facher Wiederholungsmessung).

Tab. 6: Paarweise Vergleiche (LSD-Test) der Adhéision auf BSA-Beschichtung zu Abb. 21

Kontrolle 3mM 10 mM 30 mM

Kontrolle 0.588 0.155 0.026*

3mM 0.588 0.259 0.041%*

10 mM 0.155 0.259 0.046%*
30 mM 0.026* 0.041%* 0.046*

* die gekennzeichneten p-Werte zeigen deutliche Unterschiede
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3.1.4 Hohe Tenilsetam-Konzentrationen fordern die Migration von HUVECs

Wie schon bei den Versuchen zur Adhédsion, wurde bei den Versuchen zur Zellmigration
der Aspekt der Prdinkubation beriicksichtigt. Das bedeutet, dass der Versuch sowohl mit

als auch ohne 24-stiindige Tenilsetam-Vorbehandlung der HUVECs durchgefiihrt wurde.
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Abb. 22: Migrationsverhalten von HUVECs in Anwesenheit von Tenilsetam

Frisch passagierte Zellen wurden in Medium mit 0.2 % FCS aufgenommen und mit 3, 10 oder 30 mM
Tenilsetam, bzw. dem dquivalenten Volumen PBS als Kontrolle (K) versetzt. Die Zellen wurden auf
die Polycarbonatmembran der Chemotaxis-Kammer ausgesédt und bei 37°C inkubiert. Die unteren
Wells enthielten entweder nur Medium mit 0.2 % FCS (basale Migration) oder Medium mit bFGF
und VEGF (Stimulation der Migration). Nach 4 Stunden wurden die migrierten Zellen auf der
Unterseite der Membran fixiert, gefarbt und quantifiziert. MW = SD (n = 1, jeweils mit 4-6-facher
Wiederholungsmessung).

Abb. 22 zeigt das Ergebnis eines Versuchs, bei dem Tenilsetam direkt vor Versuchsbeginn
zur Zellsuspension gegeben wurde. Die dunklen Balken des Diagramms repriasentieren die
basale Migrationsrate von Zellen (ohne chemotaktischen Stimulus), wohingegen die hellen
Balken die Migrationsrate der Zellen in Antwort auf die chemotaktisch aktiven
Wachstumsfaktoren bFGF und VEGF zeigen. Es scheint, dass sich die Migrationsrate
unter dem direkten Einfluss von 3 und 10 mM Tenilsetam nicht erheblich verdndert. Es ist
erneut die Konzentration von 30 mM, die einen gewissen Effekt auf die Zellen ausiibt: Die
basale Migrationsrate wurde um 22 % gesenkt und die stimulierte Migration um 10 %

gesteigert.
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Zellen, die mit verschiedenen Konzentrationen an Tenilsetam priinkubiert wurden,
migrieren offensichtlich geringfiigig stirker als unbehandelte Zellen (Abb. 23), allerdings
ist dieser Konzentrationseffekt statistisch nicht bedeutsam (p = 0.666). Im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erhoht sich die basale Migrationsrate um 10 % (3 mM), 15 %
(10 mM), bzw. um 23 % nach Priinkubation mit 30 mM Tenilsetam.
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Abb. 23: Migrationsverhalten von HUVECSs nach 24-stiindiger Vorbehandlung mit Tenilsetam

Die Zellen wurden zunéchst fiir 24 Stunden mit 3, 10, bzw. 30 mM Tenilsetam oder PBS als Kontrolle
(K) inkubiert. Die Zellen wurden auf die Polycarbonatmembran der Chemotaxis-Kammer ausgesét
und bei 37°C inkubiert. Die unteren Wells enthielten entweder nur Medium (basale Migration) oder
Medium mit VEGF (Stimulation der Migration). Nach 4 Stunden wurden die migrierten Zellen auf der
Unterseite der Membran fixiert, gefarbt und quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Prozent zur
Kontrolle (K) dargestellt. MW £ SD (n = 3, jeweils mit 2-3-facher Wiederholungsmessung)

Tab. 7: Paarweise Vergleiche (LSD-Test) zu Abb. 23

Ohne VEGF Kontrolle 3mM 10 mM 30 mM

Kontrolle 0.452 0.072 0.104
3mM 0.452 0.564 0.300

10 mM 0.072 0.564 0.162

30 mM 0.104 0.300 0.162

Mit VEGF

Kontrolle 0.376 0.819 -
3mM 0.376 0.546 -

10 mM 0.819 0.546 -

30 mM - - -

(-) nicht auswertbar, da zu geringe Wiederholungsmessung
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Die leichte Erhéhung der zelluldren Migrationsrate durch den Einfluss der Tenilsetam-
Priainkubation liegt bei gleichzeitiger VEGF-Stimulation unter 10 %. Da die in allen drei
Versuchen eingesetzte Menge an VEGF [10 ng/ml] sich als nicht ausreichend erwies, um
die Migrationsrate signifikant gegeniiber der basalen Migrationsrate zu erhéhen (p =
0.145), wurde anschliefend ein weiterer Versuch durchgefiihrt, in dem sowohl VEGF als
auch bFGF als chemotaktisches Agens fungierten (Abb. 24).
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Abb. 24: Migrationsverhalten von HUVECs nach 24-stiindiger Vorbehandlung mit Tenilsetam

Die Zellen wurden zunéchst fiir 24 Stunden mit 3, 10, bzw. 30 mM Tenilsetam oder PBS als Kontrolle
(K) inkubiert. Die Zellen wurden auf die Polycarbonatmembran der Chemotaxis-Kammer ausgesét
und bei 37°C inkubiert. Die unteren Wells enthielten entweder nur Medium (basale Migration) oder
Medium mit bFGF und VEGF (Stimulation der Migration). Nach 4 Stunden wurden die migrierten
Zellen auf der Unterseite der Membran fixiert, gefiarbt und quantifiziert. MW £ SD (n = 1, jeweils mit
4-6-facher Wiederholungsmessung).

Dieser Versuch bestirkte die Annahme, dass die 24-stlindige Prainkubation mit Tenilsetam
das Migrationsverhalten von HUVECs verdndert und zwar derart, dass sie nach
Tenilsetam-Einfluss stirker migrieren als die unbehandelten Kontrollzellen. Sowohl die
unstimulierten, als auch die stimulierten Zellen migrierten ab einer Tenilsetam-
Konzentration von 10 mM stérker als die Zellen, die stattdessen nur mit PBS behandelt
wurden. So erhohte sich beispielsweise die Migrationsrate der mit VEGF und bFGF
behandelten Zellen um 17 % nach Inkubation mit 10 mM Tenilsetam und um 51 % nach

Inkubation mit 30 mM.
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3.1.5 Tenilsetam beeinflusst die Expression von ICAM-1, aber nicht die von VCAM-
1 und E-Selektin bei HUVECs

Das Zytokin IL-1 wird vor allem von aktivierten mononukledren Phagozyten gebildet und
ist ein wichtiger Vermittler der Entziindungsantwort bei der natlirlichen Immunitéit. Auf
Endothelzellen wirkt es u.a., indem es die Expression von Oberflichenmolekiilen, welche
die Leukozytenadhésion vermitteln, verstirkt. Ruhendes Endothel exprimiert nur geringe
Mengen dieser Adhisionsmolekiile. Wird es jedoch durch Zytokine aktiviert, wird
innerhalb weniger Stunden E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1 exprimiert, wodurch die

Endothelzellen adhésiv fiir Leukozyten werden.

Um zu untersuchen, ob Tenilsetam eine Wirkung auf die Expression dieser
Adhéasionsmolekiile hat, wurden HUVECs auf 96-Well-Platten kultiviert, durch IL-13
aktiviert und das Ausmal3 der Molekiilexpression iiber eine Antigen-Antikorper-Reaktion
ermittelt. Tenilsetam wurde diesem Versuchsansatz in unterschiedlichen Konzentrationen

zugesetzt.
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Abb. 25: Einfluss von Tenilsetam auf die Expression von ICAM-1 nach Il-1B-Stimulation bei
HUVECs

Die basale ICAM-1 Expression (dunkle Balken) wurde mit der stimulierten Expression (helle Balken)
verglichen. Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (K) dargestellt. MW = SD  (n = 2, jeweils
mit 3-6-facher Wiederholungsmessung).
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Wie in Abb. 25 dargestellt, erhohte sich die ICAM-1 Expression nach der Zugabe von
1 ng/ml IL-1B iber einen Zeitraum von sechs Stunden um 70 % gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle. Die basale ICAM-1 Expression wurde durch den gleichzeitigen
Zusatz von Tenilsetam nicht verdndert. Die durch IL-1B induzierte Expression des
Adhidsionsmolekiils wurde jedoch durch Tenilsetam konzentrationsabhidngig leicht
reduziert: Die Anwesenheit von 3 mM Tenilsetam verringerte die ICAM-1 Expression um
8 %, die von 10 mM Tenilsetam um 10 %, und der gleichzeitige Zusatz von 30 mM
Tenilsetam reduzierte die ICAM-1 Expression um 22 % gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle. Aufgrund der geringen Anzahl an Versuchen (n = 2) konnte der beobachtete

Effekt jedoch nicht statistisch abgesichert werden.

Die Expression von VCAM-1 erhohte sich nach 6-stiindiger Stimulation mit IL-1f3 um
36 % gegeniiber der unstimulierten Kontrolle (Abb. 26).
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Abb. 26: Einfluss von Tenilsetam auf die Expression von VCAM-1 nach II-1B-Stimulation bei
HUVECs

Die basale VCAM-1 Expression (dunkle Balken) wurde mit der stimulierten Expression (helle
Balken) verglichen. Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (K) dargestellt. MW + SD (n = 1,
jeweils mit 3-facher Wiederholungsmessung).

In diesem Fall wurde sowohl die basale, als auch die stimulierte Expression von VCAM-1
durch 3 und 10 mM Tenilsetam leicht erhoht: Prozentual steigerte sich die Expression nach

gleichzeitigem Zusatz von 3 mM Tenilsetam um 6 % (basal), bzw. 8 % (stimuliert) und
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nach Zusatz von 10 mM Tenilsetam jeweils um 24 %, bzw. 22 %. Der Zusatz von 30 mM
Tenilsetam reduzierte die tiber IL-1 stimulierte Mehrexpression von VCAM-1 um 12 %
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle, und auch die basale VCAM-1 Expression wurde

durch diese Konzentration nicht wesentlich beeinflusst.

Da alle Versuche zur Expression von Adhdsionsmolekiilen ebenso in Medium mit 30 mM
Glukose (HG) durchgefiihrt wurden (siche Anhang) und die Ergebnisse bei diesen
Untersuchungen in Bezug auf ICAM-1 und E-Selektin praktisch identisch mit den
Untersuchungen in normaler Glukosekonzentration (NG) waren, kann der Versuch unter
HG-Bedingungen zur VCAM-1 Expression als Interpretationshilfe der Ergebnisse unter
NG-Bedingungen dienen: In Anwesenheit von hoher Glukose war der leichte Anstieg der
VCAM-1 Expression sowohl bei nicht-aktivierten, als auch bei aktivierten Endothelzellen
so gering, dass geschlussfolgert werden kann, dass Tenilsetam keinen Einfluss auf die

VCAM-1 Expression ausiibt.
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Abb. 27: Einfluss von Tenilsetam auf die Expression von E-Selektin nach II-1B-Stimulation bei
HUVECs
Die basale ICAM-1 Expression (dunkle Balken) wurde mit der stimulierten Expression (helle Balken)

verglichen. Die Ergebnisse sind in Prozent zur Kontrolle (K) dargestellt. MW £ SD (n = 1, jeweils mit
3-facher Wiederholungsmessung).
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Die Inkubation mit IL-1B erhohte die Expression von E-Selektin um 70 % gegeniiber der
basalen Expression von Endothelzellen (Abb. 27). Die Expression von E-Selektin wird
durch die Zugabe von verschiedenen Konzentrationen an Tenilsetam offensichtlich nicht

beeinflusst.

3.1.6 Tenilsetam fordert das Aussprossen von BRECs

Neben der Adhédsion, Migration und Proliferation ist besonders das Sprouten von
Endothelzellen bei der GefdBneubildung von Bedeutung. Um zu untersuchen, ob
Tenilsetam Einfluss auf diesen initialen Schritt der Angiogenese nimmt, wurden
Endothelzellen auf Dextrankiigelchen ausgesdt, in eine Fibrinmatrix eingebettet und die

Ausbildung von Sprouts durch Zugabe von 2 ng/ml bFGF stimuliert.

Das Ergebnis zeigt (Abb. 28), dass Zellen, die mit bFGF inkubiert wurden, deutlich starker
sprouten als Zellen, die ohne Wachstumsfaktor inkubiert wurden (p = 0.034). Aber auch
die Konzentration von Tenilsetam hatte einen deutlichen Einfluss auf das Verhalten der
BRECs (p = 0.031): Wurde die mit bFGF stimulierte Kontrolle gleich 100 % gesetzt, so
bewirkte der Zusatz von 1 mM Tenilsetam eine Steigerung der Sproutbildung um 44 %.
Dieser Anstieg war relativ gesehen sogar noch stirker, wenn die BRECs nicht mit bFGF
stimuliert wurden: Der Zusatz von 1 mM Tenilsetam zum Medium erhohte das
Zellsprouting hier um 80 %, d.h. es besteht eine Wechselwirkung zwischen der

Konzentration an Tenilsetam und der Stimulation durch bFGF (p = 0.027).

Der Zusatz von 3 und 10 mM Tenilsetam bewirkte eine weitere Steigerung der
Sproutbildung (um 59 % und 72 % unter Stimulation mit bFGF, bzw. um 180 % und
300 % unter Kontrollbedingung). Eine Inkubation der Zellen mit 30 mM Tenilsetam
forderte die Entstehung von Sprouts jedoch nicht weiter; vielmehr lag das Niveau der
Sproutbildung unter diesen Bedingungen auf der gleichen Hohe wie das der jeweiligen

Kontrolle.
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W -bFGF

250 - O+ bFGF [2 ng/ml]
2 200 - I
£
2 150 - 1
3
£ 100 -
2
N 50 -

. e oW

K 1 3 10 30

Tenilsetam [mM]

Abb. 28: Einfluss von Tenilsetam auf das Aussprossen von BRECs mit und ohne Stimulation
durch bFGF

Auf microcarriern (MC) gewachsene BRECs wurden in ein Fibringel eingebettet und mit Medium
(mit und ohne bFGF) iiberschichtet. Dem Medium wurden unterschiedliche Konzentrationen an
Tenilsetam oder PBS als Kontrolle (K) zugesetzt. Nach 48 Stunden wurden die Gele fixiert und die
Zahl der Sprouts auf 50 MC pro Well bestimmt. Die Ergebnisse sind in Prozent zur stimulierten
Kontrolle (K) dargestellt. MW =+ SD (n = 3, jeweils mit 2-3-facher Wiederholungsmessung).

Tab. 8: Paarweise Vergleiche (nach Sidak) zu Abb. 28

Ohne bFGF Kontrolle I mM 3mM 10 mM 30 mM

Kontrolle 0.423 0.394 0.096 1.000
1 mM 0.423 0.392 0.089 0.899
3mM 0.394 0.392 0.056 0.510

10 mM 0.096 0.089 0.056 0.173

30 mM 1.000 0.899 0.510 0.173

2 ng/ml bFGF

Kontrolle 0.142 0.129 0.120 0.644
1 mM 0.142 0.874 0.475 0.165
3mM 0.129 0.874 0.203 0.107

10 mM 0.120 0.475 0.203 0.111

30 mM 0.644 0.165 0.107 0.111

Die Ergebnisse zeigen, dass das Aussprossen von mikrovaskuldren Endothelzellen durch

Tenilsetam konzentrationsabhédngig stark gefordert wird.
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Zusammenfassend stellt sich die Wirkung von Tenilsetam wie folgt dar:

1.

Tenilsetam hemmt — in Abhdngigkeit der eingesetzten Konzentration — die DNA-
Synthese und die Proliferation von HUVECs. Dieser Effekt wurde weder iiber
eine gesteigerte Apoptose noch Nekrose vermittelt.

Die 24-stiindige Inkubation von HUVECs mit Tenilsetam erhohte die
Bereitschaft der Zellen zur Adhdsion und Migration im jeweiligen
Versuchsansatz, wobei klar hervorzuheben ist, dass diese Beobachtung statistisch
nicht relevant ist. Die direkte Zugabe von Tenilsetam zum Versuchsansatz hatte
keinen Einfluss auf die Adhdsion und die Migration von HUVECs.

Die IL-1B-induzierte Expression der Adhdsionsmolekile VCAM-1 und
E-Selektin wurde durch Tenilsetam nicht beeinflusst. Die IL-1B-induzierte
Expression von ICAM-1 hingegen wurde durch den Zusatz von Tenilsetam leicht
vermindert.

Moderate Tenilsetam-Konzentrationen (d.h. 1, 3 und 10 mM) f6rdern das
Aussprossen mikrovaskuldrer BRECs im so genannten sprouting- oder auch tube

formation-assay.
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3.2 Projekt II: Rolle der retinalen Perizyten in der physiologischen

Angiogenese

3.2.1 Rekrutierung von Perizyten und vaskuliren Glattmuskelzellen entlang der

retinalen Gefafle

Die Vaskularisation der Retina erfolgt vom Nervus Opticus aus. Die Gefd3e sprouten in
Richtung Peripherie und erreichen bei der Maus sieben Tage nach der Geburt den dufleren
Rand der Retina (die Ora serrata). Zunichst erfolgt die Gefabildung nur in der oberen
Ganglienzellschicht. Da die transgene XlacZ-Maus das Reportergen -Galaktosidase in
Perizyten und vSMC exprimiert, lassen sich diese Zellen mit Hilfe des Substrats X-gal blau
anfarben. Thre Verteilung und Morphologie kann so in retinalen Ganzorganpriparaten

analysiert werden.

Abb. 29 zeigt, dass die groBBeren Gefdlle an Tag p7 mit lacZ-positiven Zellen ummantelt
sind. Die zwischen den Arteriolen und Venolen liegenden Kapillaren weisen nur selten
eine Assoziation mit gefarbten Zellen auf. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass die
sproutenden Kapillaren in der Ganglienzellschicht vom ersten Tag an mit Perizyten besetzt

sind (Fruttiger, 2002).

Ergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe zeigen, dass die Anfarbung von Perizyten und
vSMC mit X-gal erst ab Tag p7 moglich ist, was bedeutet, dass die Expression der
B-Galaktosidase unter dem aP2-Promotor erst ab diesem Tag stattfindet. Tidhar et al
beschreiben, dass die Expression des Enzyms von dem Kontakt der Wandzellen mit den
Endothelzellen abhidngt (Tidhar, 2001). Wahrscheinlich liegt hier der Grund fiir die
teilweise schwache Anfarbung der Zellen an p7 (siehe Abb. 29, 31 und 32).

Ab Tag p8 ist die Farbung der Zellen kréftiger und nicht mehr nur auf die groBBeren Gefille
beschriankt, auch die Kapillaren sind mit lacZ-positiven Zellen besetzt. In den folgenden
Tagen nimmt die Zahl der lacZ-positiven Zellen weiter zu und bedeckt schlieBlich die
zweiten und dritten Aste der Arteriolen und Venolen an p12. Dieser Entwicklungsstand ist
dem der erwachsenen Retina bereits sehr dhnlich, wie das Gefdlnetz einer 26 Tage alten

Maus im Vergleich zeigt (Abb. 29, links unten).
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Die kombinierte Anfiarbung des Gefdlnetzes der Retina mit einem TRITC-konjugierten
Lectin aus Bandeiraea simplicifolia und den Perizyten mit dem Substrat X-gal (Abb. 29,
linke Spalte) ist insofern sehr praktisch, als dass sie die genaue Lokalisation der Perizyten

am Gefa3 ermoglicht.

Abb. 29: Rekrutierung und Migration von vSMC und Perizyten entlang der Gefilie in der
retinalen Ganglienzellschicht bei XlacZ-Miiusen

Links Farbung: X-gal und Lectin in Kombination, VergroBerung: 100fach; Rechts Firbung: X-gal,
Vergrofierung: 200fach.

So wird deutlich, dass keine lacZ-positiven Zellen abseits der Gefiale zu finden sind, was

auf eine eventuelle Differenzierung und Rekrutierung von Perizyten aus dem umgebenden
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Gewebe hindeuten wiirde. Allerdings scheint die starke Fluoreszenz, die von den Lectin-
markierten Gefdllen ausgeht, die dunklen X-gal gefirbten Zellen leicht zu {iberlagern,
wodurch in diesen Aufnahmen auf den ersten Blick weniger Perizyten sichtbar sind, als auf
den lichtmikroskopischen Aufnahmen, wo auch die blauen Zellen aus tieferen Schichten

sofort zu erkennen sind (Abb. 29 und 33).

3.2.2 Das tiefe Kapillarnetz der Maus entsteht 8 Tage nach der Geburt

Die adulte Retina hat neben den GefdBlen in der Ganglienzellschicht ein tiefer liegendes
Kapillarnetz, welches sich — ausgehend vom oberen GefdBnetz — in die innere
Kornerschicht erstreckt. Abb. 30 zeigt ein- und denselben Ausschnitt eines
Retinapréparates einer 26 Tage alten XlacZ-Maus. Im oberen Photo sind Kapillaren der
Ganglienzellschicht zu sehen. Fokussiert man durch das Préiparat, so werden die darunter

liegenden Kapillaren der inneren Kornerschicht sichtbar.

Ganglien
-zellschicht
(GCL)

INL \

Innere
Korner
-schicht

(INL)

Abb. 30: Lokalisation der Perizyten an den Kapillaren

Gezeigt ist die Retina einer adulten XlacZ-Maus (p26). Farbung: X-gal und Lectin in Kombination;
Vergrofierung: 400fach.
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Wie in Abb. 31 dargestellt existiert das tiefe Kapillarnetz an p7 noch nicht, eine
Fokussierung zwischen den Schichten ist zu diesem Zeitpunkt nicht moglich. Des Weiteren
fallt auf, dass die Farbung der Perizyten an Tag p7 sehr schwach ist. Erst an p8 scheint die
Expression der B-Galaktosidase so stark zu sein, dass sich die gesamte Zelle dunkel vor
dem fluoreszierenden Gefdllnetz abhebt. Die Position der angefdrbten Zellen an p7 —

vornehmlich an Gefél3gabelungen — weist aber auf ihre perizytare Natur hin.

Abb. 31: Darstellung der retinalen Gefifle der Ganglienzellschicht und der inneren
Kornerschicht bei 7-, 8-, bzw. 26-Tage alten XlacZ-Miiusen

Die obere Photoserie zeigt die Gefile der Ganglienzellschicht, die untere die der inneren
Kornerschicht. Farbung: X-gal und Lectin in Kombination; VergroBerung: 400fach.

Einen Tag spéter — an p8 — hat sich auch das tiefe Kapillarnetz ausgebildet. Von Bedeutung
ist, dass das tiefe Netzwerk ebenfalls von Beginn an mit Perizyten assoziiert ist und es
somit anscheinend keine Phase gibt, in der Kapillaren frei von Perizyten sind. Vergleicht
man die Morphologie der Perizyten an p8 mit der von Perizyten an p26, so fillt auf, dass
die Intensitit und Auspriagung der X-gal Farbung an p8 schwicher ist. Der Umriss wirkt
verwaschen und faserig. An p26 ist die Kontur schérfer umrissen und die Farbung

konzentrierter. Es scheint, dass sich die Perizyten im Laufe ihrer Entwicklung verédndern.
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3.2.3 Die Morphologie der Perizyten verindert sich wihrend der GefiBreifung

Die bereits in Abb. 31 auffillige Anderung der Perizytenmorphologie lisst sich in der

reinen X-gal-Féarbung noch besser beobachten: Abb. 32 zeigt Perizyten in der 400fachen

Vergroflerung an den Tagen p7 bis p12.

p7 P8
P9 p10
pi1 p12

Abb. 32: Morphologie von Perizyten wihrend der Entwicklung des retinalen Gefif}systems von

Tag p7 bis p12 bei der XlacZ-Maus

Die Gestalt der lacZ-positiven Zellen in den Retinakapillaren wandelt sich in diesem Zeitraum von
einem linglichen, migrierenden Phédnotyp mit vielen Filopodien (p7 bis p9) zu einem runden,
sesshaften Phénotyp mit nur vereinzelten Filopodien (p10 bis p12). Farbung: X-gal; VergroBerung:

400fach.
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Ihre Gestalt dndert sich in diesem Zeitraum von einem eher linglichen migrierenden zu
einem runden sesshaften Phinotyp. An p7 ist die Intensitdt der Farbung noch schwach,
aber bereits deutlich sichtbar. Auffallig ist die Ausprdgung von langen Zellfortsdtzen, so
genannten Filopodien, die den Zellen ein sternféormiges Aussehen verleihen. Auch an den
Tagen p8 und p9 sind diese Filopodien zahlreich vorhanden. Von Tag p10 an scheinen sich
die Zellfortsidtze zuriickzubilden und an pl2 sind sie fast vollstindig verschwunden.

Zuriick bleibt der intensiv blau gefarbte runde Zellkorper.

In der kombinierten Lectin- und X-gal-Farbung sind die Filopodien nicht zu erkennen,
wahrscheinlich weil die starke Fluoreszenz der Lectin-markierten Gefdfle diese zarten
Strukturen iiberstrahlt. In Abb. 33 sind zwei unterschiedlich gefarbte Préparate acht Tage
alter XlacZ-Mause gegeniibergestellt.

Abb. 33: Vergleichende Darstellung retinaler Perizyten der XlacZ-Maus in der X-gal-Firbung
und der kombinierten X-gal- und Lectin-Firbung

Gezeigt sind zwei Préparate acht Tage alter Retinae: links die X-gal-Farbung unter dem
Lichtmikroskop, rechts die kombinierte Farbung unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die langen
Filopodien der Zellen sind nur in der X-gal-Férbung zu beobachten. Vergroferung: 400fach.

3.2.4 Die Zahl der Perizyten steigt von p7 auf p8 sprunghaft an

Wie zuvor rein subjektiv beschrieben, scheint die Zahl der lacZ-positiven Zellen in der
Retina mit der Entwicklung zuzunehmen. Um ihre Zahl zu quantifizieren, wurden je Retina
zwolf mikroskopische Felder bei 400facher VergroBerung auf die Anwesenheit von blauen
Zellen hin ausgezédhlt. Um sicher zu stellen, dass nur Perizyten und keine vSMC in die

Quantifizierung mit eingehen, wurden Felder mit groBeren Gefdl3en ausgelassen.
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Wie vermutet, nimmt die Zahl an rekrutierten Perizyten mit dem Alter der Maéuse
signifikant zu (p < 0.001): Von Tag p7 auf p12 erhoht sich ihre Zahl von 2.8 + 2.5 auf 34.4
t+ 1.3 pro mikroskopischen Feld (Abb. 34). Von p8 bis p12 erfolgt dieser Anstieg relativ
linear, d.h. die Perizytenzahl erhoht sich taglich um durchschnittlich 14 %. Sehr auffillig
ist indessen der enorme Zuwachs von lacZ-positiven Zellen zwischen p7 und p8: In nur

einem Tag verfiinffacht sich ihre Zahl!

15 -
10 -
5 -
, m M \ \
p7 p8 P9 p10 p11 p12 p26

Abb. 34: Quantifizierung des Perizytenbesatzes in Retinakapillaren von XlacZ-Miusen von p7
bis p12 und an p26

Perizyten / Feld
N
(=)

Die Dichte der Perizyten wurde durch Zihlen der LacZ-positiven Zellen in Ganzorgan-Priparaten
bestimmt. Je Retina wurden zwdlf mikroskopische Felder bei 400facher VergroBerung ausgezéhlt.

Dargestellt ist die mittlere Perizytenzahl mehrerer Mausretinae je angegebenen Zeitpunkt
(n=2bis 9).

Tab. 9: Paarweise Vergleiche (Tukey-HSD) zu Abb. 34

p7 p8 p9 pl0 pll pl2 p26
p7 <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*
p8 <0.001* 0.764 0.034 0.008* <0.001* 0.840
p9 <0.001* 0.764 0.628 0.204 0.009%* 1.000
pl0 <0.001* 0.034 0.628 0.950 0.209 0.412
pll <0.001* 0.008* 0.204 0.950 0.812 0.107
pl2 <0.001%* <0.001%* 0.009%* 0.209 0.812 0.003*
p26 <0.001%* 0.840 1.000 0.412 0.107 0.003*

* unterhalb eines Signifikanzniveaus von 2.5 %
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Die Dichte an Perizyten nimmt bis zum Erwachsenenalter (p26) wieder ab, was eventuell

auf den Remodeling-Prozess in spiteren Entwicklungsstadien zuriickzufiihren ist.

3.2.5 Die Hyperoxie-induzierte Gefiflregression in der Retina ist nur bis zum

siebten Tag nach der Geburt moglich

Um zu kldren, ob die Perizytendichte einen Einfluss auf die Stabilitidt von Retinakapillaren
hat und ihre Anwesenheit diese vor Regression schiitzen kann, wurden sieben bis zwdlf
Tage alte C57BL/6-Méuse mit dem ROP-Modell konfrontiert: Werden sieben Tage alte
Mause fiir finf Tage in einer Atmosphdre mit 75 % Sauerstoff gehalten, so induziert die
Hyperoxie eine deutliche zentrale Gefaflobliteration um den Nervus opticus (Abb. 35,
Sternchen). In der sich anschlieenden 5-tdgigen Phase in normaler Raumluft erfahren die
Miuse eine relative Hypoxie, was zu einer liberschieBenden Gefdlneubildung an der
Grenze zur avaskuldren Zone flihrt. Diese neugebildeten "GefdBbiischel" (neovascular

tufts) sind in der Ganzorganpriparation (Abb. 35, Pfeile) gut zu erkennen.

Abb. 35: Qualitative Darstellung von Gefifiregression und Neovaskularisation nach ROP-
Modell an Tag 17

Das Photo zeigt die Fluoreszenzaufnahme einer Mausretina im Ganzorgan-Priparat. Deutlich zu
erkennen sind die avaskuldre Zone im Zentrum der Retina (*) und die direkt angrenzenden
neovascular tufts (—). Farbung: TRITC-konjugiertes Lectin; Vergroflerung: 25fach.
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Wird dieselbe Prozedur nur einen Tag spiter (an p8) durchgefiihrt, so bleibt das retinale
Gefilnetz relativ unbehelligt: Die Hyperoxie bewirkt keine sichtbare Gefdfregression
mehr (Abb. 36), so dass in der anschlieBenden Hypoxiephase keine reaktive

Gefalneubildung stattfindet.

.

Abb. 36: Vergleichende qualitative Darstellung von GefiBiregression und Neovaskularisation
nach ROP-Modell bei unterschiedlich alten C57BL/6-Miusen (p17, p18, p21 und p22); zentrale
Ansicht, Region um den Nervus opticus

Farbung: TRITC-konjugiertes Lectin; VergroBerung: 100fach.

Auch an den folgenden Tagen (p9 bis p12) scheint das retinale Gefdlinetz unempfindlich
gegeniiber dem hohen Sauerstoffangebot zu sein: es werden weder Gefdlle zuriickgebildet

noch findet eine reaktive Neovaskularisation statt.

Die GefdlBneubildung an p17 — als Reaktion auf den Gefaluntergang an p7 — findet nicht
nur innerhalb der Retina statt. Einige GefdBe durchbrechen die innere Grenzmembran und
sprossen in den Glaskorper des Auges, was im Hématoxylin-Eosin-gefarbten Querschnitt

der Retina quantifizierbar ist.
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In Abb. 37 sind beispielhaft zwei Retinapraparate nach ROP-Modell gezeigt: links eine
Retina an p17, rechts die einer 22 Tage alten Maus. An pl7 sind vaskuldre Zellkerne zu
erkennen, die sich im Zuge der Hypoxie-induzierten Neovaskularisation vor die innere

Grenzmembran ausgebreitet haben (Pfeile!).

Innere Grenzmembran
Ganglienzellschicht

Innere retikuldre Schicht

Innere Kornerschicht
AuBere retikuldre Schicht

AuBere Kornerschicht

Stibchen- u. Zapfen-
Schicht
Pigmentepithel

Abb. 37: Histologischer Schnitt durch die Retinae von C57BL/6-Miusen nach ROP-Modell

Links ein Querschnitt durch die 17 Tage alte Retina (nach Hyperoxie ab Tag 7), rechts ein Querschnitt
durch die 22 Tage alte Retina (nach Hyperoxie ab Tag 12). Féarbung: Hédmatoxylin-Eosin;
VergrofBerung: 200fach.

Das AusmalBl der Angiogeneseantwort ldsst sich iiber das Auszéhlen der priretinalen
Zellkerne quantifizieren. Das Resultat ist, dass es einen Zusammenhang zwischen dem
Zeitpunkt des Einsetzens des Hyperoxiereizes und der Angiogeneseantwort gibt
(p < 0.001): Nach Hyperoxie an p7 befinden sich zehn Tage spiter im Mittel 50.9 £ 21.0

neovaskulére Zellkerne pro Schnitt vor der inneren Grenzmembran (Abb. 38).

Wie bereits aus dem Ganzorgan-Préiparat ersichtlich, nimmt die Angiogeneseantwort an p8
enorm ab, es werden zehn Tage spater durchschnittlich nur noch 7.4 + 6.3 préretinale
Zellkerne pro Schnitt gezédhlt. Von p21 an — nach Hyperoxie an pll — ist keine

neovaskulare Reaktion mehr vorhanden.
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Abb. 38: Quantifizierung der retinalen Neovaskularisationen nach ROP-Modell bei C57BL/6-

Miusen

Das AusmalBl der Hypoxie-induzierten Neovaskularisation wurde iiber die Menge an vaskuldren
Zellkernen bestimmt, die sich vor die innere Grenzmembran der Retina erstreckten. Je Auge wurden

Tab. 10: Paarweise Vergleiche (Tukey-HSD) zu Abb. 38

15 Querschnitt-Praparate ausgezéhlt (n + SD; n = 5-6 Retinae/Zeitpunkt).

pl7 pl8 pl9 p20 p21 p22
pl7 <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*
pl8 <0.001* 0.999 1.000 0.564 0.675
pl9 <0.001* 0.999 0.999 0.764 0.852
p20 <0.001%* 1.000 0.999 0.551 0.670
p21 <0.001%* 0.564 0.764 0.551 1.000
p22 <0.001%* 0.675 0.852 0.670 1.000

* unterhalb eines Signifikanzniveaus von 2.5 %

Auf den ersten Blick scheint es einen Zusammenhang zwischen dem starken Anstieg der

Perizytenzahl und der ausbleibenden Angiogeneseantwort an p8 zu geben. Es sieht so aus,

als wenn die hohere Perizytendichte einen Schutz vor GefdlBregression darstellt. Zu

bedenken ist jedoch, dass die Kapillaren, die an p7 vorhanden sind, ebenfalls mit Perizyten

assoziiert sind und trotzdem unter der einsetzenden Hyperoxie zu Grunde gehen. Was also

schiitzt die Kapillaren an p8, was an p7 noch nicht vorhanden ist?
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3.2.6 Immundetektion von Wachstumsfaktoren und Rezeptoren, die an der

Angiogenese beteiligt sind

An der Neubildung von Gefédllen sind eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren beteiligt. So
ist z.B. bekannt, dass VEGF essenziell flir die Initiierung von Angiogeneseprozessen und
PDGF-B essenziell fiir die Perizytenrekrutierung ist. Angiopoietin-1 spielt eine Rolle bei
der GefdBreifung und die Ephrine bei der Differenzierung in Arterien und Venen. Um zu
erfahren, in welcher Beziehung die retinale Perizytenrekrutierung zu der Expression dieser
Faktoren steht, wurden sieben bis zwolf Tage alte Retinae von C57BL/6-Méusen, bzw.
sieben, acht und 26 Tage alte Retinac von XlacZ-Médusen fiir einen Western Blot

aufbereitet.

3.2.6.1 VEGF-A und flk-1

Fiir den Nachweis von VEGF-A wurden zu jedem Zeitpunkt jeweils fiinf Retinae von
C57BL/6-Maiusen fiir einen Western Blot aufbereitet. Je Probentasche wurden ca. 8 pg
Retinaprotein geladen. In sechs voneinander unabhéngigen Versuchen wurde der VEGF-A
Antikdrper von Santa Cruz (A20) in einer Verdiinnung von 1:500 bis 1:1000 eingesetzt. Da
die VEGF-Kontrolle (25 — 250 ng/well, R&D) immer stark positiv war, die restliche
Membran jedoch blank blieb, wurde geschlussfolgert, dass die Konzentration an Maus-

VEGF fiir diesen Antikorper hier unterhalb der Nachweisgrenze lag.

Also wurden die Augen derjenigen XlacZ-Méduse fiir eine Western Blot-Analyse
aufbereitet, die nicht fiir die Perizytenzdhlung benétigt wurden, d.h. die jeweils
kontralateralen Augen sowie die Augen eines Wurfs, die nicht lacZ-positiv waren. In
diesem zweiten Ansatz wurde ca. neunmal mehr Protein geladen. Der Antikorper —
welcher sich gegen drei Isoformen von VEGF-A richtet — zeigte diesmal Banden auf Hohe

der VEGF-Kontrolle (bei ca. 45 kDa, da die Proben nicht reduziert wurden) (Abb. 39).
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Abb. 39: Expression von VEGF-A in Retinae von 7, 8 und 26 Tage alten XlacZ-Méiusen

(A) Western Blot gegen VEGF-A sowie Aktin zur Verifizierung der Ladungsmenge. Je Spur wurden
die Proteinlysate dreier Retinae unterschiedlicher Mause geladen. Die Auftrennung erfolgte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen (B) Densitometrische Auswertung des Western Blots. Zur
Abgleichung der Ladungsunterschiede wurde der Quotient von VEGF-A zu Aktin aufgetragen (AU =
arbitrary units).

An Tag p7 sind diese Banden sehr schwach, an Tag p8 sind sie jedoch gut voneinander zu
unterscheiden. In der erwachsenen Mausretina scheint die Isoform mit 188 Aminosduren
zu Uberwiegen. Werden die VEGF-Banden zu der korrespondierenden Aktin-Bande ins
Verhiltnis gesetzt, so zeigt sich, dass die VEGF-Expression von p7 auf p8 und weiter bis
p26 deutlich ansteigt. Um einen eindeutigen Nachweis zu erbringen, miisste dieser
Versuch jedoch mehrmals wiederholt werden, was hier aufgrund von Materialmangel nicht

mehr moglich war.

Der gegen flk-1 gerichtete Antikorper von Santa Cruz (C-1158) erkannte wie erwartet zwei
Banden bei 195 und 235 kDa und zeigte in der Versuchswiederholung ein reproduzierbares
Ergebnis: Wird die flk-1-Bande zu der korrespondierenden Aktin-Bande ins Verhiltnis
gesetzt, so scheint die Expression an den Tagen p7 bis p9 auf einem Niveau zu liegen und

ab p10 auf ein hoheres Expressionsniveau anzusteigen (Abb. 40).
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Abb. 40: Expression von flk-1 in Retinae von C57BL/6-Méiusen

(A) Exemplarischer Western Blot gegen flk-1 sowie Aktin zur Verifizierung der Ladungsmenge. Je
Spur wurde Retinalysat von fiinf verschiedenen Miusen geladen. Die Auftrennung erfolgte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen. (B) Densitometrische Auswertung des Western Blots. Zur
Abgleichung der Ladungsunterschiede wurde jeweils der Quotient von flk-1 zu Aktin aufgetragen
(AU = arbitrary units).

3.2.6.2 PDGF-B und PDGF-Rf3

Da PDGF-B essenziell fiir die Rekrutierung von Perizyten ist, wurde dieser
Wachstumsfaktor sowie sein korrespondierender Rezeptor PDGF-R} auf Proteinebene
nachgewiesen. Wie bei der Analyse von VEGF wurde hier zunichst Retinalysat von
C57BL/6-Miusen im Western Blot eingesetzt. In drei unabhdngigen Versuchen detektierte
der PDGF-B-Antikorper jeweils eine Bande in der zu erwartenden Hohe von 29 kDa. Die
densitometrische Auswertung ergab, dass das Expressionsniveau von p7 bis pl2 leicht

ansteigt, dabei in seiner Ausprdgung jedoch sehr schwankt (s. Tab. 31, Anhang).

Auch hier wurden die Retinalysate der XlacZ-Maéause an p7, p8 und p26 analysiert. Das
Ergebnis ist in Abb. 41 dargestellt: Wahrend die PDGF-B-Expression an p7 sehr schwach
ist, steigt der Gehalt von PDGF-B an p8 auf das 2.8-fache des Wertes an p7. In der adulten
Retina wird wieder weniger PDGF-B exprimiert, moglicherweise, weil zu diesem

Zeitpunkt die Rekrutierung von Perizyten zum Gefalinetz abgeschlossen ist.
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Abb. 41: Expression von PDGF-B und PDGF-Rp in Retinae von 7-, 8- und 26-Tage alten XlacZ-
Miiusen

(A) Exemplarischer Western Blot gegen PDGF-B und PDGF-RJ sowie Aktin zur Verifizierung der
Ladungsmenge. Je Spur wurden die Proteinlysate dreier Retinae unterschiedlicher Méuse geladen. Die
Auftrennung erfolgte unter nicht-reduzierenden Bedingungen. (B) Densitometrische Auswertung des
PDGF-B- und (C) des PDGF-RB-Blots. Zur Abgleichung der Ladungsunterschiede wurde jeweils der
Quotient von PDGF-B bzw. PDGF-Rf zu Aktin aufgetragen (AU = arbitrary units).

Der Nachweis des Rezeptors ergab, dass sich dessen Expression in der XlacZ-Mausretina
von Tag p7 auf p8 und weiter bis p26 deutlich erhohte (Abb. 41). Da PDGF-Rf von
Perizyten und glatten Muskelzellen exprimiert wird, geht diese Erhohung sehr
wahrscheinlich auf die steigende Perizytenzahl wihrend der GeféBreifung zuriick. Ein
zweiter Versuch bestitigte dieses Ergebnis, und auch der Nachweis von PDGF-Rp in den
Retinalysaten von C57BL/6-Mausen zeigte eine zunechmend starke Bande im Bereich von

190 kDa von p7 nach p12 (s. Tab. 31, Anhang).

3.2.6.3 Angiopoietin-1/-2 und Tie2

Bisherige Versuche haben gezeigt, dass dem Faktor Ang-1 eine entscheidende Rolle bei
der Stabilisierung von Gefdlen zukommt, wahrscheinlich indem er {ber den
membranstindigen Rezeptor Tie-2 die Endothelzellen dazu veranlasst, ihre Zell-Zell-
Kontakte untereinander zu festigen (Uemura, 2002). Der Antagonist Ang-2 bindet
ebenfalls an Tie-2, hat aber keine gefdfstabilisierende Wirkung, sondern wird eher mit

GefdlBuntergang und Gefédflremodeling in Verbindung gebracht.
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Im Gegensatz zu anderen, bereits verdffentlichten Studien mit den hier verwendeten
Antikorpern (Chang, 2003; Shyu, 2003), war der Nachweis der beiden Faktoren
problematisch: Die Antikorper von Santa Cruz zeigten nur einmal ein positives Ergebnis,
welches in Abb. 42 dargestellt ist. Alle weiteren Versuche, dieses Ergebnis zu
reproduzieren, blieben erfolglos. Nur selten zeigte sich eine Bande in der erwarteten Hohe
von 80 kDa und meistens war diese Bande verwaschen und schief, obgleich derselbe Blot
beim Reprobing gegen ein anderes Protein sehr gute Ergebnisse lieferte (klare, gerade
Banden und keinen Hintergrund). Da andere Arbeitsgruppen von &hnlichen Problemen
hinsichtlich des Angiopoietin-Nachweises auf Proteinebene berichteten, wurde
geschlussfolgert, dass zur Zeit keine geeigneten Antikdrper gegen diese Proteine auf dem
Markt sind. Der Nachweis dieser Faktoren erfolgte in unserer Arbeitsgruppe darauthin nur
noch auf mRNA-Ebene, wobei sich das hier vorgestellte Ergebnis beziiglich der Ang-1-

Expression bestitigte.

Ang-1 80 kD

Ang-2 : 80 kD

Aktin | ™™ S s e e | 22KD

p7 p8 P9 p10 p11 p12

A
0,4 0,4
0,3 0,3
202 202
0,1 0,1
0,0 0,0

p7 p8 p9 p10 p11 p12 p7 p8 p9 p10 p11 p12

B Cc

Abb. 42: Expression von Ang-1 und Ang-2 in Retinae von C57BL/6-Miusen

(A) Western Blot gegen Ang-1 und Ang-2 sowie Aktin zur Verifizierung der Ladungsmenge. Je Spur
wurde Retinalysat von fiinf verschiedenen Médusen geladen. Die Auftrennung erfolgte unter nicht-
reduzierenden Bedingungen (B) Densitometrische Auswertung des Ang-1- und (C) des Ang-2-Blots.
Zur Abgleichung der Ladungsunterschiede wurde jeweils der Quotient von Ang-1 bzw. Ang-2 zu
Aktin aufgetragen.

Die Expression von Ang-1 erhohte sich wihrend der retinalen Gefdlentwicklung bei
C57BL/6-Maiusen von p7 bis p9 um 100 % (verglichen mit dem Expressionsniveau an p7).

Dann blieb das Expressionsniveau bis pll stabil und fiel an pl12 wieder leicht ab.
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Ang-2 wurde wihrend dieser Zeit nicht, bzw. ab pl10/p11, nur in sehr geringer Menge

exprimiert, moglicherweise im Zuge des beginnenden Gefafiremodelings.

Die Detektion des Tie-2-Rezeptors zeigte in allen drei durchgefiihrten Western Blot-
Analysen eine einzelne klare Bande bei ca. 60 kDa. In Abb. 43 ist ein exemplarischer Blot
gegen Tie-2 gezeigt: Die Expression des Rezeptors scheint {iber den dargestellten Zeitraum
nicht reguliert zu werden, so dass die Stabilitdt von retinalen Gefa3en wahrscheinlich eher
iiber die An- bzw. Abwesenheit von Ang-1 und Ang-2 gesteuert wird, als {iber die

Rezeptorexpression.

Tie-2 T e e W e e | 60 kD

Aktin 42 kD
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Abb. 43: Expression von Tie-2 in Retinae von C57BL/6-Miusen

(A) Exemplarischer Western Blot gegen Tie-2 sowie Aktin zur Verifizierung der Ladungsmenge. Je
Spur wurde Retinalysat von fiinf verschiedenen Mausen geladen. Die Auftrennung erfolgte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen. (B) Densitometrische Auswertung des Western Blots. Zur
Abgleichung der Ladungsunterschiede wurde jeweils der Quotient von Tie-2 zu Aktin aufgetragen
(AU = arbitrary units).

3.2.6.4 Ephrin B1 und B2

Die Ephrin Bs spielen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung der Gefdlle in Arterien
und Venen. Auch in den kleinsten Kapillaren findet diese Unterscheidung statt, so dass
man durch den Nachweis von Ephrin Bl und B2 vendse und arterielle Kapillaren
voneinander unterscheiden kann (Adams, 1999; Shin, 2001). Um zu iiberpriifen, ob diese
Faktoren moglicherweise an der Reifung und Stabilisierung des Geféllsystems beteiligt
sind, wurde ihre Expression in der Retina von C57BL/6-Méusen von Tag p7 bis pl2
bestimmt. Der Antikorper gegen Ephrin Bl richtet sich gegen die extrazellulire Doméane
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des Transmembran-Proteins und detektierte in drei voneinander unabhéngigen Versuchen
eine deutliche Bande bei 47 kDa. In Abb. 44 ist ein exemplarischer Blot dargestellt: Ephrin
B1 scheint in diesem Zeitraum nicht auffallig reguliert zu werden, im Mittel (der drei

Versuche) stieg dessen Expression mit der Zeit leicht an (s. Tab. 33, Anhang).
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p7 p8 p9 p10 p11 p12
B

Abb. 44: Expression von Ephrin B1 in Retinae von C57BL/6-Miusen

(A) Exemplarischer Western Blot gegen Ephrin B1 sowie Aktin zur Verifizierung der Ladungsmenge.
Je Spur wurde Retinalysat von fiinf verschiedenen Miusen geladen. Die Auftrennung erfolgte unter
nicht-reduzierenden Bedingungen. (B) Densitometrische Auswertung des Western Blots. Zur
Abgleichung der Ladungsunterschiede wurde jeweils der Quotient von Ephrin Bl zu Aktin
aufgetragen (AU = arbitrary units).

Im Gegensatz zu der starken Bande beim Ephrin B1-Blot zeigt der Ephrin B2-Blot nur eine
schwache Bande (Abb. 45). Da Ephrin B2 nur im arteriellen und nicht wie Ephrin B1 im
gesamten Gefdllsystem exprimiert wird, ist es moglich, dass die geladene Proteinmenge
gerade an der Nachweisgrenze liegt. Der Antikorper richtet sich gegen das gesamte
Ephrin B2-Protein und zeigt eine Bande auf der Hohe von 47 kDa. Der densitometrischen
Auswertung dieses Blots nach zu urteilen, schwankt der Gehalt an Ephrin B2 etwas stérker
als der von Ephrin B1. Allerdings kann ein einzelner Blot nur eine gewisse Vorstellung

iber das Expressionsniveau vermitteln und lisst keine allgemeine Schlussfolgerung zu.

102



Ergebnisse

Ephrin B2

Aktin
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Abb. 45: Expression von Ephrin B2 in Retinae von C57BL/6-Méiusen

47 kD

42 kD

(A) Western Blot gegen Ephrin B2 sowie Aktin zur Verifizierung der Ladungsmenge. Je Spur wurde
Retinalysat von fiinf verschiedenen Méusen geladen. Die Auftrennung erfolgte unter nicht-
reduzierenden Bedingungen. (B) Densitometrische Auswertung des Western Blots. Zur Abgleichung
der Ladungsunterschiede wurde jeweils der Quotient von Ephrin B2 zu Aktin aufgetragen (AU =

arbitrary units).

Da auffillig starke Expressionsunterschiede zwischen p7 und p8 bei dem Nachweis der

Ephrin Bs nicht gefunden wurden, wird eine Beteiligung dieser Faktoren — beim Ubergang

vom reaktiven Gefdflsystem an p7 zum stabilen Gefdflsystems an p8 — als nicht

wahrscheinlich angesehen.
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4 Diskussion

4.1 Effekt von Tenilsetam auf Endothelzellen

Der AGE-Inhibitor Tenilsetam hat im diabetischen Tiermodell gezeigt, dass er die Zahl an
azelluldren Kapillaren reduziert, ohne den Perizytenverlust zu beeinflussen. Da unbekannt
ist, welchen Effekt Tenilsetam auf Endothelzellen ausiibt, wurde in dieser Arbeit die
Wirkung der Substanz auf HUVECs und BRECs néher untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass HUVECs unter dem Einfluss verschiedener Tenilsetam-Konzentrationen in
threr Proliferation und DNA-Synthese gehemmt werden, und dass dieser Effekt in
Gegenwart von Tenilsetam nicht iiber eine erhdhte Apoptose- oder Nekroserate zu erkléren
ist. Zudem verdndert der lidngerfristige Kontakt von HUVECs mit Tenilsetam deren
Bereitschaft zur Adhédsion und Migration und fordert deutlich das Aussprossen von BRECs
in einem Fibringel. Weiterhin scheint Tenilsetam einen Einfluss auf die II-1B-induzierte
ICAM-1-Expression von HUVECs zu haben. Diese Ergebnisse und deren mdgliche

Bedeutung fiir die diabetische Mikrovaskulatur sollen hier diskutiert werden.

4.1.1 Einfluss von Tenilsetam auf die Zellproliferation von HUVECs

Die Versuche an HUVECs haben gezeigt, dass Tenilsetam die Proliferation der
Endothelzellen konzentrationsabhingig inhibiert. Dieser hemmende Effekt findet seine
Entsprechung in der DNA-Synthese: Diese wird innerhalb von 24 Stunden durch die
Inkubation mit 3 mM Tenilsetam um 24 % gesenkt. Wird die DNA-Synthese durch VEGF
stimuliert, so ist der inhibierende Effekt noch groBer und liegt bei 31 %. Fraglich war, ob
die starke Reduktion der Zellzahl Folge einer vermehrten Apoptose oder Nekrose ist.
Tatsdchlich weist die Markierung der Zellen mit Annexin V, bzw. Propidiumiodid auf
einen geringen Anstieg der Apoptose-, bzw. Nekroserate hin. Allerdings ist der Prozentsatz
der apoptotischen und nekrotischen Zellbestandteile — relativ gesehen — zu gering, um die
beobachtete Proliferationshemmung zu erkldren: Wéhrend die Zahl der apoptotischen
Zellen unter Kontrollbedingungen im Mittel bei 0.7 % lag, waren nach Inkubation mit
3 mM Tenilsetam nur 2.4 % der Zellen apoptotisch. Der Prozentsatz nekrotischer
Zelltrimmer lag unter Kontrollbedingungen im Mittel bei 2.0 % und nach Inkubation mit

3 mM Tenilsetam bei 2.8 %.
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Mit seinen antiproliferativen Eigenschaften konnte Tenilsetam durchaus einen positiven
Effekt auf das diabetische Endothel ausiiben. Bereits im Stadium der nicht-proliferativen
Retinopathie werden Wachstumsfaktoren wie VEGF und Ang-2 in der Retina vermehrt
exprimiert (Lutty, 1996; Amin, 1997; Tilton, 1997; Matsumura, 1999). AGEs selbst
konnen die Proliferation von Endothelzellen fordern: So zeigten Chibber et al., dass bereits
geringe Konzentrationen von AGE-BSA (62.5 ng/ml) die Proliferation von BRECs um
56 % gegeniiber der unbehandelten Kontrolle erhohen (Chibber, 1997). Yamagishi et al.
beobachteten, dass die AGE-induzierte Proliferation von mikrovaskuldaren Endothelzellen
auf die autokrine Induktion des Wachstumsfaktors VEGF zuriickzufiihren ist (Yamagishi,
1997). Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass diese Wirkung von AGEs {iiber
RAGE vermittelt wird, da RAGE-iiberexprimierende Endothelzellen signifikant stirker
proliferieren als ihre Kontrollzellen. Des Weiteren wurde in diesen Versuchen beobachtet,
dass AGEs iiber eine erhohte Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB (nuclear
factor-kB) und AP-1 (activator protein-1) die Konzentration von VEGF- und Ang-2-
mRNA erhohen (Okamoto, 2002b). Die gleiche Arbeitsgruppe zeigte weiter, dass AGEs
auch in vivo — bei befruchteten Hiithnereiern im so genannten CAM-Assay (chorioallantoic
membrane assay) — die Angiogenese deutlich verstirkten. Die unter dem Einfluss der
AGEs gebildeten Gefille waren interessanterweise frei von Perizyten, moglicherweise ein

typisches Merkmal der pathologischen Angiogenese beim Diabetes (Okamoto, 2002a).

Uber welchen Mechanismus Tenilsetam die Proliferation der Zellen inhibiert ist bislang

allerdings unbekannt.

4.1.2 Einfluss von Tenilsetam auf das Adhisions- und Migrationsverhalten von

HUVECs

Die direkte Zugabe der unphysiologisch hohen Dosis von 30 mM Tenilsetam zur
Zellsuspension verringerte die Zahl der Zellen, die nach einer Stunde an einer Gelatine-
beschichteten Platte adhérierten, geringfligig. Die niedrigeren Konzentrationen von 3 und
10 mM besallen keinen Einfluss auf das Adhéisionsverhalten. Versuche, in denen die Zellen
an FCS-beschichtete Platten adhérierten, fiihrten unter den gleichen Bedingungen (Zugabe
von Tenilsetam zur Zellsuspension und 1-stiindige Adhésion bei 37°C) zu einem &hnlichen
Ergebnis, wobei anzumerken ist, dass hier die Konzentration von 10 mM Tenilsetam
ebenfalls zu einer leicht verringerten Adhésion fiihrte. Mit diesen Resultaten vergleichbar

ist das Ergebnis eines Migrationversuchs, in welchem Tenilsetam ebenfalls direkt der
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Zellsuspension zugesetzt wurde: Die basale Migrationsrate durch die Membran blieb in
Anwesenheit geringer Konzentrationen an Tenilsetam (3 und 10 mM) nahezu
unbeeinflusst, wohingegen 30 mM Tenilsetam die Migrationsrate um 22 % senkte. Die
Migrationsrate lag um ca. 50 % hoher, wenn die Zellen durch Zugabe von bFGF und

VEGF stimuliert wurden, die Zugabe von Tenilsetam beeinflusste diesen Effekt nicht.

Hieraus wurde gefolgert, dass die direkte Zugabe von moderaten Mengen an Tenilsetam zu
einer Suspension von Endothelzellen keine deutliche Beeinflussung des Adhésions-, bzw.
Migrationsverhaltens in dem gewihlten Zeitraum von einer Stunde, bzw. vier Stunden
bewirkt. Lediglich die sehr hohe Konzentration von 30 mM beeintrachtigt beide Prozesse
geringfiigig, was moglicherweise auf die oben beschriebene proliferationsinhibierende

Wirkung zuriickzufiihren ist.

Anders ist die Situation, wenn Endothelzellen zuvor fiir 24 Stunden mit Tenilsetam
inkubiert wurden. Der Kontakt der Zellen mit Tenilsetam verdnderte nicht nur ihre
Morphologie (s. Abb. 11 und 12, Kapitel 3.1.1), sondern gleichsam ihr Verhalten beziiglich
der Adhdsion und Migration. Es zeigte sich, dass pridinkubierte Zellen mit steigender
Tenilsetam-Konzentration etwas stirker adhérierten. Dieser Effekt wurde sowohl auf
Gelatine-, als auch auf FCS-beschichteten Platten beobachtet und — erstaunlicherweise —
ebenfalls auf der Beschichtung, die dem Versuch als Negativkontrolle dient, d.h. der BSA-
Beschichtung. Auf letzterer ist die adhdsionssteigernde Wirkung sogar am deutlichsten
ausgeprigt: Wurden die Zellen, die unter Kontrollbedingungen auf BSA-beschichteten
Platten adhérierten gleich 100 % gesetzt, so lag der Prozentsatz der adhirenten Zellen, die
mit 30 mM Tenilsetam prainkubiert wurden mit 180 % deutlich hoher. Auch die Migration
von Zellen, die zuvor liber 24 Stunden mit Tenilsetam in Kontakt kamen, war leicht — in

einem Versuch sogar stark — erhoht.

Die Adhédsion an die extrazelluldre Matrix ist eine wichtige Grundvoraussetzung fiir das
Uberleben von Endothelzellen (Meredith, 1993). Werden sie an der Adhision gehindert
— in der Zellkultur gewéhrleistet durch die Beschichtung der Platten mit bovinem
Serumalbumin (BSA) — so leiten sie den Prozess der Apoptose ein. Aus diesem Grund
dient die BSA-Beschichtung als Negativkontrolle fiir den Adhidsionsversuch. Umso
erstaunlicher ist die Tatsache, dass Tenilsetam gerade unter diesen "unwirtlichen"

Bedingungen eine deutliche Steigerung der Adhisionsrate bedingt.

106



Diskussion

Vermittelt wird die Adhision von Endothelzellen iiber Integrine — heterodimere
transmembrane Glykoproteine — die Interaktionen zwischen dem Zellinneren (dem
Zytoskelett) und der Umgebung ermoglichen (Hynes, 1992). Neben Zell-Matrix-
Interaktionen vermitteln sie iiber die Bindung an zelluldre Adhédsionsmolekiile der
Immunglobulin-Superfamilie auch Zell-Zell-Adhdsionen. Viele Integrine werden
konstitutiv an der Zelloberfliche exprimiert, sind aber inaktiv und miissen erst durch ihren
Agonisten aktiviert werden (Sanchez Mateos, 1996; Xiong, 2001). Durch Bindung eines
Liganden an ein Integrin wird ein Signal in die Zelle libertragen (outside-in signaling), was
zu einer Umorientierung des Zytoskeletts fiihrt. Dieser Prozess kann die Verdanderung der
Zellform, die Migration oder die Proliferation steuern (Yamada und Geiger, 1997;
Arnaout, 2002). Umgekehrt konnen aber auch Faktoren in der Zelle die Integrine aus
einem passiven schwach adhidsiven in einen aktiven adhésiven Zustand umschalten (inside-
out signaling) (Dedhar, 1999). Beeinflusst Tenilsetam moglicherweise die Expression oder

die Aktivierung von endothelialen Integrinen?

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen verdndern die Endothelzellen nach Tenilsetam-
Zugabe ihre Morphologie derart, dass sie von einem eher rundlichen zu einem langlichen
migrierenden Phénotyp wechseln. Ob diese Umstrukturierung der Zelle auf die
Beeinflussung der Integrin-Expression zuriickzufiihren ist und ob diese Beeinflussung
gegebenenfalls {iber ein outside-in oder inside-out signaling erfolgt, bleibt zu untersuchen.
Die Vermutung liegt jedoch nahe, dass es sich — wenn {iberhaupt — um ein inside-out
signaling handelt, da der beobachtete Effekt von Tenilsetam auf die Zellen erst nach

24-stiindiger Inkubation deutlich wurde.

Tenilsetam ist ein kleines lipophiles Molekiil, wodurch es durch die endotheliale
Zellmembran diffundieren kann und auf diesem Wege intrazellulire Signalwege
beeinflussen konnte. Es gibt andere Substanzen, die sich aufgrund ihrer lipophilen
Eigenschaften in die Zellmembran einlagern, deren Fluiditit erhohen und somit die
Migration der Zelle fordern (z.B. a-Tocopherol) (Ghosh, 2002). Es wére interessant zu

untersuchen, ob Tenilsetam auf einem dieser Wege auf die Zelle einwirkt.
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4.1.3 Einfluss von Tenilsetam auf die IL-1B-induzierte Expression von Adhisions-

molekiilen bei HUVECs

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Tenilsetam mdglicherweise einen direkten
Einfluss auf die Expression der Adhdsionsmolekiile hat. Tatsédchlich konnte Tenilsetam die
II-1B-induzierte Expression von ICAM-1 konzentrationsabhéngig um bis zu 23 %
reduzieren. Die basale Expression von ICAM-1 sowie die basale und II-1B-induzierte
Expression von VCAM-1 und E-Selektin blieben durch Zugabe von Tenilsetam jedoch

unbeeinflusst.

Die hyperglykdmische Stoffwechselsituation beim Diabetes fiihrt am Endothel zu einer
erhohten Expression von Zelladhdsionsmolekiilen wie E-Selektin aus der Familie der
Selektine sowie VCAM-1 und ICAM-1 aus der Immunglobulin-Superfamilie und damit zu
einer als proinflammatorisch und prokoagulativ beschriebenen Situation (Carlos und
Harlan, 1994; Schmidt, 1995; Chappey, 1996; Nozaki, 2001; Basta, 2002; Joussen, 2002;
Wen, 2002; Bai, 2003). E-Selektin vermittelt eine schwache, reversible Bindung von
Leukozyten an die GefdaBwand und stellt auf endothelialer Seite einen der Hauptvermittler
des rolling der Leukozyten auf dem Endothel dar. VCAM-1 und ICAM-1 vermitteln die
Adhidsion der Leukozyten sowie deren transzelluldre Migration in das Gewebe {iiber
Integrine (Gearing und Newman, 1993), wobei VCAM-1 vor allem VLA-4 (04B1) und
ICAM-1 an LFA-1 (oLP2) bindet (Larson und Springer, 1990; Stewart, 1995). Die
vermehrte Rekrutierung von Leukozyten zur mikrovaskulidren Strombahn wird von vielen
Autoren als Problem beschrieben, da Leukozyten aufgrund ihres groBBen Durchmessers und
thres hochviskdsen Zytoplasmas zu einer Abnahme des retinalen Blutflusses fiihren und
teilweise sogar ganze Kapillaren verstopfen konnen (Lipowsky, 1991; Bursell, 1996;

Miyamoto, 1997; Miyamoto, 1998).

Im Unterschied zu anderen Arbeiten wurde hier keine vermehrte Expression von
Adhisionsmolekiilen unter hyperglykdmischen Bedingungen (30 mM Glukose fiir sechs
Stunden) beobachtet (s. Tab. 24-26, Anhang). Takami et al. zeigten bei HUVECs einen
1.4-fachen Anstieg der ICAM-1-Expression, wenn diese iiber sechs Stunden mit nur 16.7
mM Glukose inkubiert wurden (Takami, 1998). Auch andere Arbeitsgruppen konnten den
positiven Zusammenhang zwischen Hyperglykdmie und der ICAM-1-Expression auf
Endothelzellen nachweisen, allerdings erst nach einer 24-stliindigen Inkubationsperiode

(Baumgartner Parzer, 1995; Morigi, 1998). Warum die hohe Glukosekonzentration hier
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keine erhohte Expression der Adhésionsmolekiile bewirkte ist nicht bekannt.
GleichermaBlen unklar ist, auf welchem Wege Tenilsetam die ICAM-1-Expression
reduziert, da diese Ergebnisse unabhdngig von Hyperglykdmie und AGE-Bildung
— und demnach unabhéngig von der Aktivierung der Signalkaskade "RAGE — NFxB —

ICAM-1" — gemessen wurden.

Andere Autoren konnten zeigen, dass die Reduktion der ICAM-1-Expression zu einer
verringerten Leukozytenadhdsion in vivo fiihrt. So untersuchten Booth et al. die
Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen in der mikrovaskuldren Strombahn von Ratten-
mesenterium und zeigten, dass die Infusion des PKC-Inhibitors Bisindolylmaleimid-I die
ICAM-1-Expression signifikant reduzierte und in Folge auch die Adhdsion von
Leukozyten an das Endothel postkapilldrer Venolen. In weiteren Versuchen fanden sie
heraus, dass auch die Zugabe des antioxidativen Enzyms Superoxid-Dismutase die
Adhidsion von Leukozyten verminderte (Booth, 2002). Es wire also moglich, dass
Tenilsetam durch die Reduktion von ICAM-1 einen positiven Effekt auf das Endothel

ausiibt. Die Bestétigung dieser Ergebnisse bedarf jedoch dringend weiterer Versuche.

4.1.4 Einfluss von Tenilsetam auf das Sprouten mikrovaskulirer BRECs

Der so genannte sprouting- oder tube formation-assay wurde 1995 von Nehls et al.
etabliert und ermoglicht die Quantifizierung von endothelialen Sprouts in einem
3-dimensionalen Fibringel (Nehls und Drenckhahn, 1995b). Die Zugabe von Tenilsetam zu
diesem Versuchsansatz hat einen unerwartet deutlichen Einfluss auf das Sprouten von
BRECs: Bereits 1 mM der Substanz erhoht die Anzahl an Sprouts nach 48 Stunden um
44 % gegeniiber der Kontrolle, wenn die Zellen gleichzeitig mit dem Wachstumsfaktor
bFGF stimuliert werden. Unstimulierte Zellen steigern ihr Zellsprouting in Anwesenheit
von 1 mM Tenilsetam sogar ungleich stirker (um 80 %), was bedeutet, dass Tenilsetam
allein in der Lage ist das Sprouten von Endothelzellen zu induzieren. Die maximale
Stimulation erreicht Tenilsetam in der Konzentration von 10 mM, wohingegen 30 mM
Tenilsetam die Sproutbildung nicht weiter erhohte, sondern vielmehr wieder auf das

Niveau der Kontrolle reduzierte.

Carmeliet bezeichnete das Sprouting als einen moglichen Angiogeneseprozess in den die
Zellproliferation und -migration involviert sind (Carmeliet, 2000a). Dass Tenilsetam die
Zellproliferation inhibiert, gleichzeitig aber das Sprouten stark fordert, diirfte nach dieser
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Definition nicht moglich sein. Andererseits schrieben Sholley et al. bereits 1984, dass das
Sprouting prinzipiell mit der Proliferation von Zellen einhergeht, jedoch auch zeitweise
unabhingig davon sein kann. In diesem Fall wiirde die Migration und die Reorganisation
vorhandener Endothelzellen zu der Sproutbildung, also zu der Ausbildung eines
Gefillsprosses, fithren (Sholley, 1984). Unter normalen physiologischen Bedingungen
bezeichnet das Sprouting jedoch den Prozess der Entstehung eines neuen GefdB3sprosses
aus einem bereits existierenden Gefdll. Zu diesem Zweck 16sen sich die Endothelzellen
vom Untergrund, exprimieren Proteasen, welche die umgebene Matrix lysieren und
beginnen in die entstandene Liicke zu migrieren. Mit zunehmender Lénge des Sprouts
proliferieren die Zellen und formen ein Lumen, durch das spéter Blut flieBt (Carmeliet,

2000a; Vestweber, 2000).

Warum Tenilsetam in den unterschiedlichen Versuchen die Proliferation und die
Proteinsynthese der Zellen hemmt, aber die Migration leicht und das Sprouting stark
fordert, ist nicht bekannt. Eine mdgliche Erklarung fiir diese scheinbar widerspriichlichen
Ergebnisse, ist die Tatsache, dass die Proliferationshemmung bei HUVECs und das
Sprouten bei BRECs beobachtet wurde. BRECs sind, im Gegensatz zu HUVECs,
mikrovaskuldre Endothelzellen. Fiir den Sprouting-Assay wurden BRECs gewdhlt, weil
HUVECs unter den gleichen Bedingungen nicht mit einer konsistenten Sproutbildung
reagieren. Allerdings bestehen zwischen mikro- und makrovaskuldren Endothelzellen
teilweise charakteristische Unterschiede hinsichtlich ihres Phinotyps und Verhaltens, die
sich auch in Kultur iiber mehrere Passagen bewahren (Stolz und Jacobson, 1991; Geiger,
1997; Lang, 2003). So wurde beispielsweise gezeigt, dass Endothelzellen aus mikro- bzw.
makrovaskuldren Strombahnen unterschiedliche Expressionsprofile hinsichtlich der
Matrixmetalloproteasen (MMPs) und deren Inhibitoren, den TIMPs (tissue inhibitor of
MMPs), aufweisen (Jackson und Nguyen, 1997). Auch die Expression von
Zytokinrezeptoren variiert zwischen mikro- und makrovaskuldren Endothelzellen erheblich

(Salcedo, 2000).

Um die gewonnenen Daten eindeutig interpretieren zu kdnnen, miissten weitere Versuche
angesetzt werden, in denen sowohl die Proliferation als auch das Sprouting in Antwort auf

Tenilsetam von HUVECs und BRECs miteinander verglichen werden.
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4.1.5 Grundsitzliche Uberlegungen zum Einsatz und Wirkmechanismus von

Tenilsetam

Tenilsetam ist eine von Piracetam abgeleitete Substanz. Piracetam ist ein Medikament,
welches bereits seit 1971 auf dem Markt ist und die Lern-, Auffassungs- und
Konzentrationsfahigkeit positiv beeinflussen kann, weshalb es als Nootropika bezeichnet
wird (Ihl und Kretschmar, 1997). Tenilsetam wurde einige Jahre spéter von Cassella (jetzt
Aventis, Frankfurt/Main) entwickelt und zeigte in einem Screening an Tieren &hnliche
Eigenschaften wie Piracetam. Die beim Menschen iiblicherweise verabreichte Dosis von
Piracetam liegt zwischen 35 und 70 mg/kg KG pro Tag, was erklért, warum Shoda et al.
die Dosierung von 50 mg/kg KG Tenilsetam fiir ihre Versuche an Ratten wihlten (Shoda,
1997). Umgerechnet auf das Blutvolumen der Ratte (ca. 24 ml bei 0.4 kg) entsprechen
50 mg/kg etwa 4.56 mM, so dass die in der Zellkultur eingesetzte Dosis durchaus mit der
im Tierversuch sowie der Dosis, die Patienten an Piracetam erhalten, vergleichbar ist.
Aufgrund der Tatsache, dass auch in senilen Plaques in den Gehirnen von Alzheimer-
Patienten AGEs und eine Hochregulation des Rezeptors RAGE nachgewiesen wurde
(Vitek, 1994; Colaco, 1996; Miinch, 1997a), vermuteten Shoda et al., dass Tenilsetam
moglicherweise liber die Inhibierung von AGE-Addukten wirkt, was sie 1997 mit Hilfe
ithrer in vitro Versuche und den Versuchen an diabetischen Ratten bestitigen konnten

(Shoda, 1997).

Die direkte Wirkung auf Endothelzellen wurde bislang nicht untersucht (personliche
Mitteilung Dr. U. Schindler, Aventis). In der vorliegenden Arbeit bewies Tenilsetam einen
deutlichen antiproliferativen Effekt. Von den Effekten auf das Sprouten abgesehen war der
Zusammenhang stets: Je hoher die Konzentration an Tenilsetam, desto stirker der Effekt
auf die Endothelzellen. Um rein osmotische Effekte aufgrund der hohen Dosierung von
30 mM auszuschlieBen, wire es sinnvoll die Versuche mit einer dhnlichen Substanz (wie
z.B. Piracetam) zu wiederholen. Der Zusatz von 30 mM Glukose zeigte allerdings keinerlei

Effekte auf die Zellen (s.Anhang).

Abgesehen von der Eigenschaft als AGE-Inhibitor und Metallchelator (Price, 2001) ist der
Wirkmechanismus von Tenilsetam génzlich unbekannt. Aber auch der von Piracetam ist
nur ansatzweise bekannt, weshalb der Substanz beinahe die Zulassung als Arzneimittel
durch das Bundesgesundheitsamt versagt geblieben wére (Ihl und Kretschmar, 1997).

Indes war Piracetam in klinischen Studien sehr effektiv und dariiber hinaus sehr gut
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vertriglich. Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnis, dass die Absorption von Piracetam
schnell und vollstindig erfolgt, die Substanz kein besonderes Proteinbindungsverhalten
zeigt (auch nicht flir zentrale neuronale Rezeptoren) und sie keiner hepatischen
Metabolisierung unterliegt. Die Ausscheidung von Piracetam erfolgt iiber die Niere
(Shorvon, 2001). Es wird vermutet, dass die Hauptaktionen von Piracetam iiber eine
Verdnderung der Membraneigenschaften (erhdhte Fluiditdt) und der Proteinsynthese
und/oder einer Steigerung der oxidativen Glykolyse und einer Reduktion der
Pléattchenaggregation erfolgen (Ihl und Kretschmar, 1997; Stockmans, 1998; Muller, 1999;
Scheuer, 1999; Shorvon, 2001; Gualtieri, 2002). Es wire denkbar, dass Tenilsetam zum
Teil dhnliche Wirkungen erzielt. Eine Vermutung, die bisher jedoch rein hypothetisch ist

und weiterer Untersuchung bedarf.

4.1.6 Istder Einsatz von Tenilsetam zu Therapiezwecken vorstellbar?

Die Bildung von Glykierungs-Endprodukten, den AGEs, ist an der Pathologie der
diabetischen Mikroangiopathie beteiligt. Der Einsatz von potenten AGE-Inhibitoren ist
dementsprechend fiir die Minderung diabetischer Komplikationen von groBem Wert.
Tenilsetam wurde zunichst entwickelt, um als Anti-Demenz-Mittel eingesetzt zu werden,
jedoch gibt es auf diesem Sektor neuere und effektivere Medikamente als Tenilsetam — wie
beispielsweise Nefiracetam und Levetiracetam — die ebenfalls von Piracetam abgeleitet

wurden (Rashid und Ueda, 2002; Marini, 2004).

In anderen Bereichen ist Tenilsetam jedoch keineswegs wirkungslos, konnte es doch in
vitro die Glykierung von Collagen verhindern und in vivo die Akkumulation des AGEs
Pyrralin in Aorta und Niere von Ratten nach 4-monatiger Diabetesdauer vermindern
(Shoda, 1997). Auch in Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe zeigte Tenilsetam einen
positiven Effekt, indem es in der Retina von diabetischen Ratten die azelluldren Kapillaren

reduzierte.

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, verdndert der Kontakt von Endothelzellen
mit Tenilsetam deren Eigenschaften. Es wire moglich, dass die Substanz — dhnlich wie
Piracetam — mit den Phospholipiden der Zellmembran interagiert und so die
Membranfluiditit erhoht (Mingeot Leclercq, 2003), was die Neigung der Zellen zu
migrieren und zu sprouten fordert (Ghosh, 2002).
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Der deutlichste Effekt von Tenilsetam auf HUVECs ist jedoch die Inhibierung der
Zellproliferation sowie der DNA-Synthese. Es wire interessant zu untersuchen, ob
Tenilsetam in den Zellzyklus eingreift, indem es z.B. Inhibitoren der Cyclin-abhingigen
Kinasen, der CDKSs (cylin dependent kinases), aktiviert. Dadurch kénnte der Ubergang von
der G; in die S-Phase verhindert werden und die Zelle so an der DNA-Synthese gehindert
werden. Diese Arretierung der Zelle konnte sich in sofern positiv auswirken, als dass die
diabetische Endothelzelle die Moglichkeit bekommt eventuelle — durch oxidativen Stress
hervorgerufene — Schiden an der DNA zu reparieren, bevor eine neue Zellteilung ansteht.
Moglicherweise ist der ruhende, adhédsive Phénotyp gegeniiber Diabetes-induzierten
Schiadigungen weniger empfinglich als der proliferierende Phénotyp. Falls Tenilsetam
dariiber hinaus auch in vivo die Expression von ICAM-1 und die Adhédsion von
Leukozyten vermindern konnte, wiirde dies einen weiteren Schutz fiir das diabetische

Endothel bedeuten.

Wenig Beachtung fand bisher die Metall-chelierende Eigenschaft von Tenilsetam, obwohl
Price et al. zeigten, dass Tenilsetam die kupferkatalysierte Oxidation von Ascorbinsidure
sehr viel effektiver verhindern konnte als Aminoguanidin oder Pyridoxamin. Dabei konnte
gerade diese Eigenschaft dazu beitragen die metallkatalysierte Autoxidation von Glukose
zu vermindern, welche zu der Bildung von Glykoxidationsprodukten wie CML
(Carboxymethyllysin) und Pentosidin fithrt (Price, 2001). Chelatoren, welche
Ubergangsmetalle binden, sind potente Inhibitoren dieser oxidativ gebildeten AGEs (Fu,
1994). Auf diesem Wege konnte Tenilsetam einen Beitrag zur Senkung des oxidativen

Endothelzellschadens leisten.

Da der Wirkmechanismus von Tenilsetam weitestgehend unbekannt ist, sind jedoch
weitere Versuche von Noten, um sdmtliche Wirkungen — und auch eventuelle

Nebenwirkungen — ndher zu charakterisieren.

Interessant ist in jedem Fall der Aspekt, dass Tenilsetam die Endothelzellen diabetischer
Ratten vor Hyperglykdmie-induzierten Schiden zu schiitzen vermochte, ohne einen Effekt
auf die Perizyten auszuiiben. Ausgehend von der Vorstellung, dass der Perizytenverlust
eine Frithverdnderung der diabetischen Retinopathie ist, sollten Therapiekonzepte aber

auch den Schutz der Perizyten beinhalten.
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4.2 Die Bedeutung perivaskulirer Zellen fiir retinale Kapillaren

Unser Wissen iiber die Herkunft und die Funktion von Perizyten ist im Vergleich zu
unserem Wissen iiber Endothelzellen sehr gering (Gerhardt, 2003). Die Arbeitshypothese
bestand in der Annahme, dass die Anwesenheit von Perizyten retinale Kapillaren vor
Regression schiitzen kann. Die Hypothese riihrt daher, dass dem friihen Perizytenverlust zu
Beginn der diabetischen Retinopathie letztlich der GefdBuntergang folgt (Cogan, 1961;
Engerman, 1976). Zudem wird angenommen, dass die GefaBregression bei Frithgeborenen
Folge eines wunreifen retinalen GefdBsystems ist, welches zum Zeitpunkt der
Sauerstofftherapie noch keine stabilisierenden Perizyten rekrutiert hat (Smith, 1994;
Reynolds, 2001). Um diesen Zusammenhang zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit die
retinale Perizytendichte unterschiedlich alter Méuse bestimmt und mit der jeweiligen

Empfindlichkeit der Gefdfle gegeniiber 75 %igem Sauerstoff verglichen.

Es zeigte sich, dass die Perizytendichte mit dem Alter der Méuse zunimmt. Besonders
auffillig war der deutliche Anstieg der Perizytenzahl von Tag p7 auf p8. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass ein entscheidender Entwicklungsschritt — die Entstehung des tiefen
Netzwerks — ebenfalls auf den Zeitraum zwischen p7 und p8 féllt und dass eine Induktion
der GefaBregression durch Hyperoxie ab Tag p8 nicht mehr mdglich ist. Ob ein direkter
Zusammenhang zwischen Perizytenzahl und GeféB3stabilitdt bzw. zwischen der Entstehung
des tiefen Gefdlinetzes und GefdBstabilitit besteht und ob die gewonnenen Erkenntnisse

fiir die Therapie der diabetischen Retinopathie von Bedeutung sind, wird hier diskutiert.

4.2.1 Rekrutierung von Perizyten und vSMC wihrend der physiologischen

Angiogenese

Die Vaskularisierung der Mausretina erfolgt postnatal (Connolly, 1988). Eine Woche nach
der Geburt, an p7, erreichten die vom Nervus opticus aussprieBenden GefiBle der XlacZ-
Mause den duferen Rand der Retina. Zu diesem Zeitpunkt waren sowohl die Arteriolen
und Venolen, als auch die Kapillaren in der Ganglienzellschicht mit lacZ-positiven Zellen
assoziiert. Dass sowohl die Perizyten der Kapillaren, als auch die vSMC der groBBeren
GefaBBe lacZ-positiv waren, bestitigt die Theorie einer gemeinsamen Vorlduferzelllinie

dieser Wandzellen (Nehls und Drenckhahn, 1993; Carmeliet, 2000b; Sims, 2000).
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Dass Perizyten bereits vom ersten Tag nach der Geburt an zusammen mit den sproutenden
Endothelzellen die Retina besiedeln, wurde mittlerweile in zahlreichen Experimenten
bewiesen (Ozerdem, 2001; Fruttiger, 2002; Gerhardt, 2003). Dieser Umstand war zu
Beginn der Arbeit umstritten und die Hypothese des windows of plasticity, nach der die
neugebildeten Gefille {iber einen gewissen Zeitraum frei von Wandzellen bleiben, um sich
den aktuellen Ndhr- und Sauerstoffkonzentrationen aktiv anpassen zu kdnnen, war eine
allgemein anerkannte Theorie (Benjamin, 1998). Inzwischen ist bekannt, dass das
Plastizitatsfenster in dieser Form nicht existiert, sondern durch den Irrtum zustande kam,
dass alle Perizyten glattmuskulédres Aktin (o~smooth muscle actin, o-SMA) exprimieren:
Benjamin et al. verwendeten Antikdrper gegen oi-SMA als spezifischen Perizytenmarker
und stellten fest, dass a-SMA-positive Zellen erst einige Tage bis zu einer Woche spéter
zum endothelialen Kapillarnetz rekrutiert wurden. Dabei ist a-SMA als Perizytenmarker

ungeeignet, da nur wenige Perizyten-Populationen o-SMA exprimieren (Nehls und

Drenckhahn, 1991; Hellstrom, 1999; Gerhardt und Betsholtz, 2003).

Die einwandfreie Identifizierung von Perizyten blieb iiber einen langen Zeitraum eines der
Hauptprobleme der Erforschung dieser Zellen (Nehls und Drenckhahn, 1991; Hirschi und
D'Amore, 1996). Bis vor kurzem war die zweifelsfreie Darstellung von Perizyten am
Gefal nur {iber die beschwerliche Methode der Retinadigestion mit anschlieBender PAS-
Farbung (Kuwabara und Cogan, 1960; Hammes, 1991) oder mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie moglich (Rhodin und Fujita, 1989; Tilton, 1991). Erst die
Entdeckung neuer charakteristischer Perizytenmarker, wie das Proteoglykan NG2
(Ozerdem, 2001), das GTPase-aktivierendes Protein RGS5 (Bondjers, 2003; Cho, 2003),
die XlacZ-Maus (Tidhar, 2001) und auch die Visualisierung von Perizyten {iber den
Nachweis des PDGF-Rs (Fruttiger, 2002), erleichterte die Arbeit mit Perizyten und fiihrte
innerhalb kurzer Zeit zu einer Fiille an neuen Erkenntnissen (Stalmans, 2002; Uemura,

2002).

Fiir den schnellen quantitativen Nachweis von Perizyten im lichtmikroskopischen Priaparat
ist die XlacZ-Maus gut geeignet (Gerhardt, 2003). Die B-Galaktosidase wird im Zellkern
exprimiert und das bei der X-gal-Farbung gebildete blaue Produkt verteilt sich — vom
Zellkern ausgehend — iiber den gesamten Zellkorper bis in die Zellfortsdtze. Dadurch wird
deutlich, dass sich die Morphologie der retinalen Perizyten mit der Zeit verdndert: An p7
ist die Farbung schwach, jedoch sind deutlich lange filamentdse Zellfortsdtze (Filopodien)
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zu erkennen, die an p8 in ihrer Ausprigung zunehmen. Nach Wood und Martin erfiillen
Filopodien in einer ganzen Reihe von Zelltypen mindestens drei verschiedene Funktionen:
Sie dienen der interzelluliren Kommunikation sowie der Zellmigration und Zelladhédsion
(Wood und Martin, 2002). Der eher lingliche Phinotyp der Perizyten mit den vielen
Fortsétzen an p7, p8 und p9 weist dementsprechend auf einen aktiven Migrationsprozess
hin. Ab p10 geht die Zahl der Filopodien deutlich zuriick und der Perizyt erscheint kugelig.
Bis p26 andert sich die perizytdre Morphologie nicht weiter. Diese Beobachtung wurde in
der Literatur bislang nicht beschrieben, was moglicherweise auf die Wahl der perizytdaren

Marker und ihrer Darstellung zuriickzufiihren ist.

Durch die quantitative Bestimmung der Perizyten zu verschiedenen Zeitpunkten der
Gefallentwicklung wurde gezeigt, dass die Perizytenzahl mit der Entwicklung signifikant
zunahm: Von p7 auf p8 verfiinffachte sich zundchst ihre Zahl, ab p8 verlief der weitere
Zuwachs linear. Der unerwartet rasche Anstieg der Perizytenzahl an p8 weist auf einen

bedeutenden Entwicklungsschritt hin: Die Entwicklung des tiefen Kapillargeflechts.

4.2.2 Perizyten und die Entwicklung des tiefen Kapillargeflechts

Das Gefédlnetz der adulten Retina erstreckt sich von der oberen Ganglienzellschicht bis in
die tiefer liegende innere Kornerschicht. Entwicklungsbiologisch formt sich zunéchst das
obere GefiaBnetz auf einem Netzwerk aus Astrozyten, bevor — ausgehend von den Venolen
— Kapillaren in die tiefer liegenden Schichten sprossen (Connolly, 1988; Zhang, 1999). Die
Entwicklung dieses sekundéren Gefdfinetzes verlduft unabhingig von Astrozyten (Gariano,
1996; Fruttiger, 2002), es wird angenommen, dass der Reiz fiir das Tiefenwachstum von
Miillerzellen ausgeht, die ebenfalls VEGF exprimieren und die Retina der Ldnge nach
durchstrecken (Stone, 1995). Connolly et al. sahen den Antrieb fiir die Entwicklung des
tiefen Netzes in dem Dickenwachstum der Retina. Sie verwiesen auf Versuche anderer
Autoren, die postulierten, dass die Retina solange ausreichend mit Sauerstoff versorgt ist,
wie alle Schichten nicht weiter als 140 pm von einem blutfiihrenden Gefd3 entfernt sind
(Michaelson, 1954; Bellhorn, 1980). Threr Theorie nach, diirfte die Retina
dementsprechend bis zum siebten Tag nach der Geburt nur aus einer einschichtigen Lage
an BlutgefiBen bestehen (Connolly, 1988). Die Beobachtungen dieser Arbeit
widersprechen dieser Theorie nicht: In Retinaprdparaten sieben Tage alter Miuse konnte
unter dem Mikroskop nur das primédre GefdBnetz dargestellt werden. Einen Tag spéter

hingegen, an p8, konnten beim Fokussieren der unterschiedlichen Retinaschichten auch
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tiefer liegende Kapillaren abgebildet werden. Ein weiterer Ausloser fiir den Beginn des
Tiefenwachstums mag in einem erhohten Néhrstoffbedarf begriindet liegen. So vermuteten
Chan-Ling et al., dass die beginnende Aktivitdt der retinalen Pigmentepithelzellen, kurz
vor dem ersten Offnen der Augen, den Nihr- und Sauerstoffbedarf der Retina stark erhdht
und die Kapillaren als Antwort auf die physiologische Hypoxie in tiefere Retinaschichten
wachsen (Chan Ling, 1995; Stone, 1995). Die Entwicklung des murinen sekundiren
Gefallnetzes um den siebten bis achten Tag nach der Geburt wurde auch von anderen

Autoren beschrieben (McKenna, 2001; Dorrell, 2002; Fruttiger, 2002).

Die Tatsache, dass auch die neugebildeten Kapillaren der inneren Kornerschicht von
Beginn an mit Perizyten assoziiert sind, erklirt die Zunahme der Perizytenzahl an p8. Da
sich durch die Ausbildung des tiefen Netzes die absolute Kapillarflache vergroBerte, stellte
sich die Frage, ob — relativ gesehen — die Zahl an Perizyten pro Kapillarfliche zu- oder
abnahm. Die Klirung dieser Frage ist insofern von Relevanz, als dass ohne die Angabe der
Perizytenzahl pro Quadratmillimeter Kapillarfliche keine generelle Aussage iiber die
stabilisierende Funktion der Perizyten zu treffen ist. Dementsprechend erfolgte durch
unsere Arbeitsgruppe eine zweite Bestimmung der Perizytenzahl, wobei das obere und
tiefe GefdBnetz gesondert betrachtet wurden. Das Ergebnis zeigte eine unverdndert hohe
Perizytendichte in der oberen Ganglienzellschicht (702 + 40 Zellen/mm?® Kapillarfliche an
p7 und 704 + 143 Zelle/'mm’ Kapillarfliche an p8) und eine etwas geringere
Konzentration an Perizyten in den tiefer liegenden GefiBen (518 + 156 Zellen/mm®

Kapillarflache) an p8 (Hoffmann, 2004).

Wie bedeutsam die Prisenz von Perizyten zu diesem Zeitpunkt ist, wurde erst kiirzlich an
Maiusen deutlich, in denen die Rekrutierung der Perizyten durch tégliche intraokulare
Injektionen eines PDGF-RB-spezifischen Antikorpers vollstandig verhindert wurde: Bis p8
entwickelte sich das retinale Gefdlinetz relativ normal, ab p8/p9 kollabierte die Retina
aufgrund von schweren Odemen und Himorrhagien (Uemura, 2002). Auch Beobachtungen
an PDGF-BY" Miusen zeigten, dass ein Mangel an Perizyten mit einem abnormen
GefalBwachstum korreliert: Méuse, denen PDGF-B spezifisch in Endothelzellen fehlte,
rekrutierten weniger Perizyten zum endothelialen GefdB3geflecht als gesunde
Kontrollméuse. Die Folge waren unregelmdBig geformte Kapillaren, eine irregulére
Kapillardichte und die Prasenz von Mikroaneurysmen in der Retina. Durch inter- und

intra-individuelle Variationen dieser Knockout-Méduse konnte gezeigt werden, dass eine
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geringe Perizytendichte im tiefen Kapillarnetz mit einer starken Gefdfregression
korrelierte. Enge et al. schlossen aus ihren Versuchen, dass Perizyten fiir die Stabilitét von
Retinakapillaren essenziell sind. Aufgrund der Beobachtung, dass ein geringer
Perizytenverlust zu keinerlei vaskuldren Verdnderung fiihrte, folgerten sie, dass ein
Schwellenwert existiert, ab dem der Verlust von perivaskulidren Zellen schwerwiegende

Konsequenzen mit sich bringt (Enge, 2002).

4.2.3 Gefifireifung und die Hyperoxie-induzierte Gefifiregression

Um einen Zusammenhang zwischen der Rekrutierung von Perizyten wéhrend der
physiologischen Angiogenese und einer beginnenden Kapillarstabilitit zu erstellen,
wurden C57BL/6-Miuse zu Zeitpunkten, an denen zuvor bei XlacZ-Miusen die

Perizytendichte bestimmt wurde, mit dem ROP-Modell konfrontiert.

Das Modell der Sauerstoff-induzierten Gefdlregression wurde von Smith et al. etabliert,
mit dem Ziel ein quantifizierbares und reproduzierbares Angiogenesemodell zum Zwecke
der Erprobung antiangiogenetischer Therapien zu entwickeln (Smith, 1994): Sie setzten
Maiuse im Alter von einem bis sieben Tage einer Atmosphire von 75 %igem Sauerstoff
aus. Nach fiinf Tagen Hyperoxie folgten ein bis fiinf Tage Normoxie, anschlieBend wurde

die Retina auf Anzeichen von GefaBregression und Neovaskularisation hin untersucht.

Sie beobachteten, dass die Hyperoxie bei ein bis sechs Tage alten Méusen eine starke
Dilatation der anfianglichen hyaloiden Geféafle bewirkte, und dass die Neovaskularisationen
— welche sich in der anschlieBenden Normoxiephase bildeten — weder quantifizierbar noch
reproduzierbar waren. Waren die Mause bei Beginn der Hyperoxiephase sieben Tage alt,
so wurde die Hypoxie-induzierte Neovaskularisation nach flinf-tdgigem Aufenthalt in
normaler Raumluft sowohl quantifizierbar als auch reproduzierbar. Sie vermuteten, dass
der Grund hierfiir in einem zu diesem Zeitpunkt optimalen Verhiltnis von hyaloidem
Gefdfriickgang und normaler GefdBBentwicklung lag, vergleichbar mit dem

Entwicklungsstand des Gefdl3systems in der Retina humaner Frithgeborener.
Die Arbeitsgruppe um Smith zeigte auch, dass die Hyperoxie-induzierte Gefa3regression

bei adulten Miusen mit einem reifen GefaBsystem (an p24) nicht mehr auszuldsen war.

Die Folgen einer Hyperoxie bei iiber sieben Tage alten Mdusen wurde jedoch nicht
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untersucht, so dass der genaue Zeitpunkt, ab dem die Gefdae gegeniiber dem Sauerstoffreiz

resistent wurden, nicht bekannt war.

Der rdumliche und zeitliche Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Perizyten
und der Resistenz der Kapillaren gegeniiber VEGF-Depletion wurde ebenfalls nicht
erstellt. Benjamin et al. versuchten diese Beziehung bei jungen Ratten zu analysieren und
zeigten, dass der Beginn einer zwei-tdgigen Behandlung mit 80 %igem Sauerstoff vier
Tage nach der Geburt zu massivem Gefdlverschluss in der Retina fiihrte. Die gleiche
Behandlung sechs Tage spiter, an pl10, blieb ohne Folgen, d.h. zu diesem Zeitpunkt war
das Gefdllsystem bereits resistent gegeniiber der einsetzenden Hyperoxie (Benjamin,
1998). Sie fiihrten diese Widerstandsfdahigkeit auf das Vorhandensein von Perizyten
zuriick. Jedoch quantifizierten sie weder die Perizytenzahl noch das Ausmall der
GefaBregression, so dass ein eindeutiger Zusammenhang nicht bewiesen werden konnte.
Hinzu kommt, dass a-SMA als Perizytenmarker verwendet wurde, wodurch die absolute
Perizytenzahl nicht erfasst werden konnte, da nicht alle Perizyten a-SMA exprimieren
(Nehls und Drenckhahn, 1991). Nicht bekannt war, ob die Unempfindlichkeit gegentiber

hohen Sauerstoffkonzentrationen bereits vor p10 bestand.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eindeutig, dass die Resistenz gegeniiber der
Hyperoxie-induzierten GefaBregression bei Mdusen bereits an p8 existiert: Die retinalen
Priparate weisen weder eine avaskuldre Zone noch reaktive Neovaskularisationen auf. Der
Grund fiir diese Resistenz ist unklar, bislang wurde davon ausgegangen, dass sie Folge der

Rekrutierung von stabilisierenden Perizyten sei (Benjamin, 1998).

Der plotzliche Anstieg der Perizytenzahl an p8 lie8 zundchst auch hier auf einen derartigen
Zusammenhang schlieBen, jedoch wurde bald klar, dass dieser Anstieg durch die
Ausbildung des tiefen Kapillarbetts bedingt war und keinen Schwellenwert fiir einen
stabilisierenden Perizytenbesatz darstellte. Durch die Verwendung der neuen
Perizytenmarker ist zudem bekannt, dass Perizyten von pl an mit den retinalen Gefdafen
assoziiert sind (Fruttiger, 2002; Uemura, 2002), so dass nicht der Mangel an Perizyten fiir

die hohe Sensibilitdt des Kapillarnetzes vor p8 verantwortlich sein kann.

Selbst heterozygote PDGF-B Knockout-Miuse (PDGF-B”-Miuse), die nur etwa halb

soviel PDGF-B exprimieren und an p7 eine signifikant reduzierte Perizytenzahl (- 30 %) in
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den retinalen Kapillaren aufweisen, erfuhren im ROP-Modell keine stérkere
Gefilregression als gesunde Kontrollmduse (Hammes, 2002). Das kann bedeuten, dass

entweder

e cin hoherer Perizytenbesatz nicht gleichbedeutend mit einem hoherem Schutz vor
Gefaliregression ist, dass

e cine Reduktion der Perizytenzahl um ca. 30 % noch iiber dem Schwellenwert liegt,
ab dem die Gefdfstabilitit nachldsst oder dass

e der Priasenz der Perizyten an p7 eine andere Funktion als die der

Gefilstabilisierung zukommt.

Letztere Vermutung resultiert aus der Betrachtung der Perizyten in der XlacZ-Maus: An p7
erscheinen sie in der X-gal-Farbung nur als kleine Punkte, an p8 dagegen ist die Farbung
intensiver und die Kontur der Zellen wird deutlich. Wie bereits erwéhnt (s. Kapitel 3.2.1),
vermuteten Tidhar et al., dass das lacZ-Reportergen erst dann detektiert werden kann,
wenn Perizyten und Endothelzellen einen festen Kontakt zueinander hergestellt haben.
Diese Annahme ist bislang rein hypothetisch, eine Untersuchung dieses Zusammenhangs,
konnte allerdings dazu beitragen, die Funktion der Perizyten wihrend der Angiogenese
aufzuklédren (Tidhar, 2001). Takahasi et al. vermuteten zudem, dass auch die Expression
von 0-SMA bei vSMC von dem Kontakt zu den Endothelzellen abhéngig ist (Takahashi,
1996).

Obwohl die PDGF-B"-Miuse im ROP-Modell keine stirkere Gefaliregression als die
Kontrollméuse zeigten, so entwickelten sie in der anschlieBenden Hypoxiephase doch etwa
doppelt soviele Neovaskularisationen wie die Kontrollen (Hammes, 2002), wodurch
deutlich wurde, dass die vorhandenen Perizyten zu diesem Zeitpunkt durchaus einen

kontrollierenden Einfluss auf Endothelzellen austiiben.

4.2.4 Beteiligung von Wachstumsfaktoren wihrend der Angiogeneseprozesse

Zu der Frage, welche Faktoren an der Ausbildung der Sauerstoffresistenz (der Maturierung
an p8) beteiligt sind, wurden Wachstumsfaktoren mit Hilfe der Western Blot-Analyse
untersucht. Wie in Kapitel 1.4.2.2 beschrieben ist die physiologische Angiogenese ein
Prozess, der iiber eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Rezeptoren gesteuert und

koordiniert wird. Die am haufigsten erwéhnten und am besten untersuchten dieser Faktoren
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sind VEGF-A, PDGF-B und die Angiopoietine: VEGF-A ist essenziell fiir die Initiierung
von Angiogeneseprozessen, PDGF-B fiir die Perizytenrekrutierung und Angiopoietin-1 fiir
die GefiBreifung (Carmeliet, 2003). In letzter Zeit wurde des Ofteren das Augenmerk auf
die Funktion der Ephrine gelegt, da sie an der Differenzierung zwischen Arterien und
Venen beteiligt sind (Yancopoulos, 2000). Ihre Bedeutung fiir die Plastizitit von

Kapillaren ist jedoch unklar.

4.2.4.1 VEGF-A

Der Wachstumsfaktor VEGF-A — hier der Einfachheit halber nur VEGF genannt — ist ein
homodimeres Glykoprotein, das wéahrend der retinalen Angiogenese von Astrozyten und
Miillerzellen exprimiert wird (Stone, 1995; Ferrara und Davis_Smyth, 1997). VEGF ist fiir
die Initiierung von Vaskulogenese und Angiogenese essenziell: Bereits der Verlust eines
Allels (VEGFH -Méuse) fiihrt um den elften Tag der Embryonalentwicklung aufgrund von
schweren Endothelschdden zum Tod der Tiere (Carmeliet, 1996; Ferrara, 1996). Auch der
Knockout der endothelialen VEGF-Rezeptoren VEGF-R1 (flt-1) und VEGF-R2 (flk-1) ist
wihrend der Embryonalentwicklung letal. Wihrend flk-1 Knockout-Mausembryonen keine
Endothelzellen besitzen (Shalaby, 1995), sterben flt-1 Knockout-Méuse an einer generellen
Fehlorganisation der Endothelzellen (Fong, 1995).

Der Nachweis von VEGF im Western Blot zeigte, dass das Expressionsniveau an p7 und
p8 verhidltnismalig gering ist. An p8 ist es zwar deutlich stirker als am Tag zuvor, aber
schwicher als an p26. Der verwendete Antikorper richtet sich gegen die drei wichtigsten
Isoformen des Wachstumsfaktors VEGF-A 20, VEGF-A ¢4 und VEGF-Ass. Es fillt auf,
dass an p8 alle drei Isoformen gleichermaflen stark exprimiert werden, wohingegen an p26
die lidngste Isoform VEGFgg iiberwiegt. Dieser Unterschied ist vermutlich auf die
unterschiedlichen Funktionen der drei Isoformen bei der Bildung und beim Erhalt der

Blutgefiafle zuriickzufiihren (Stalmans, 2002).

VEGF, fehlt die Bindungsdoméne fiir Heparin, wodurch sie sehr 16slich ist und vom Ort
der Expression diffundiert. Miuse, die nur diese Form exprimieren (VEGFIZO/ 120_Miuse),
weisen ein primitives Blutgefasystem mit eher kapillardhnlichen Gefa3en auf. Zudem ist
die Rekrutierung der Perizyten verzogert. Die Isoform VEGFgg enthilt Exon 6 und 7, was
bewirkt, dass sie sehr stark heparinbindend ist, dadurch mit hoher Affinitdt an Zell- und

Matrixoberflichen bindet und kaum vom Expressionsort aus diffundiert. Bei VEGF!8%/188.
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Mause treten hauptsdchlich Probleme bei der Entwicklung der Arterien auf, die der
Kapillaren und Venen verlduft weitestgehend normal. Der Isoform VEGF44 fehlt nur das
Exon 6, wodurch ihre Diffusionsneigung zwischen der von VEGF5, und VEGF g
einzuordnen ist. VEGF'*'*-Miuse sind in ihrer GefaBlentwicklung normal und es ist
anzunchmen, dass diese Isoform alle Informationen enthdlt, um eine normale
Vaskulogenese und Angiogenese zu ermoglichen (Stalmans, 2002). Aufgrund des
anhaltenden GefdBwachstums an p7 und p8 ist es wahrscheinlich, dass die Prdsenz von

VEGF 44 zu diesem Zeitpunkt die GefdBstabilitit entscheidend beeinflusst.

Der Nachweis des Endothelzell-spezifischen Rezeptors flk-1 in Western Blot offenbarte
eine relativ gleichméfBige Expression im Zeitraum von p7 bis pl2, wodurch seine
Beteiligung an der Sauerstoffresistenz um p8 eher unwahrscheinlich ist. Wahrscheinlicher
ist der direkte Einfluss von VEGF, da die Hypoxie eines der stirksten Signale seiner
Induktion ist (Shweiki, 1992): Ist ein Gewebe mit Néahr- und Sauerstoff unterversorgt, so
produziert eine Vielzahl von Zellen VEGF, woraufhin die Endothelzellen proliferieren und
zum Ort der Hypoxie migrieren (Chan Ling, 1995). Umgekehrt bewirkt ein hoher
Sauerstoffgehalt einen Abfall an VEGEF. Alon et al. bewiesen, dass die an p7 einsetzende
Hyperoxie im ROP-Modell die VEGF-Expression in der Neuroglia stark herunterreguliert.
Dieser VEGF-Entzug inhibiert die weitere Angiogenese und bewirkt sogar die teilweise

Regression von bereits gebildeten Gefallen (Alon, 1995).

Da der VEGF-Entzug an p8 zu keiner derartigen GefdBregression fiihrt, liegt der Schluss
nahe, dass die Sauerstoffresistenz der Endothelzellen mit einer Unabhidngigkeit gegeniiber
VEGF einhergeht. Diese Unabhingigkeit korreliert zeitlich mit dem Ausbau des tiefen
Netzwerks und wird bis zu diesem Zeitpunkt nicht wesentlich von der An- oder
Abwesenheit der Perizyten beeinflusst. Die Ursache der Frithgeborenenretinopathie ist
folglich der VEGF-Entzug zum falschen Zeitpunkt, d.h. wihrend des anhaltenden
Angiogeneseprozesses, welcher fiir die Vollendung des tiefen Kapillarnetzes erforderlich
ist. Es ist denkbar, dass eine Stabilisierung der Kapillaren durch Perizyten bis zu diesem

Zeitpunkt verhindert wird, um die andauernden Angiogeneseprozesse nicht zu unterbinden.

Wiirden die perivaskuldren Zellen schon wéhrend des Angiogeneseprozesses einen engen
Kontakt zu den Endothelzellen etablieren, so wiirden diese an der weiteren Proliferation

gehindert. Bereits 1987 zeigten Orlidge und D’Amore mit Hilfe eines in vitro Ko-
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Kultursystems, dass Perizyten die Proliferation von Endothelzellen hemmen (Orlidge und
D Amore, 1987). Auch Sato et al. beobachteten in Zellkulturexperimenten, dass Perizyten
die Migration von Endothelzellen blockieren (Sato und Rifkin, 1989). Folglich diirfte bis
p8 nur eine lockere Verbindung zwischen den beiden Zelltypen bestehen, um das Sprouten
der Endothelzellen in die tieferen Retinaschichten zu ermdoglichen. Eine frithere
Beobachtung von Nehls et al. kann diese Theorie stiitzen: Sie untersuchten das
Zusammenspiel von Endothelzellen und Perizyten/’vSMC in vitro in einem 3-
dimensionalen Fibringel und stellten fest, dass die entstandenen kapillardhnlichen
Strukturen aus Endothelzellen keinesfalls von den anwesenden Perizyten und vSMC
stabilisiert wurden, zumindest nicht in der initialen Phase der Sproutbildung (Nehls und

Drenckhahn, 1995a).

Doch auf welchem Wege wird ein allzu enger Kontakt zwischen Endothelzellen und
Perizyten wéhrend der Angiogenese verhindert? Das deutlichste Signal fiir anhaltende
Angiogeneseprozesse ist ein hoher VEGF-Spiegel. Es wurde gezeigt, dass VEGF nur lokal
hochreguliert und sogleich vermindert wird, wenn das gebildete Gefdl3 sauerstoffreiches
Blut transportiert. Stone et al. beobachteten die VEGF-Expression in der Rattenretina mit
Hilfe der In situ-Hybridisierung und konnten zeigen, dass die hochste VEGF-
Konzentration jeweils an der "Wachstumsfront" zu beobachten ist: In der ersten Phase — in
der die Astrozyten, gefolgt von den Endothelzellen, in der oberen Ganglienzellschicht
Richtung Ora serrata sprouten — findet sich dementsprechend die hochste VEGEF-
Konzentration in der vordersten Reihe der Astrozyten. Sie wiesen nach, dass bis p7 die
jeweils duBersten Astrozyten VEGF produzieren, wéahrend in der zentralen Region um den
Nervus opticus die VEGF-Konzentration drastisch absinkt. Ab p8 verlduft das
Gefalwachstum nicht mehr radidr, sondern folgt dem VEGF-Signal der Miillerzellen aus
den tieferen Retinaschichten, wihrend die VEGF-Expression in der oberen
Ganglienzellschicht abnimmt (Stone, 1995). Die An- oder Abwesenheit von VEGF konnte
den Perizyten mitteilen, ob das GefdBwachstum anhilt oder nicht. Wirkt VEGF also nicht
nur auf proliferierende Endothelzellen, sondern in gleichem MalBe auch auf die

perivaskulédren Zellen?

Der Nachweis von flk-1 und flt-1 mit Hilfe der In situ-Hybridisierung (Stalmans, 2002),
zeigte eine deutliche Verteilung der VEGF-Rezeptoren in der Retina: Wiahrend der flk-1-

Rezeptor nur auf Endothelzellen in Kapillaren und Venolen gefunden wurde, war der flt-1
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Rezeptor auf Endothelzellen, vSMC und Perizyten in Arterien und Venen préisent. Auch
andere Autoren beschrieben die Anwesenheit des flt-1 Rezeptors auf Perizyten und vSMC
(Grosskreutz, 1999; Yamagishi, 1999b; Suzuma, 2000; Ishida, 2001; Parenti, 2002), was
die Moglichkeit erdffnet, dass VEGF auch die Reaktionen von Perizyten beeinflusst.

Die Rolle von VEGF bei der Reifung des retinalen GefdBsystems stellt sich demnach wie
folgt dar: VEGF ist fiir die initialen Angiogeneseprozesse bis p7 essenziell. Ein Hyperoxie-
induzierter VEGF-Entzug an p7 fiihrt zum Stopp der Angiogenese und zur Regression
zentraler Kapillaren. Ab p8 sind die retinalen Gefdlle jedoch resistent gegeniiber einem
einsetzenden VEGF-Entzug. Die genaue Ursache ist unklar, wahrscheinlich ist nicht allein
die Prdsenz von Perizyten entscheidend, sondern vielmehr ihre Bindung an bzw. ihre
Beziehung zu den Endothelzellen: Wie in den folgenden Kapiteln beschrieben, gewinnen
an p8 weitere Wachstumsfaktoren an Bedeutung, die zur Stabilisierung des neu gebildeten
GefaBnetzes beitragen. Das Signal fiir die Expression dieser Faktoren konnte der lokal
abfallende VEGF-Gehalt sein, den die Endothelzellen und Perizyten iiber ihre Rezeptoren
wahrnehmen.

Von Bedeutung ist hier der Hinweis auf den oOrtlich begrenzten Abfall der VEGF-
Konzentration, denn wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, steigt der gesamte VEGF-
Gehalt in der Retina in dem untersuchten Zeitraum an. Der Grund hierfiir ist
moglicherweise in der unterschiedlichen Verfiigbarkeit und Funktion der VEGF-Isoformen
zu suchen. So mag die starke Expression der VEGFgs-Isoform an p26 eine andere

Funktion als die der GefdB3bildung ausiiben (Hoehn, 2002; Ruhrberg, 2002).

4.2.4.2 PDGF-B

Der Wachstumsfaktor PDGF ist fiir mesenchymale und gliale Zellen mitogen. PDGF setzt
sich aus zwei Polypeptidketten zusammen, A und B, die entweder Homo- oder
Heterodimere bilden konnen (Ross, 1986). Die resultierenden Isoformen PDGF-AA,
PDGF-AB und PDGF-BB binden mit unterschiedlicher Affinitit an zwei Rezeptoren mit
Tyrosinkinaseaktivitit (Ro und Rf3) (Hart, 1988).

PDGF-BB, kurz PDGF-B genannt, wird wihrend der retinalen Angiogenese hauptsidchlich
von proliferierenden Endothelzellen exprimiert und bindet mit hoher Affinitit an den
PDGF-RP auf mesenchymalen Zellen. Letztere werden hierdurch zum endothelialen

Sprout rekrutiert und differenzieren zu Perizyten bzw. zu vSMC. Belegt wird diese Theorie
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durch Ergebnisse aus Knockout-Studien: Méuse, denen entweder PDGF-B oder PDGF-Rf3
fehlt, besitzen kaum Perizyten/vSMC und sterben kurz vor der Geburt aufgrund einer
hohen mikrovaskuldren Permeabilitit und schweren Hamorrhagien (Leveen, 1994;

Soriano, 1994; Lindahl, 1997).

Bereits der Knockout eines PDGF-B-Allels fiihrt in der Retina zu einer signifikanten
Reduktion der Perizytenzahl und zu vaskuldren Anomalien, dhnlich den pathologischen
Verdanderungen bei diabetischer Retinopathie (Hammes, 2002). Ein vergleichbares Bild
bieten Méuse, in denen PDGF-B Endothelzell-spezifisch ausgeschaltet wurde (Enge,
2002), woraus gefolgert werden kann, dass nur das endotheliale PDGF-B zur
Perizytenrekrutierung  beitrdgt (Bjarnegard, 2004). Der PDGF-B-Knockout in
himatopoetischen Zellen (Buetow, 2001; Kaminski, 2001) oder Neuronen (Enge, 2003) —
zwei weitere Hauptquellen dieses Wachstumsfaktors — hat keinen erkennbaren Einfluss auf

die GefaBbildung.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des Western Blots das Expressionsprofil von
PDGF-B und PDGF-Rp in der Retina untersucht: Es zeigte sich, dass der Ausbau des
tiefen Netzwerks und der starke Anstieg der Perizytenzahl an p8, mit einer Erhhung der
PDGF-B-Expression einhergeht. Das auch der Gehalt an PDGF-B mRNA zu diesem
Zeitpunkt zunimmt, konnte von der eigenen Arbeitsgruppe mittels quantitativer RT-PCR
verifiziert werden (Hoffmann, 2004). Kiirzlich wurde von Gerhardt et al. gezeigt, dass die
retinale Expression von PDGF-B in hohem Mal3e durch die Endothelzellen erfolgt, die sich
an der Spitze eines vaskuldren Sprouts befinden. Diese so genannten ,tip cells’ weisen ein
von den anderen Endothelzellen abweichendes Genexpressionsprofil auf: Neben der
starken PDGF-B-Expression ist auch die des VEGF-Rezeptors flk-1 erhoht. Eine weitere
Besonderheit dieser Zellen ist, dass sie lange Filopodien besitzen, mit denen sie die
Umgebung "erkunden". Auflerdem wurde gezeigt, dass sie zwar auf einen chemotaktischen
Reiz hin sprouten, aber nicht proliferieren (Gerhardt, 2003). Es ist wahrscheinlich, dass die
Zunahme der PDGF-B-Konzentration an p8 durch die Zunahme an sproutenden
endothelialen ,tip cells’ bedingt ist, die ausgehend vom oberen Gefdlnetz in die tiefer

liegenden hypoxischen Retinaschichten vordringen.

An p26 — einem Zeitpunkt, an dem die Perizytenrekrutierung weitestgehend abgeschlossen

ist — ist das Expressionsniveau von PDGF-B in der Retina von XlacZ-Miusen noch
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unerwartet hoch, was moglicherweise auf eine zusétzliche Funktion dieses
Wachstumsfaktors hinweist: Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass PDGF-R nicht nur auf
Perizyten und vSMC, sondern auch auf Endothelzellen exprimiert wird. Zumindest in
Kultur wurde die Prisenz des Rezeptors und ein direkter Effekt von PDGF-B auf
Endothelzellen nachgewiesen (Smits, 1989; Beitz, 1992; Battegay, 1994; Koyama, 1994;
Marx, 1994; Thommen, 1997; Castellon, 2002). Einen weiteren Hinweis fiir die direkte
Wirkung von PDGF-B auf Endothelzellen mag ein Modell liefern, in welchem die
Uberexpression von PDGF-B in der Photorezeptorschicht von Miusen nicht nur die
Proliferation von Perizyten und Gliazellen, sondern gleichfalls die von Endothelzellen
bewirkte (Seo, 2000; Vinores, 2003). Allerdings konnte dieser Effekt auch sekundir durch
eine VEGF-Hochregulation in sproutenden Gliazellen hervorgerufen werden.
Interessanterweise wird das tiefe Kapillarnetz bei den so genannten rho/PDGF-B-Méusen
nie gebildet, was die Bedeutung einer zeitlich und lokal koordinierten Expression von

Wachstumsfaktoren unterstreicht (Vinores, 2003).

Bereits Benjamin et al. erkannten, dass die intraokulare Injektion von PDGF-B keine
gesteigerte Perizytenrekrutierung, sondern vielmehr eine Ablosung PDGF-R[-positiver
Zellen von neuen unreifen Kapillaren bewirkte (Benjamin, 1998). Das extern zugefiihrte
PDGF-B storte offensichtlich den Konzentrationsgradienten des Faktors am Gefal,
woraufhin die PDGF-RB-positiven Zellen die Orientierung verloren und sich neu
ausrichteten. Es scheint, dass die lokale Expression von PDGF-B ein wichtiger und streng
regulierter Prozess ist (Gerhardt und Betsholtz, 2003). Wie auch andere Mitglieder der
PDGF/VEGF-Familie enthélt PDGF-B eine C-terminale Sequenz, welche die Bindung des
Faktors innerhalb der Zelle oder aullerhalb der Zelle an Proteoglykane von Zelloberflachen
oder der Matrix vermittelt (Thyberg, 1990; LaRochelle, 1991; Raines und Ross, 1992;
Eming, 1999). Wird diese Sequenz — das so genannte ,retention motif” — entfernt, so ist die
Rekrutierung von Perizyten bei PDGF-B™™-Miusen verschlechtert. Wie Beobachtungen
an TumorgefaBBen ergaben, ist bei diesen Miusen iiberdies die Integration der Wandzellen
in das Gefdl} gestort: Anstatt einen engen Kontakt zu den Endothelzellen aufzubauen, sind
sie nur locker mit der GefdBwand assoziiert. Vermutlich ist ein gestorter PDGF-B-
Konzentrationsgradient zwischen Endothelzelle und Perizyt Ursache dieses Phénotyps

(Abramsson, 2003; Jain und Booth, 2003).
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Die Proteinkonzentration des PDGF-Rezeptor-B in Retinae von XlacZ- sowie von
C57BL/6-Miusen nahm von p7 bis pl2 und weiter bis p26 kontinuierlich zu,
hochstwahrscheinlich bedingt durch den Zuwachs an rekrutierten Perizyten/vSMC. Auch
dieses Ergebnis wurde auf mRNA-Ebene bestitigt (Hoffmann, 2004).

Zusammen mit den Erkenntnissen anderer Arbeiten sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass
das endotheliale PDGF-B fiir die Rekrutierung PDGF-RB-positiver Zellen zum Gefal3
sowie deren Assoziation mit der GefiBBwand verantwortlich ist. Die beobachtete
Hochregulation von PDGF-B an p8 ist wahrscheinlich Folge der Zunahme an sproutenden
Endothelzellen und geht mit einer vermehrten Perizytenrekrutierung einher. Eine weitere
Option — die hier jedoch nicht gekldrt werden konnte — ist, dass PDGF-B direkt auf
Endothelzellen einwirken kann und auf diesem Wege das Endothel vor Hyperoxie-
induzierter Regression zu schiitzen vermag. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die
rekrutierten Perizyten ihrerseits Faktoren exprimieren, die zur Reifung und Stabilisierung

des neugebildeten Gefédlles beitragen: die Angiopoietine.

4.2.4.3 Angiopoietin-1 und -2

Auch die Angiopoietin-Familie ist fiir den geordneten Ablauf der physiologischen
Angiogenese essenziell. 1996 wurde zundchst Angiopoietin-1 (Ang-1) als spezifischer
Ligand fiir den endothelialen Tyrosinkinase-Rezeptor Tie2 beschrieben (Davis, 1996),
1997 identifizierten Maisonpierre et al. wahrend eines Homologie-Screenings den mit
Ang-1 verwandten Faktor Ang-2 (Maisonpierre, 1997). Ang-2 bindet mit vergleichbarer
Affinitdt an Tie2, doch obwohl sie die gleiche Bindungsdoméne am Rezeptor besetzen,
vermittelt diese Bindung vollig gegensétzliche Aktionen (Fiedler, 2003): Wahrend Ang-1
die Phosphorylierung und Dimerisierung der intrazelluliren Doménen bewirkt (Suri,
1996), induziert die Bindung von Ang-2 keinerlei Phosphorylierung und antagonisiert so
kompetitiv die Wirkung von Ang-1 (Maisonpierre, 1997). Niu et al. zeigten, dass der
intrazelluldre Carboxylrest fiir diese negative Regulation zustindig ist, denn die Deletion
des Carboxylrests bewirkte eine gesteigerte Autophosphorylierung und Aktivierung des PI-
3-Kinase/Akt-Pathways (Niu, 2002).

Der Gen-Knockout von Ang-1 und Tie2 fiihrt bereits wihrend der Embryonalentwicklung
(an E12.5 bzw. E10.5), aufgrund einer beeintrachtigten Entwicklung des Myokards, eines
fehlenden Remodelings des primitiven GefaBnetzes in grofere und kleinere Gefdlle und
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einer mangelhaften Rekrutierung von perivaskuldren Zellen, zum Tod der Méuse (Dumont,
1994; Sato, 1995; Davis, 1996; Suri, 1996). Die Uberexpression von Ang-2 wihrend der
embryonalen Entwicklung fiihrt aufgrund seiner Rolle als Ang-1 Antagonist zu
Phanotypen, die denen der Ang-1 und Tie2 Knockout-Mause dhnlich sind (Maisonpierre,
1997). Wie Beobachtungen an Ang-2 Knockout-Miusen zeigen, ist die Anwesenheit von
Ang-2 fir die embryonale Vaskulogenese durchaus entbehrlich, schwere vaskuldre
Probleme treten hier erst wiahrend der Phase des postnatalen Remodelings auf, so dass die

meisten Méuse ca. 14 Tage nach der Geburt sterben (Gale, 2002).

Ang-1 wird im Laufe der physiologischen Entwicklung hauptsédchlich von mesenchymalen
Zellen, darunter vor allem von Perizyten und vSMC, exprimiert (Suri, 1996; Patan, 1998;
Sundberg, 2002). Ang-1 ist fiir Endothelzellen nicht mitogen, allerdings induziert es das
endotheliale SprieBen (Sprouten), ein initialer Schritt der Angiogenese (Koblizek, 1998;
Hayes, 1999; Kim, 2000). Zudem vermag Ang-1 die Endothelzellen effektiv vor Apoptose
zu schiitzen, selbst wenn diese in vitro durch Serumentzug, Strahlung oder hohe Mannitol-
Konzentration induziert wurde (Papapetropoulos, 1999; Kwak, 2000; Harfouche, 2002).
Eine weitere bedeutungsvolle Eigenschaft von Ang-1 ist seine abdichtende, antipermeable
Wirkung auf Blutgefi3e (Gamble, 2000; Hori, 2004), was unter anderem sehr anschaulich
in einem Ang-1-Uberexpressionsmodell bewiesen wurde: Selbst die Injektion von
proinflammatorischem Senf6l fiihrte in Gefdllen die Ang-1 iiberexprimierten zu keinerlei
Permeabilititserhdhung und  auch  die  gleichzeitige =~ Uberexpression  des
Permeabilitdtstaktors VEGF vermochte die Durchléssigkeit der Gefiae in Gegenwart von
Ang-1 nicht zu steigern (Thurston, 1999; Thurston, 2000). Dieser wichtige Befund weist
darauf hin, dass Ang-1 mdglicherweise der stabilisierende Faktor ist, der die retinalen

Kapillaren vor der Hyperoxie-induzierten Gefaf3regression zu schiitzen vermag.

Wie bereits in Kapitel 3.2.7.3 erwéhnt, war der Nachweis von Ang-1 und Ang-2 auf
Proteinebene nicht ganz unproblematisch. Nur ein Western Blot zeigte ein eindeutiges
Ergebnis, d.h. jeweils eine einzelne Bande in der zu erwartenden Hohe, ohne weitere
Anfarbungen im Hintergrund. Bei der Suche nach moglichen Ursachen fiir diese
Schwierigkeiten, fiel auf, dass viele Arbeitsgruppen den quantitativen Nachweis von Ang-
I und Ang-2 auf mRNA-Ebene bevorzugten (Mandriota und Pepper, 1998; Oh, 1999;
Hackett, 2000; Yuan, 2000). Der Grund fiir die beschriebenen Schwierigkeiten ist bislang

ungeklirt, allerdings gibt es andere Arbeiten, die ebenfalls die hier eingesetzten Antikdrper
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von Santa Cruz fiir den erfolgreichen Nachweis von Ang-1 und Ang-2 in Western Blots
und immunhistochemischen Priparaten verwendeten (Shyu, 2003; Umeda, 2003), so dass
angenommen werden kann, dass die Antikorper prinzipiell gut funktionieren. Zur
Absicherung der gewonnenen Ergebnisse wies die eigene Arbeitsgruppe Ang-1 und Ang-2

jedoch auch auf mRNA-Ebene nach (Hoffmann, 2004).

Der Western Blot mit Retinalysaten von C57BL/6-Méusen ergab, dass die Ang-1
Konzentration im Zeitverlauf deutlich zunahm: Von Tag p7 bis p9 stieg sie um das
Doppelte, blieb dann bis p11 auf konstant hohem Niveau und fiel an p12 wieder leicht ab.
Dieser Befund wurde durch den Nachweis von Ang-1 auf mRNA-Ebene gestiitzt
(Hoffmann, 2004): Die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR ergaben, dass die retinale
Ang-1 Konzentration von p7 auf p8 sogar um das Vierfache ansteigt, in der adulten Retina
(p26) jedoch wieder auf dem Niveau von p7 liegt. Der drastische Konzentrationsanstieg
von Ang-1 an p8 konnte mit der zeitgleichen Zunahme der Perizytenzahl sowie der
Resistenz gegeniiber dem Hyperoxie-induzierten VEGF-Entzug in Zusammenhang stehen.
Uemura et al. entwickelten ein Modell, welches es ihnen ermdglichte, allein den Einfluss
der Perizyten und die von Perizyten exprimierten Wachstumsfaktoren (v.a. Ang-1) auf die
retinale Angiogenese zu untersuchen: Durch tégliche, postnatale Injektionen eines PDGF-
RPB-Antikorpers verhinderten sie die Rekrutierung von Perizyten und vSMC und
beobachteten die Entwicklung des vaskuldren Plexus: Das Ergebnis war, dass die Gefil3e
zwar — wie in normalen Kontrollmédusen — in Richtung Ora serrata auswuchsen, jedoch
wirkte das gesamte Gefdllnetz verzerrt und unorganisiert und erreichte an p8 nicht die
duBere Peripherie der Retina. Die Gefdf3dichte war indes hoher, die Gefdl3e selbst zeigten
sich dilatiert, Arterien und Venen waren kaum voneinander zu unterscheiden und standen
zudem {iber kleine, kurze Gefille miteinander in Kontakt, die in Kontrollmiusen nicht
beobachtet wurden. Ab Tag p8/p9 traten schwere Permeabilititsstorungen auf, ab p10
kamen massive intraokulare Blutungen hinzu. Die wiederholte Injektion von
rekombinanten Ang-1 verhinderte sowohl die Odembildung, als auch die schweren
Héamorrhagien (Uemura, 2002). Zwar konnten nicht alle GefaBanomalien durch die Ang-1-
Injektion behoben werden, dennoch beweist das Experiment, dass Ang-1 ab p8 fiir die
Aufrechterhaltung der GefdBle essenziell ist. In diesem Kontext ist es wichtig darauf
hinzuweisen, dass allein die Injektion von Ang-1 die normale Morphologie der Geféle

nicht vollig wiederherstellen konnte, was bedeutet, dass weitere Faktoren an dem fine-
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tuning der Gefalstruktur beteiligt sind, die ebenfalls in direktem Zusammenhang mit den

Perizyten stehen.

Der Nachweis des Ang-1-Gegenspielers Ang-2 im Western Blot von Retinalysaten zeigte,
dass dessen Expression deutlich geringer als die von Ang-1 ist und von p7 bis p12 nur
knapp oberhalb der Nachweisgrenze liegt. Die quantitative Auswertung ergab, dass die
Ang-2-Expression an pl1 und pl12 geringfiigig stirker ist als von p7 bis p10. Zu einem
anderen Ergebnis kamen Hackett et al., die die Expression von Ang-2 auf mRNA-Ebene an
den Zeitpunkten p0, p4, p8 und pl16 in Retinae von C57BL/6-Miusen beobachteten: Sie
zeigten, dass das Niveau der Ang-2 Konzentration an p0 und p4 unverdndert niedrig blieb,
an p8 jedoch deutlich anstieg (Hackett, 2000). Die mRNA-Daten der eigenen
Arbeitsgruppe widersprechen sowohl den hier vorgestellten, als auch denen von Hackett et
al., da sie zeigen, dass die Ang-2 Expression von p7 nach p26 kontinuierlich abnimmt
(Hoffmann, 2004). Die Datenlage beziiglich der Ang-2 Expression in der retinalen
Angiogenese ist also noch umstritten und bislang nicht durch eindeutige, konsistente
Ergebnisse gesichert. Allerdings zeigten Hackett et al. in histologischen Retinaschnitten
auch, dass der Anstieg von Ang-2 an p8 hauptséchlich auf dessen Expression im dufleren
Rand der inneren Kornerschicht zuriickzufiihren ist und weniger auf dessen Expression in
den oberen Retinaschichten, was bedeutet, dass Ang-2 dort vorhanden ist, wo aktives
GefalBwachstum stattfindet (Hackett, 2000). Die Tatsache, dass viele Wachstumsfaktoren
insbesondere lokal stark reguliert werden, muss bei der Bewertung von Western Blot- und
RT-PCR-Daten beriicksichtigt werden: Die starke Expression von VEGF und Ang-2 an der
Spitze von vaskuldren Sprouts in tieferen Retinaschichten und eine starke Ang-1-
Expression in Perizyten der Ganglienzellschicht schlieft sich gegenseitig nicht aus, fiihrt
aber zur Verwirrung bei der Interpretation von Daten, die das gesamte Zellspektrum der

Retina umfassen.

Da Ang-2 als Antagonist von Ang-1 fungiert, ist anzunehmen, dass wihrend des fein
abgestimmten Prozesses der physiologischen Angiogenese nicht beide Faktoren
gleichzeitig in Aktion treten. Auch im adulten Organismus wird Ang-2 normalerweise in
Bereichen hochreguliert, in denen ein aktiver Gefilumbau, bzw. aktive physiologische
oder pathologische Angiogeneseprozesse (besonders in Tumoren) stattfinden
(Maisonpierre, 1997; Stratmann, 1998; Holash, 1999; Zagzag, 2000). Ang-2 destabilisiert

dort vorhandene Gefdfle, indem es den Kontakt zwischen Endothel und perivaskuldren
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Zellen, bzw. der extrazelluldren Matrix lockert. In Gegenwart von VEGF wird auf diese
Weise die Proliferation von Endothelzellen und die Entstehung von neuen Gefiflen
ermdglicht, wozu Ang-2 allein nicht in der Lage ist (Asahara, 1998; Korff, 2001). Ang-2
wird unter anderem von Endothelzellen und Gliazellen exprimiert und es wurde gezeigt,
dass Ang-2 — wie VEGF — unter hypoxischen Bedingungen hochreguliert wird (Oh, 1999;
Hackett, 2000; Takagi, 2003; Pichiule, 2004). Mdglicherweise sind beide Faktoren fiir die
Inititerung von Gefawachstum von Bedeutung, was durch die Beobachtung gestiitzt wird,
dass hohe retinale VEGF-Konzentrationen ohne einen hypoxischen Stimulus nicht
automatisch zur Neubildung von Gefdlen fiihren (Vinores, 1997; Vinores, 1998).
Tatsdchlich zeigte die jiingste Arbeit von Hackett et al., dass Miuse mit einem Mangel an
Ang-2 kein tiefes Kapillarbett in der Retina entwickeln und im Verlauf des ROP-Modells
nicht in der Lage waren Hypoxie-induzierte Neovaskularisationen zu bilden (Hackett,

2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen weiter, dass der Rezeptor Tie2 zwischen p7
bis pl2 keiner nennenswerten Regulation unterliegt, was darauf hinweist, dass die
Steuerung der angiogenen Prozesse hauptsdchlich iiber die Expression der Liganden
erfolgt. Auch Uemura et al. beobachteten eine kontinuierliche Priasenz von endothelialem
Tie2, selbst in Abwesenheit von perivaskuldren Zellen und seinem Liganden Ang-1

(Uemura, 2002).

Nach Zusammensicht der Daten kann vermutet werden, dass die Resistenz gegeniiber der
Hyperoxie-induzierten Gefalregression an p8 direkt auf die Hochregulation von Ang-1
zuriickzufiihren ist und somit indirekt auch der Anwesenheit von Perizyten bedarf.
Aufgrund der Tatsache, dass neben VEGF auch Ang-2 iiber Hypoxie reguliert und fiir die
Fertigstellung des tiefen Netzwerks benétigt wird, 1dsst sich folgern, dass dieser direkte
Gegenspieler von Ang-1 zusammen mit VEGF die Aufgabe iibernimmt, die
Gefalistabilisierung bis zur Beendigung der Angiogenese in den tiefen Retinaschichten zu

verhindern.

4.2.4.4 Ephrin Bs

Die EphB-Rezeptor-Tyrosinkinasen und ihre Liganden, die Ephrin Bs, spielen wihrend der
embryonalen Angiogenese ebenfalls eine herausragende Rolle: Werden Gene von

Mitgliedern der Eph B-Familie ausgeknockt, so sterben die Mausembryonen vor E11.5 an
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dhnlichen Defekten, wie sie bei Ang-1- oder Tie2-Knockout-Mdusen gefunden wurden.
Unterstiitzt durch die Beobachtung, dass die Ephrin Bs das kapilldre Sprouten in vitro mit
der gleichen Effizienz wie Ang-1 zu induzieren vermogen (Adams, 1999), wurde gefolgert,
dass auch die Ephrine insbesondere fiir das vaskuldre Remodeling essenziell sind (Cheng,

2002; Gauthier und Robbins, 2003).

Wihrend Ephrin B1 sowohl von Endothelzellen in Arterien als auch in Venen exprimiert
wird, wird Ephrin B2 nur von arteriellen Endothelzellen exprimiert. Da der Rezeptor von
Ephrin B2 — EphB4 — ausschlieBlich auf vendésem Endothel zu finden ist, wird
angenommen, dass Ephrine an der Differenzierung von GefdBen in Arterien und Venen
beteiligt sind (Wang, 1998; Gerety, 1999; Gale, 2001). Stalmans et al. zeigten, dass die
Unterscheidung in Arterien und Venen in der Retina bereits an p2 durch den Nachweis von
Ephrin B2 mdglich ist (Stalmans, 2002). AuBlerdem wurde deutlich, dass sich die
Expression von Ephrin B2 im Verlauf der Gefdfentwicklung auf die umgebenden
Perizyten und vSMC ausbreitete, was vermuten ldsst, dass auch die Ephrine an den
Interaktionen zwischen Endothelzellen und Wandzellen beteiligt sind (Gale, 2001; Shin,
2001; Gerety und Anderson, 2002; Oike, 2002).

Um abzukléren, ob die Ephrine moglicherweise an der beginnenden GefaBstabilitdt an p8
beteiligt sind, wurde sowohl Ephrin Bl als auch Ephrin B2 in Retinalysaten
unterschiedlich alter Méuse mit Hilfe der Western Blot-Methode nachgewiesen. Die
Expression von Ephrin B1 war relativ stark und schien zwischen p7 und p12 keinerlei
Regulation unterworfen zu sein. Die geringe Konzentration von Ephrin B2 ist
wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass der Faktor nur von arteriellen Endothelzellen
exprimiert wird. Generell schien die Ephrin B2-Expression in diesem Zeitraum etwas
starker reguliert zu werden, aufgrund zu geringer Datenmengen lésst sich jedoch keine
eindeutige Schlussfolgerung ziehen. Weitere Experimente wéren notig, um diese

Beobachtungen zu verifizieren.

4.2.4.5 Einfluss weiterer Wachstumsfaktoren

Neben VEGF, PDGF-B, Ang-1, Ang-2 und den Ephrinen gibt es eine Reihe weiterer
Faktoren, die an der Regulation von Angiogeneseprozessen beteiligt sind. Einer der
Wichtigsten — in Bezug auf den Einfluss von Perizyten — ist der transforming growth
factor-f (TGF-PB). Erst kiirzlich wurde eine Arbeit veroffentlicht, die das Zusammenspiel
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von TGF-B mit Ang-1 und PDGF-B bei der Regulation von Endothelzell-Perizyten-
Interaktionen ndher betrachtet (Nishishita und Lin, 2004). TGF-f wird von vielen
Zelltypen produziert, darunter auch von Endothelzellen, und vSMC bzw. Perizyten.
Hirschi et al. zeigten bereits 1998, dass neben PDGF-B auch TGF-f die Differenzierung
von multipotenten embryonalen 10T1/2-Zellen zu Perizyten/vSMC veranlasste (Hirschi,
1998). In einer weiteren Arbeit demonstrierten sie, dass die Kokultur von Endothelzellen
und 10T1/2-Zellen eine gegenseitige Proliferationsinhibierung bewirkte. Sie zeigten, dass
diese Inhibierung nicht iiber eine Verminderung der PDGF-B- oder PDGF-RB-Expression
vermittelt wurde. Auch die Gabe von neutralisierenden TGF-B-Antikérpern konnte die
Wachstumshemmung nicht auftheben, woraus sie folgerten, dass neben dem direkten Zell-
Zell-Kontakt ebenso andere Faktoren eine Rolle spielen miissen (Hirschi, 1999). Nishishita
et al. untersuchten diesen Zusammenhang jetzt weiter und fanden heraus, dass PDGF-B
sowohl die Expression von Ang-1, als auch die von TGF-f in den mesenchymalen 10T1/2-
Zellen stark hochregulierte. Wihrend die PDGF-B-induzierte Expression von Ang-1 iiber
den PI3-Kinase-Weg erfolgte, wurde TGF-B iiber den MAPK-Weg induziert. Sie
beobachteten weiter, dass TGF-3 die Expression von Ang-1 in vSMC inhibierte und dass —
umgekehrt — sowohl Ang-1 als auch TGF-B alleine eine leichte Verminderung der PDGF-
B-Expression in Endothelzellen bewirkte. In Kombination wurde dieser Effekt noch
deutlicher (Nishishita und Lin, 2004). Auch Uemura et al. vermuteten, dass neben Ang-1
noch mindestens ein weiterer Faktor an der Modellierung des retinalen Gefdllsystems
mitwirken miisste, da die Substitution von Ang-1 — in Abwesenheit von perivaskuldren
Zellen — zwar einige GefdBBanomalien beseitigen konnte, aber eben doch nicht alle
(Uemura, 2002). Diese Ergebnisse lassen auf komplizierte Regulationsmechanismen
zwischen Endothelzellen und perivaskuldren Zellen schlieBen, die gesteuert von einer
Vielzahl von Faktoren und Rezeptoren fiir die Gefdentwicklung und spéter fiir die

Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoostase von essenzieller Bedeutung sind.

Einen Hinweis auf die herausragende Bedeutung von TGF-3 erbrachten kiirzlich Shih et
al., die feststellten, dass einige retinale Gefdle die gegeniiber der Hyperoxie-induzierten
GefalBregression resistent waren, sich dadurch auszeichneten, dass sie von TGF-B1-
exprimierenden Perizyten ummantelt waren. Sie konnten ferner zeigen, dass TGF-B1 die
endotheliale Expression von VEGFR1 (flt-1) induzierte, und dass auch der flt-1-
spezifische Ligand placental growth factor-1 (PIGF-1) an der Aufrechterhaltung der

retinalen Gefal3e beteiligt war (Shih, 2003).
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4.2.4.6 Beteiligung von Wachstumsfaktoren: Zusammenfassung

Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren und Rezeptoren ist an der Etablierung eines reifen
und funktionellen GefdBnetzes beteiligt. Blutgefile bestehen aus zwei Zelltypen:
Endothelzellen und Wandzellen (Perizyten, bzw. vSMC). Es zeigte sich, dass die
Anwesenheit beider Zelltypen und das wechselseitige Signaling untereinander fiir den

Ablauf der Angiogeneseprozesse in der Retina essenziell ist:

Auf das VEGF-Signal hin besiedeln die flk-1-positiven Endothelzellen ausgehend vom
Nervus opticus die Retina (Fruttiger, 2002). Sie exprimieren PDGF-B, ein Faktor der
chemotaktisch auf PDGF-RB-exprimierende, mesenchymale Zellen wirkt (Hellstrom,
1999). Diese assoziieren mit dem vaskuldren Sprout und differenzieren zu Perizyten oder
vSMC. Wihrend des anhaltenden Angiogeneseprozesses verhindert moglicherweise die
hohe VEGF-Konzentration die Etablierung eines zu engen und stabilisierenden Kontakts
zwischen Endothelzellen und Perizyten, vielleicht {iber den perizytiren flt-1-Rezeptor
(bislang rein hypothetisch). Auch Ang-2 wird durch physiologische Hypoxie in
Endothelzellen hochreguliert und befindet sich, wie VEGF, an der Wachstumsfront
(Hackett, 2000). Als Gegenspieler von Ang-1 konnte Ang-2 iliber die Bindung des
endothelialen Tie2-Rezeptors ebenfalls zur Aufrechterhaltung einer gewissen
Gefilplastizitdt beitragen. Ein zu diesem Zeitpunkt einsetzender VEGF-Entzug — durch
Hyperoxie im ROP-Modell — stoppt das GefaBwachstum und bewirkt die Regression

instabiler Kapillaren.

Mit der Ausbildung des tiefen Gefdlinetzes der Retina an p8 steigt die Perizytenzahl stark
an. Auch die Expression von PDGF-B und Ang-1 nimmt deutlich zu. Die Konzentration
von Ang-2 ist geringer und beschrinkt sich auf den &uBeren Rand der inneren
Kornerschicht (Hackett, 2000). Die X-gal-Farbung der kapilldren Perizyten nimmt an p8
an Intensitidt zu, was laut Tidhar et al. vermuten ldsst, dass sich der Kontakt zwischen
Endothelzellen und Perizyten verfestigt (Tidhar, 2001). An p8 bewirkt der VEGF-Entzug
wiéhrend der Hyperoxiephase des ROP-Modells keine GefaBregression mehr. Grund
hierfiir konnte die erhéhte PDGF-B- und Ang-1-Expression sein. Nach Nishishita et al.
induziert das endotheliale PDGF-B die Ang-1- und TGF-B-Expression in Perizyten,
welche riickwirkend — vermutlich als negativer Regulationsmechanismus — die

endotheliale PDGF-B-Expression hemmen (Nishishita und Lin, 2004).
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Die Frage, warum Perizyten von Beginn an mit den Endothelzellen assoziiert sind, aber
erst zu einem spdteren Zeitpunkt stabilisierend wirken, ist moglicherweise damit zu
begriinden, dass sie noch weitere Aufgaben wahrnehmen: Beispielsweise die Organisation
der GefaBstruktur und die Beteiligung an der Differenzierung von Gefaflen in Arterien und
Venen. Hinweise hierfiir liefern Ergebnisse, die zeigen, dass Perizyten doppelt so hdufig an
Gefillgabelungen sitzen (Sims und Westfall, 1983), und dass die Verhinderung der
Perizytenrekrutierung zu einem GefaBnetz fiihrt, in dem alle Geféalle dilatiert, verzerrt und
unorganisiert sind und dariiber hinaus eine Differenzierung in Arterien und Venen kaum

erfolgt ist (Uemura, 2002).

4.2.5 Die Bedeutung retinaler Perizyten fiir die Kapillarstabilitit:
Schlussbetrachtung

Es wurde deutlich, dass Perizyten durchaus einen stabilisierenden Einfluss auf das
Endothel ausiiben und zwar indem sie Faktoren wie Ang-1 und TGF-f exprimieren.
Besonders iiber Ang-1 wird die Bindung der Endothelzellen untereinander, zu den
Perizyten und zu der extrazelluldren Matrix gefestigt. Fehlt dieser Faktor, kommt es bei
Miusen ab Tag p8/p9 zur Odembildung und zu schweren Blutungen, die letztlich den
Zusammenbruch des retinalen GefdBnetzes bedeuten (Uemura, 2002). Zu welchem
Zeitpunkt Ang-1 in Perizyten hochreguliert wird, scheint entweder genetisch festgelegt zu
sein oder durch bestimmte Faktoren direkt induziert zu werden, da Perizyten von der
Entstehung des vaskuldren Sprouts an anwesend sind (Gerhardt und Betsholtz, 2003),
jedoch erst im spdteren Verlauf stabilisierend wirken. Im Falle der Mausretina fallt dieser

Zeitpunkt mit dem Ausbau des tiefen Gefdanetzes an p8 zusammen.

Wird die Rekrutierung von Perizyten zum Gefdll verhindert, so fiihrt das zu einem
vaskuldren Phianotyp, der dem bei diabetischer Retinopathie dhnelt (Uemura, 2002). Dieser
Phanotyp ist umso stirker ausgeprigt, je weniger Perizyten rekrutiert werden, d.h. es
besteht ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von Perizyten und der

GefaBstabilitdt (Enge, 2002; Hammes, 2002).

Fraglich bleibt allerdings, ob der Perizyt ein geeignetes Ziel fiir die Therapie der
diabetischen Retinopathie ist. Die antioxidative Substanz Nicanartine (2,6-Di-tert-butyl-4-
[3-(3-pyridylmethoxy)propyl]phenol) verringerte bei diabetischen Ratten nach sechs
Monaten Therapie den Perizytenverlust um 41 % und reduzierte die kapillire Endothelzell-
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proliferation um 34 %. Jedoch konnte der dreifache Anstieg an azelluldren Kapillaren
durch Nicanartine nicht verhindert werden (Hammes, 1997), was vermuten lasst, dass kein
direkter Zusammenhang zwischen dem Perizytenverlust und der GefaBBobliteration
bestehen muss. Dass Tenilsetam den Perizytenverlust nicht verhindern konnte, dafiir aber

die Entstehung azelluldrer Kapillaren, bestétigt diese Theorie.

Moglicherweise ist nicht der Perizyt die Zielzelle therapeutischer Bemiihungen, sondern
vielmehr die Endothelzelle. Kern et al. beschrieben bereits 1995, dass der Perizytenverlust
bei Hunden relativ gleichmdBig {iber die diabetische Retina verteilt war, dass
Mikroaneurysmen und azelluldre Kapillaren jedoch hadufiger im nasalen und temporalen
Quadranten anzutreffen waren (Kern und Engerman, 1995). Folglich kann auch hier nicht

allein der Perizytenverlust fiir die GefaBobliteration verantwortlich gemacht werden.

Zudem ist ungewiss, ob Perizyten in hyperglykdmischen Situationen weiterhin
Endothelzell-spezifische Uberlebensfaktoren exprimieren, also ob sie den Endothelzellen
unter Stresssituationen iiberhaupt von Nutzen sind. Es existiert auch eine Theorie nach der
sich die Endothelzellen unter hyperglykdmischen Bedingungen aktiv von den benachbarten
Perizyten befreien, um die Umsetzung eigener Regenerationsprozesse zu erleichtern
(Hammes, 2004). Diese Hypothese konnte die Hochregulation von VEGF und Ang-2 im
frithen Stadium der diabetischen Retinopathie erkldaren (Matsumura, 1999; Abu El Asrar,
2004), denn die beiden Wachstumsfaktoren in Kombination lockern die Kontakte zwischen
Endothelzellen und Perizyten, was den Endothelzellen die Mdglichkeit erdffnet sich neu zu
orientieren und GefiaBle zu bilden (Korff, 2001; Zhang, 2003). Dieser Vorgang ist an sich
eine sehr sinnvolle Reaktion, zu bedenken ist jedoch, dass sich die diabetische Retina in
einer pathologischen  Stoffwechselsituation befindet, in der die normalen
Angiogeneseprozesse durch proinflammatorische Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-o u.a.) und
oxidativen Stress behindert werden. Die reaktiven, proliferierenden Endothelzellen sind
vermutlich anfilliger gegeniiber Diabetes-bedingten Schédigungen als ruhende, nicht-
proliferierende Zellen, was die erhohte Apoptose und die Entstehung von azelluldren

Kapillaren erkldren konnte.

Auch jlingste Ergebnisse mit Benfotiamin lassen vermuten, dass der Schutz der
Endothelzelle das primdre Therapieziel ist. Benfotiamin ist ein fettlosliches

Thiaminderivat, welches als Co-Substrat der Transketolase den "Abfluss" der beim
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Diabetes aufgestauten Zwischenprodukte Fructose-6-phosphat und Glyceraldehyd-3-
phosphat iiber den Pentose-Phosphat-Weg fordert und auf diese Weise die vermehrte
Bildung von AGEs und die Aktivierung der PKC reduziert (s. Abb. 3 Kapitel 1.2.2). Durch
die 9-monatige Verabreichung von Benfotiamin an diabetische Ratten konnte die
Entstehung azelluldrer Kapillaren — nicht aber der Perizytenverlust — nahezu komplett

verhindert werden (Hammes, 2003).

Generell vorteilhaft ist der Einsatz von Substanzen, welche gleich mehrere gestorte
Stoffwechselwege positiv beeinflussen. Aminoguanidin — das sich bereits in klinischen
Studien zur Verhinderung der diabetischen Nephropathie behauptet (Freedman, 1999) — ist
so eine Substanz: Neben seiner Eigenschaft als Antioxidans ist Aminoguanidin auch ein
AGE-Inhibitor, ein Inhibitor der iNOS und der PKC. Mit diesen Fahigkeiten ausgestattet
verringerte Aminoguanidin in zahlreichen Versuchen sowohl die Endothelzellproliferation
und den Perizytenverlust, als auch die Entstehung von Mikroaneurysmen und azelluldren
Kapillaren (Brownlee, 1986; Hammes, 1991; Hammes, 1995a; Hammes, 1995b; Kern und
Engerman, 2001). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Prdvention der
diabetischen Retinopathie umso effektiver ist, je frither sie in die Abfolge der
pathogenetischen Ereignisse eingreift. Dementsprechend kommt der normnahen
Blutzuckereinstellung weiterhin die grofte Bedeutung zu. Ferner riickt die Verhinderung
von intrazelluldr gebildetem oxidativen Stress sowie die Blockierung der durch die ROS
verstiarkt ablaufenden Stoffwechselwege weiter in den Vordergrund. Mdglicherweise
konnte auch die Intervention mit Faktoren, welche unter physiologischen Bedingungen
perizytaren Ursprungs sind (z.B. Ang-1), zu einer Stabilisierung des retinalen GefdBBnetzes
beitragen, wodurch der frithe Perizytenverlust selbst nicht das Ziel therapeutischer

Bemiihungen darstellen muss.

Nach Zusammensicht aller Daten ist anzunehmen, dass es wihrend der physiologischen
Angiogenese keinen Schwellenwert flir den Perizytenbesatz gibt, ab dem retinale
Kapillaren an Stabilitdt gewinnen. Umgekehrt scheint der diabetische Perizytenverlust
nicht die Ursache fiir nachfolgende Schddigungen, sondern vielmehr selbst ein

Epiphdanomen der Erkrankung zu sein.
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5 Zusammenfassung

Die Retinopathie ist die hdufigste mikrovaskuldre Komplikation des Diabetes. Sie ist
gekennzeichnet durch fortschreitende Verdnderungen kleinster GefdBle innerhalb der
Netzhaut, die letztlich zum GefaBBverschluss und reaktiver Gefdneubildung fiihren. Die
Ursache fiir diese Gefdlschidigung ist der chronisch erhohte Blutzucker, wobei der
zugrunde liegende pathogenetische Mechanismus nur unzureichend bekannt ist. Zur Zeit
wird insbesondere die Bedeutung einiger Hyperglykdmie-induzierter Prozesse, darunter
v.a. die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), ein vermehrter Umsatz von
Glukose tiiber den Polyolweg, die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und die
vermehrte Bildung von Glykierungsendprodukten (AGEs) hervorgehoben.

Ein charakteristisches Merkmal der frithen, nicht-proliferativen Retinopathie ist der Verlust
von Perizyten. Es wird angenommen, dass Perizyten — &dhnlich wie die glatten
Muskelzellen der grofleren GefaBle — zur Stabilisierung der Kapillaren beitragen, so dass
ihr Verlust zu einer Destabilisierung des Gefal3systems und zur Auspriagung des klinischen

Bilds der Retinopathie fiihrt.

Bislang beschrinkt sich die Therapie der diabetischen Retinopathie auf die Einstellung
eines normnahen Blutzuckers im frithen Stadium der Erkrankung sowie auf die
Laserkoagulation und Vitrektomie im spiten, proliferativen Stadium. Leider kann die
normnahe Blutzuckereinstellung die Retinopathie nicht vollstindig authalten und auch die
Laserkoagulation dient lediglich der Verhinderung des volligen Visusverlustes. Die
Hoffnung liegt in der Entwicklung neuer Therapien, was jedoch eine genaue Kenntnis der

Zusammenhdnge voraussetzt, die zu Gefdlverschluss und Gefillneubildung fiihren.

In welchem Umfang die AGE-Bildung zur Auspriagung der diabetischen Retinopathie
beitrdgt, sollte mit Hilfe der Substanz Tenilsetam (3-(2-thienyl)-2-piperazinon)) geklart
werden. Tenilsetam — der therapeutischen Klassifizierung nach ein Psychopharmakon —
verhinderte in anderen Untersuchungen in vitro und in vivo die Entstehung von AGEs.
Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass eine 9-monatige Verabreichung von
Tenilsetam an diabetische Ratten die Bildung von azelluldren Kapillaren, nicht aber den

typischen Perizytenverlust, verhinderte.
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Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob

1. Tenilsetam neben der AGE-Inhibierung auch einen direkten Effekt auf das
Verhalten von Endothelzellen ausiibt.
2. es fiir den retinalen Perizytenbesatz einen Schwellenwert gibt, ab dem die

Kapillaren instabil werden.

Zu 1: Funktionelle Tests mit HUVECs und BRECs ergaben, dass Tenilsetam die
Proliferation und DNA-Synthese von HUVECs konzentrationsabhingig hemmt, ohne
deren Apoptose- oder Nekroserate wesentlich zu erhdhen. Die Adhédsion und Migration
von HUVECs wurde durch die Anwesenheit von Tenilsetam nicht beeinflusst. Wurden die
Zellen jedoch vor Versuchsbeginn fiir 24 Stunden mit Tenilsetam prainkubiert, adharierten
und migrierten die so behandelten Zellen stirker als die Kontrollen, welche nur mit PBS
inkubiert wurden. Die IL-1B-induzierte Expression von endothelialen Adhésionsmolekiilen
wurde im Falle von ICAM-1 in Gegenwart von Tenilsetam leicht vermindert, die von
VCAM-1 und E-Selectin blieb unter den gleichen Bedingungen unverindert. Das
Aussprossen von BRECs im dreidimensionalen Fibringel wurde durch den Zusatz von

Tenilsetam deutlich gefordert.

Die Ergebnisse zeigen, dass Tenilsetam einen direkten Effekt auf Endothelzellen hat. Eine
Ubertragung der Ergebnisse auf die in vivo Situation ist jedoch nicht ohne weiteres
moglich, da HUVECs im Gegensatz zu retinalen Endothelzellen makrovaskulédre Zellen
sind, die sich in ihren Eigenschaften zum Teil erheblich von denen mikrovaskuldrer Zellen
unterscheiden. Die deutlich antiproliferative Eigenschaft von Tenilsetam konnte sich in
vivo aber durchaus positiv auf das diabetische Endothel auswirken, da sowohl im friihen,
als auch im spiten Stadium der Retinopathie proliferationsférdernde Faktoren — wie z.B.
VEGF und Ang-2 — hochreguliert sind. Auch eine Reduktion der endothelialen ICAM-1-
Expression konnte sich im diabetischen Tier vorteilhaft auswirken, da ICAM-1 in der als
prokoagulativ und proinflammatorisch beschriebenen Situation, an der Adhédsion und

Transmigration von Leukozyten beteiligt ist.

Zu 2: Um die Bedeutung der Perizyten fiir die Stabilitdt retinaler Kapillaren zu erforschen,
wurde nicht der diabetische Perizytenverlust betrachtet, sondern der umgekehrte Weg

beschritten, d.h. die Betrachtung der Perizytenrekrutierung wahrend der physiologischen
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Angiogenese. Zu Beginn der Arbeit bestand die Theorie des windows of plasticity, welches
ein Zeitfenster in der physiologischen Gefaflentwicklung beschreibt, in dem die Kapillaren
frei von Perizyten sind, um sich dem aktuellen Nahr- und Sauerstoffbedarf flexibel
anpassen zu konnen. Ein genauer zeitlicher und rdumlicher Zusammenhang zwischen der
Priasenz von perivaskulidren Zellen und der Stabilitit von Kapillaren wurde bislang nicht
etabliert. Also erfolgte im Rahmen dieser Arbeit zundchst die Bestimmung der retinalen
Perizytenzahl wéhrend der postnatalen Angiogenese in der Maus (im Zeitraum von p7-
pl2), um in einem zweiten Schritt die Reaktivitdt der Kapillaren auf einen einsetzenden

Hyperoxiereiz mit der Perizytenzahl zu korrelieren.

Das Ergebnis war, dass die Zahl der Perizyten mit dem Alter der Méause zunahm.
Besonders auffillig war der fiinffache Anstieg der Perizytenzahl von p7 auf p8, wihrend
der weitere Zuwachs an Perizyten linear verlief (tdglich etwa 14 %). Ein einsetzender
Hyperoxiereiz an p7 bewirkte die Regression zentraler Kapillaren um den Nervus opticus.
Nach Riickfithrung in die normale Raumluft erfuhren die Tiere eine relative Hypoxie,
wodurch neue Gefdlle gebildet wurden, die sich — dhnlich wie bei der proliferativen
diabetischen Retinopathie — auch vor die Netzhaut ausbreiteten. Wurde dieses so genannte
ROP-Modell (retinopathy of prematurity) an p8 begonnen, wurde weder eine
Gefiallobliteration noch eine anschlieBende Neovaskularisation beobachtet, d.h. die

Kapillaren waren gegeniiber dem Hyperoxie-induzierten VEGF-Entzug resistent.

Zunichst wurde vermutet, dass der Anstieg der Perizytenzahl an p8 den Schwellenwert
reprasentiert, ab dem Kapillaren an Stabilitdt gewinnen. Eine genauere Fokussierung der
untersuchten Priaparate ergab jedoch, dass noch ein weiteres Ereignis auf den achten Tag
nach der Geburt fillt: die Etablierung des tiefen Kapillarbetts. Weiterfithrende
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass dadurch nur die Menge an
Kapillaren, nicht aber die relative Perizytendichte an den Kapillaren zunahm, d.h. der
Ubergang von einem unreifen, reaktiven in ein reifes, stabiles Gefdsystem wird hier nicht

direkt von der Zahl der Perizyten determiniert.

Die weitere Analyse dieser Situation mit Hilfe des Western Blots ergab, dass die
Gefalistabilitidt an p8 moglicherweise durch die Hochregulation von PDGF-B und Ang-1
bedingt ist. PDGF-B ist essenziell flir die Rekrutierung von Perizyten und Ang-1 — welches

von Perizyten exprimiert wird — besitzt eine stark antipermeable Wirkung auf Blutgefafe.
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Zusammenfassung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass wihrend der physiologischen
Angiogenese insofern kein window of plasticity existiert, als dass die perivaskuldren Zellen
von Beginn an mit dem GefdB3spross assoziiert sind. Dementsprechend kann in diesem
System kein Schwellenwert fiir den retinalen Perizytenbesatz bestimmt werden, ab dem die
Kapillaren an Stabilitdt gewinnen. Ausschlaggebend fiir den Reifungsprozess scheint
vielmehr die genaue zeitlich und rdumlich koordinierte Expression bestimmter

Wachstumsfaktoren zu sein.

Nach Diskussion der gewonnen Daten mit denen anderer Arbeitsgruppen wurde deutlich,
dass den Perizyten durchaus eine wichtige Funktion bei der Stabilisierung der
Retinakapillaren zukommt, da die vollstindige Verhinderung der physiologischen
Perizytenrekrutierung zum Zusammenbruch des retinalen Gefdfinetzes fiihrt. Indes ist im
diabetischen Auge nicht immer ein Zusammentreffen von Perizytenverlust und weiterer
GefaBschidigung zu beobachten, was bedeutet, dass hier kein kausaler Zusammenhang
bestehen muss. Der Einsatz von Substanzen wie Tenilsetam oder Benfotiamin — welche
das Endothel schiitzen ohne den Perizytenverlust zu verhindern — zeigt, dass
hochstwahrscheinlich die Endothelzelle die Zielzelle therapeutischer Bemiihungen ist.
Nach der jetzigen Datenlage scheint die Normalisierung der Hyperglykdmie-induzierten
Stoffwechselwege am ehesten den Schutz des Endothels zu gewihrleisten und steht

demnach bei der Entwicklung neuer Therapieprinzipien im Vordergrund.
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6 Summary

Retinopathy is the major microvascular complication in diabetes. It is characterized by
ongoing changes in smallest vessels within the retina, which ultimately lead to vessel
occlusion and reactive neovascularization. Hyperglycaemia is the primary cause of
microvascular complications, but the underlying pathogenetic mechanisms are only
insufficiently identified. At present the significance of some hyperglycaemia-induced
pathways is discussed, among them the generation of reactive oxygen species (ROS), an
increased flux of glucose through polyol pathway, an increased activation of protein kinase

C (PKC) and an increased formation of advanced glycation end-products (AGEs).

A characteristic feature of early diabetic retinopathy is the loss of pericytes. It is supposed
that pericytes — like vascular smooth muscle cells in larger vessels — contribute to capillary
stabilization, so that their loss leads to destabilization of the vasculature and to the

development of clinical symptoms.

To date, treatment of diabetic retinopathy is restricted to good glycaemic control during
early phases and to photocoagulation and vitrectomy during later proliferative stages of
disease. Unfortunately, good glycaemic control cannot completely stop the progression of
eye disease and laser treatment solely prevents total loss of vision. Hope lies in the
development of new therapies, which presupposes however an exact knowledge of the

circumstances, which lead to vessel regression and neovascularization.

To which extent the AGE formation contributes to the development of diabetic
retinopathy, should be clarified with the help of tenilsetam. Tenilsetam, which is —
according to the therapeutic classification — a psychopharmacologic drug, inhibited the
development of AGEs in vitro and in vivo. Previous experiments from the own working
group demonstrated that a nine-months administration of tenilsetam to diabetic rats

prevented the formation of acellular capillaries but not the typical pericyte dropout.
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Against this background the present work examined whether

1. Tenilsetam — beside its AGE-inhibiting properties — also exerts a more direct effect
on the behaviour of endothelial cells.
2. there is a threshold value for pericyte coverage, from which capillaries start to

become instable.

Ad 1: Functional tests with HUVECs and BRECs revealed that tenilsetam decreased dose-
dependently the proliferation and DNA-synthesis of HUVECs, without substantially
increasing their rate of apoptosis or necrosis. The adhesion and migration of HUVECs was
not affected by the presence of tenilsetam. Were the cells however preincubated with
tenilsetam 24 hours before the test started, thus treated cells adhered and migrated more
intensively than the controls which were only incubated with PBS. The IL-1B-induced
expression of endothelial adhesion molecules was slightly decreased by tenilsetam in the
case of ICAM-1, whereas the expression of VCAM-1 and E-Selectin remained unchanged
under the same conditions. The sprouting of BRECs in a three-dimensional fibrin gel was

clearly enhanced by tenilsetam.

The results show that tenilsetam has a direct effect on endothelial cells. However a
transmission of these results to the in vivo situation is not in any respect possible, since
HUVECs are, contrary to retinal endothelial cells, macrovascular cells, which differ
tremendously in their characteristics from microvascular cells. Nevertheless the strong
antiproliferative property of tenilsetam might have quite positive effects on diabetic
endothelium in vivo, since angiogenic factors like VEGF an Ang-2 are up-regulated in
early and late stages of diabetic retinopathy. Moreover a reduction of the endothelial
ICAM-1-expression could exert beneficial effects on diabetic animals, since ICAM-1 is
involved in adhesion and transmigration of leukocytes in this — as procoagulatory and

proinflammatory described — situation.

Ad 2: To explore the significance of pericytes for stability of retinal capillaries not the
diabetic pericyte loss was regarded, but the reversed way was taken, i.e. the examination of
pericyte recruitment during physiologic angiogenesis. At the beginning of this work the
theory of the window of plasticity existed, which describes a period in physiological vessel

development in which capillaries are free from surrounding pericytes in order to adapt
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flexibly to the physiological needs of the tissue. Up to now an exact temporal and spatial
correlation between the presence of perivascular cells and the stability of capillaries was
not established. In the logical consequence the determination of retinal pericyte number
during postnatal angiogenesis (from p7 to p12) in the mouse followed in the scope of this
work, to correlate in a second step pericyte number with the reactivity of the capillaries to

an upcoming hyperoxic insult.

The result was that the number of pericytes increased with the age of mice. The fivefold
increase of pericyte number from p7 to p8 was particularly remarkable, whereas the further
increase in pericyte number proceeded linearly (about 14 % daily). The hyperoxic insult at
p7 caused the regression of central capillaries around the Nervus opticus. When returned to
room air the animals experienced a relative hypoxia, upon which new vessels were formed
also spreading in front of the retina, similar to the situation in proliferative diabetic
retinopathy. If this so-called ROP model (retinopathy of prematurity) was started at p8,
neither a vessel regression nor a following neovascularization could be stated, i.e. the

capillaries were resistant to the hyperoxia-induced VEGF withdrawal.

First was assumed that the increase of pericyte number at p8 represents the threshold value,
from which capillaries start to become stable. However the more exact focusing of the
examined preparations revealed that a second event takes place at day p8: the
establishment of the deep capillary bed. Resuming investigations of the own working
group showed that thereby only the quantity of capillaries increased, but not the relative
pericyte density on these capillaries, i.e. the transition of an immature, reactive vascular

system to mature and stable system is not directly determined by the number of pericytes.

The further investigation of this situation with Western Blot-analysis, revealed that vessel
stability at p8 is possibly due to PDGF-B and Ang-1 up-regulation. PDGF-B is essential
for pericyte recruitment and Ang-1, which is expressed by pericytes, has a strong

antipermeable effect on blood vessels.
Since pericytes accompany the capillary sprouts during the development of vasculature,

there is no pericyte-determined window of plasticity. Hence, no threshold value can be

determined in this system for the retinal pericyte coverage, from which on the capillaries
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gain in stability. To some extend the temporally and spatially coordinated expression of

certain growth factors seems to be important for the maturation process.

After having discussed the data in hand with those of other working groups it became
evident that the pericytes have doubtlessly an important function in stabilizing retinal
capillaries, since the complete prevention of the physiological pericyte recruitment leads to
the collapse of the retinal vasculature. Nevertheless diabetic pericyte dropout is not always
associated with vascular damage, which implies that there needn’t be a causal connection.
The application of substances such as tenilsetam or benfotiamin — which protect the
endothelium without preventing pericyte dropout — demonstrates that the target for
therapeutic efforts is most likely the endothelial cell and not the pericyte. According to
recent data, the normalization of the hyperglycaemia-induced metabolic pathways most
likely seems to guarantee the protection of the endothelium and therefore must strongly be

respected in the development of new therapy principles.
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7 Anhang

7.1 Tabellarische Zusammenfassung der Daten von Projekt I

Tab. 11: Zellzahlbestimmung bei HUVECs nach 24-stiindiger Tenilsetam-Behandlung, Angaben in
Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
5.5 mM Glukose* 100 - 86+ 19 6516 46 £ 17 5 [1-fach]
30 mM Glukose 100 - 74 £ 51 58+20 29+ 6 2 [1-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 12

Tab. 12: Zellzahlbestimmung bei HUVECs nach 48-stiindiger Tenilsetam-Behandlung, Angaben in
Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM X [y-fach]

5.5 mM Glukose 100 81 48 42 +£21 23+ 5 2 (1) [1-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs

Tab. 13: Zellzahlbestimmung bei HUVECSs nach vier-tigiger Tenilsetam-Behandlung, Angaben
in Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
5.5 mM Glukose* 100 - 46 30 19 1 [1-fach]
30 mM Glukose* 100 - 63 39 12 1 [1-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 14
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Tab. 14: Zellzahlbestimmung bei HUVECs nach sechs-tiigiger Tenilsetam-Behandlung, Angaben in
Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
5.5 mM Glukose* 100 - 38 25 5 1 [1-fach]
30 mM Glukose* 100 - 35 15 3 1 [1-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 14

Tab. 15: Proliferationsversuch mit HUVECs iiber einen Zeitraum von 48 Stunden unter Einfluss
von (a) 0.2 % bzw. (b) 10 % FCS und Tenilsetam, Angaben in Prozent zur unbehandelten
Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM X [y-fach]
(a) 0.2 % FCS
5.5 mM Glukose* 100 90 %5 - 85+7 63+13 3 [3-6-fach]
30 mM Glukose 100 +£2 96 £ 8 - 785 70+ 4 2 [3-6-fach]

(b) 10 % FCS
5.5 mM Glukose* 171 %25 159 + 33 - 131+17 92+13 3 [3-6-fach]

30 mM Glukose 159+ 34 152 £33 - 129 £26 101+ 7 2 [3-6-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 15

Tab. 16: DNA-Synthese bei HUVECs unter Einfluss von Tenilsetam in (b) An-, bzw. (a)
Abwesenheit von 20 ng/ml VEGF, Angaben in Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
(a) ohne VEGF
5.5 mM Glukose* 100 93 76+ 13 72 £18 9+1 3 (1) [2-6-fach]
30 mM Glukose 101 £22 114 70 £ 21 52+13 9+2 2 (1) [3-6-fach]
(b) mit VEGF
5.5 mM Glukose* 140+ 32 187 109 +25 73+ 19 11+1 3 (1) [3-6-fach]
30 mM Glukose 121 - 109 52 10 1 [3-6-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 16
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Tab. 17: Prozentsatz (a) apoptotischer und (b) nekrotischer HUVECsSs in An- und Abwesenheit von

Tenilsetam
Tenilsetam-Konzentration
0 mM 1 mM 3mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
(a) Apoptose* 0.7+0.4 - 24+24 34+1.6 82443 2 (1) [2-fach]
(b) Nekrose” 20x1.5 - 2.8%33 1.6+0.9 2.1#0.2  2(I)[2-fach]

X = Anzahl der Versuche

Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 17 und 19

# = Werte dargestellt in Abb. 18 und 19

Tab. 18: Adhision von HUVECs auf (a) BSA-, (b) FCS- und (c¢) Gelatine-beschichteten Wells in
An- und Abwesenheit von Tenilsetam (ohne Priinkubation), Angaben in Prozent zur

unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM X [y-fach]
(a) 3 % BSA
5.5 mM Glukose* 100 - 1005 10510 85t 14 3 [3-6-fach]
30 mM Glukose - - - - - -
(b) 5% FCS
5.5 mM Glukose* 241 +31 227140 228 £21 205 £ 37 204 +47 2 [3-6-fach]
30 mM Glukose 231 220 232 199 190 1[3-fach]
(c) 0.2 % Gelatine
5.5 mM Glukose* 340 - 341 356 252 1 [4-7-fach]
30 mM Glukose - - - - - -

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 20
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Tab. 19: Adhision von HUVECs auf (a) BSA- und (b) FCS-beschichteten Wells in An- und
Abwesenheit von Tenilsetam (nach 4-stiindiger Priainkubation), Angaben in Prozent zur
unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
(a) 3% BSA
5.5 mM Glukose 100 115 104 123 122 1 [2-fach]
30 mM Glukose 98 123 100 109 105 1 [2-fach]
(b) 5% ECS
5.5 mM Glukose 305 324 323 355 345 1 [3-fach]
30 mM Glukose 339 309 262 330 277 1 [3-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs

Tab. 20: Adhision von HUVECs auf (a) BSA-, (b) FCS- und (c¢) Gelatine-beschichteten Wells in
An- und Abwesenheit von Tenilsetam (nach 24-stiindiger Priinkubation), Angaben in Prozent zur
unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM X [y-fach]
(a) 3 % BSA
5.5 mM Glukose* 100 - 103 £26 129+ 37 180 £ 44 5 [3-12-fach]
30 mM Glukose 130+ 10 103 +13 99 +£37 168 £ 100 144 + 49 2 [1-2-fach]
(b) 5% FCS
5.5 mM Glukose* 233 +94 21052 241 £31 347+ 99 325+19 2 [3-fach]
30 mM Glukose 240 + 84 267+ 69 205+ 9 358 £135 335+ 1 2 [3-fach]
(c) 0.2 % Gelatine
5.5 mM Glukose* 327 +34 - 348 £ 76 316 £39 422+129 3 [5-12-fach]

30 mM Glukose

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs

* = Werte dargestellt in Abb. 21
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Tab. 21: Migration von HUVECs in An- und Abwesenheit von Tenilsetam (ohne Priinkubation),
mit oder ohne Stimulation durch VEGF und bFGF [20 ng/ml], Angaben in Prozent zur
unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

0 mM 1 mM 3mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
ohne Stimulus* 100 - 92 95 78 1 [4-6-fach]
mit VEGF + bFGF* 148 - 155 143 163 1 [4-6-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 22

Tab. 22: Migration von HUVECs nach 24-stiindiger Prainkubation mit Tenilsetam, mit oder ohne
Stimulation durch VEGF [20 ng/ml], Angaben in Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM X [y-fach]

(a) ohne Stimulus

5.5 mM Glukose* 100 110+ 17 115+ 1 123+ 7 3 [2-3-fach]
30 mM Glukose 9440 108+ 8 112+ 11 122+ 11 2 [2-3-fach]
(b) mit VEGF

5.5 mM Glukose* 130+ 23 127+ 19 132+ 7 141+£22 3 [2-3-fach]
30 mM Glukose 115+ 3 118+ 1 135 420 133418 2 [2-3-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 23

Tab. 23: Migration von HUVECs nach 24-stiindiger Priainkubation mit Tenilsetam, mit oder ohne
Stimulation durch VEGF und bFGF [20 ng/ml], Angaben in Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

0 mM 1 mM 3mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
ohne Stimulus* 100 - 106 115 183 1 [4-6-fach]
mit VEGF + bFGF* 239 - 224 281 361 1 [4-6-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 24
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Tab. 24: ICAM-1-Expression von HUVECs unter Einfluss von Tenilsetam

Es wurde die basale (a) und die iiber IL-1B [1 ng/ml] induzierte (b) ICAM-1-Expression gemessen.
Angaben in Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
(a) basal
5.5 mM Glukose* 100 - 93 +11 97+4 98+3 2 [3-6-fach]
30 mM Glukose 91+3 - 87+ 6 89+6 88 x5 2 [3-6-fach]
(b) mit IL-1B
5.5 mM Glukose* 171 £ 15 - 157+ 18 154 £19 132+9 2 [3-6-fach]
30 mM Glukose 161 £10 - 151 +12 144+ 8 1223 2 [3-6-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 25

Tab. 25: VCAM-1-Expression von HUVECs unter Einfluss von Tenilsetam

Es wurde die basale (a) und die iiber IL-1B [1 ng/ml] induzierte (b) VCAM-1-Expression gemessen.
Angaben in Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
(a) basal
5.5 mM Glukose* 100 - 106 124 108 1 [3-fach]
30 mM Glukose 103 - 103 116 116 1 [3-fach]
(b) mit IL-1B
5.5 mM Glukose* 136 - 148 166 120 1 [3-fach]
30 mM Glukose 142 - 138 152 136 1 [3-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 26
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Tab. 26: E-Selectin-Expression von HUVECs unter Einfluss von Tenilsetam

Es wurde die basale (a) und die {iber IL-1B [1 ng/ml] induzierte (b) E-Selektin-Expression gemessen.

Angaben in Prozent zur unbehandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

Medium 0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM x [y-fach]
(a) basal
5.5 mM Glukose* 100 - 92 97 94 1 [3-fach]
30 mM Glukose 97 - 92 93 91 1 [3-fach]
(b) mit IL-1B
5.5 mM Glukose* 203 - 212 216 181 1 [3-fach]
30 mM Glukose 193 - 195 190 184 1 [3-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 27

Tab. 27: Sprouten von BRECs in An- und Abwesenheit von Tenilsetam, basal (ohne Stimulus) oder

iiber bFGF [2 ng/ml] induziert, Angaben in Prozent zur bFGF-behandelten Kontrolle

Tenilsetam-Konzentration

0 mM 1 mM 3 mM 10 mM 30 mM X [y-fach]
ohne Stimulus* 5+£3 9+ 8 14+16 20+ 14 9+4 3 [2-3-fach]
mit bFGF* 100 144 + 25 159 £49 172 £ 60 97+5 3 [2-3-fach]

X = Anzahl der Versuche
Y = Anzahl der Wiederholungsmessungen innerhalb eines Versuchs
* = Werte dargestellt in Abb. 28
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7.2 Tabellarische Zusammenfassung der Daten von Projekt 11

Tab. 28: Perizytendichte bei XlacZ-Miusen (zu Abb. 35)

p7 p8 p9 pl0 pll pl2 p26

Perizyten/Feld* 2.8+2.5 155+63 19.7+3.7 252+1.7 289+0.1 344+13 189447
Miuse (n) 9 6 3 3 2 2 4

* Je Retina wurden 12 Felder ausgezahlt.

Tab. 29: Quantifizierung der reaktiven Neovaskularisation nach ROP-Modell bei C57BL/6-M:iusen
(zu Abb. 38)

pl7 pl8 pl9 p20 p21 p22
Neovaskuldre
50.9+21.0 7.4£6.3 5.8+4.4 7.1£4.6 0.6%0.8 1.0+1.4
Kerne/Schnitt*
Mause (n) 6 5 6 6 6 5

* Je Auge wurden 15 Schnitte ausgezéhlt.

Tab. 30: Densitometrische Auswertung von Western Blot-Analysen gegen VEGF und flk-1
(zu Abb. 39 und 40)

Retinae/
p7* p8 p9 pl0 pll pl2 p26 (n)
Versuch
VEGF b 100 1487 - - - - 4364 1 3
Flk-1 a 100 112£8 100+18 189+£59 179+2 141137 - 2 5

* Das Expressionsniveau des Wachstumsfaktors bzw. Rezeptors an Tag p7 wurde gleich 100 %
gesetzt und mit dessen Expressionsniveau an den folgenden Tagen verglichen.

a) Versuche mit Retinalysaten von C57BL/6-Mé&usen

b) Versuche mit Retinalysaten von XlacZ-Méausen
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Tab. 31: Densitometrische Auswertung von Western Blot-Analysen gegen PDGF-B und PDGF-Rf
(zu Abb. 41)

Retinae/
p7* p8 p9 pl0 pll pl2 p26 (n)
Versuch
PDGF-B a 100 121 +£18 102+18 1379 110+16 121+28 - 3 5
b 100 279 - - - - 151 1 3
PDGF-Rp a 100 116 141 188 240 320 - 1 5
b 100 214 £ 61 - - - - 498 £439 2 3

* Das Expressionsniveau des Wachstumsfaktors bzw. Rezeptors an Tag p7 wurde gleich 100 %
gesetzt und mit dessen Expressionsniveau an den folgenden Tagen verglichen.

a) Versuche mit Retinalysaten von C57BL/6-Mé&usen

b) Versuche mit Retinalysaten von XlacZ-Méausen

Tab. 32: Densitometrische Auswertung von Western Blot-Analysen gegen Angiopoietin-1 und -2,
sowie gegen Tie-2 (zu Abb. 42 und 43)

Retinae/
p7* p8 p9 pl0 pll pl2 p26 (n)
Versuch
Ang-1 100 164 207 207 200 152 - 1 5
Ang-2 100 107 109 132 165 135 - 1 5
Tie-2 100 10621 92+£23 14126 105+£22 125%13 - 3 5

* Das Expressionsniveau der Wachstumsfaktoren bzw. des Rezeptors an Tag p7 wurde gleich 100 %
gesetzt und mit deren Expressionsniveau an den folgenden Tagen verglichen.
Versuche mit Retinalysaten von C57BL/6-Mausen

Tab. 33: Densitometrische Auswertung von Western Blot-Analysen gegen Ephrin B1 und B2
(zu Abb. 44 und 45)

Retinae/
p7* p8 p9 pl0 pll pl2 p26 (n)
Versuch
Ephrin B1 100 105+ 14 111+31 138+43 150+£49 125+62 - 3 5
Ephrin B2 100 154 120 207 163 131 - 1 5

* Das Expressionsniveau der Faktoren an Tag p7 wurde gleich 100 % gesetzt und mit deren
Expressionsniveau an den folgenden Tagen verglichen.
Versuche mit Retinalysaten von C57BL/6-Méusen
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