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1 Einleitung

1.1 Anatomie der Retina

Die Retina ist eine 0,1 bis 0,5 mm dicke Struktur, die einen im histologischen Schnitt gut

erkennbaren Schichtenaufbau zeigt. Die einzelnen Netzhautschichten werden im Detail

in Abbildung 1.1 skizziert (beginnend von außen nach innen).

Ihre äußere Schicht ist das retinale Pigmentepithel (RPE), das als einschichtige Lage

hexagonaler Zellen der Bruchschen Membran aufsitzt. Die inneren, wesentlich komplex-

er aufgebauten Schichten der Retina werden als neurosensorische Netzhaut bezeichnet.

Die Photorezeptorschicht setzt sich aufgrund unterschiedlich gebauter Rezeptorfort-

sätze aus ca. 120 Millionen Stäbchenzellen und ca. 6 - 7 Millionen Zapfenzellen zusam-

men. Diese retinalen primären Sinneszellen bestehen aus einem Rezeptorpol, der mit

dem RPE in Verbindung steht und einem, die Erregung fortleitenden, Axon. Zusätzlich

weisen sie regenerationsfähige Außensegmente und permanente Innensegmente auf.

Die Fovea centralis zeigt als Stelle des schärfsten Sehens einen besonderen Aufbau.

Als Rezeptoren sind nur Zapfenzellen anzutreffen, die durch einen geringeren Durch-

messer ihrer Außenglieder besonders dicht stehen. Histologisch zeigen sich eine Sin-

nesepithelschicht, Glia- sowie Ganglienzellen.

1.2 Ernährung, Perfusion, Innervation der Retina

Die Nährstoffversorgung des RPEs bis zur äußeren retikulären Schicht erfolgt per dif-

fusionem aus der Choriokapillaris. Die inneren zwei Drittel der Retina werden über die

Arteria centralis retinae versorgt. Deren weitverzweigtes Gefäßnetz stellt die innere Blut-

Retina-Schranke dar. Sie wird über sogenannte „tight junctions“, interzelluläre Verbin-

dungsstellen über Membranproteine der äußersten Zellmembranschichten, der retinalen
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1 Einleitung

I Stäbchen und Zapfen

II Membrana limitans externa

III äußere Körnerschicht

IV äußere retikuläre Schicht

V innere Körnerschicht

VI innere retikuläre Schicht

VII Ganglienzellschicht

VIII Nervenfaserschicht

IX Membrana limitans interna

a Sklera

b Lamina vasculosa chorioideae

c Choriokapillaris

d Lamina vitrea (Bruchsche Membran)

e Pigmentepithel (RPE)

f Netzhautgefäße und Kapillaren

g Glaskörper

A Neuroepithelschicht

1. Neuron

B 2. Neuron

C 3. Neuron

D Stützfasern / Glia

1 Horizontalzelle (Interneuron)

2 Bipolarzelle

3 Amakrinzelle (Interneuron)

4 Ganglienzelle

5 Müller-Stützzelle (Strukturunterstützung)

L i c h t e i n f a l l 

1

2

3

4

5

Abbildung 1.1: Schichtaufbau der Retina modifiziert nach Nasemann [101]

Gefäßendothelzellen gebildet. Dadurch wird die Diffusion lediglich kleiner Moleküle aus

den Netzhautgefäßen in die Retina garantiert.

Die Retina verfügt über eine effektive Autoregulation der Durchblutung, die durch ei-

ne Arteriolenkontraktion weite Blutdruckbereiche abfangen und eine konstante retinale

Durchblutung gewährleisten kann. Retinale Pathologien sind aufgrund fehlender Inner-

vation durch Schmerzfasern grundsätzlich schmerzlos.

1.3 Anatomie und Morphologie des RPEs

Das RPE kann als Monolayer aus stark pigmentierten, polygonalen Zellen zwischen

der neurosensorischen Netzhaut und der Choriokapillaris bezeichnet werden [61]. His-
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1 Einleitung

tologisch ist es ein einschichtiges, isoprismatisches Epithel. Dessen Fortsätze dringen

zwischen die Stäbchen und Zapfen und enthalten reichlich Melaningranula. Distal grenzt

das RPE mit seiner Basalmembran aus kollagenen und elastischen Fasern an die Bruch-

sche Membran sowie die fenestrierten, chorioidalen Kapillaren und interagiert als Akti-

onsfläche zum Blutstrom [20, 129, 131]. RPE-Zellen sind polar ausgerichtet und fun-

gieren als Transportepithel [61]. Diese polare Struktur basiert auf einem unterschiedli-

chen Proteinmuster der apikalen, der Retina zugewandten Seite und der basalen, der

Choriokapillaris zugewandten Seite. Die apikale Zellmembran der RPE-Zellen besitzt

zahlreiche Mikrovilli. Hierbei handelt es sich um feine zytoplasmatische, oberflächenver-

größernde Fortsätze von 0,1-2,0 µm Länge, in die die lichtsensitiven Photorezeptorau-

ßensegmente eingebettet sind. Dadurch wird neben der funktionellen Kommunikation

zwischen RPE-Zellen und Photorezeptoren auch eine mechanische Kopplung dieser

nicht miteinander verwachsenen Schichten gewährleistet. „Tight junctions“ agieren als

Verbindungsstücke benachbarter RPE-Zellen. Sie repräsentieren das morphologische

Korrelat der äußeren Blut-Retina-Schranke, in dem sie nur niedermolekulare Substan-

zen von der Chorioidea in die Retina passieren lassen.

1.4 Funktion und Physiologie des RPEs

Neben der Fähigkeit zur Lichtabsorption ist eine Vielzahl von Funktionen bekannt, die

weit über eine Bildqualitätsverbesserung des optischen Systems hinausgehen [131].

Diese werden im Folgenden detailliert aufgeführt.

1.4.1 Absorption von Licht

Durch ihren Melaningehalt nehmen RPE-Zellen Anteil an der retinalen Signalaufnah-

me- und verarbeitung. Dies erfolgt durch Verhinderung von Lichtreflexion, Beeinflussung

der Bildauflösung und der Sehschärfe. Die Lichtabsorption dient zum einen der Ver-

besserung der Qualität des optischen Systems durch Reduktion von Streulicht, zum

anderen werden hohe Energiedichten absorbiert. Neben Pigmentgranula in den Mela-

nosomen nehmen weitere Pigmente, wie Lutein und Zeaxanthin, an der Lichtabsorption
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1 Einleitung

im Blaulichtbereich, die insbesondere die Radikalbildung durch Photooxidation fördern,

teil [119]. Das RPE verfügt über zahlreiche enzymatische und nichtenzymatische Anti-

oxidanzien sowie Reparaturmechanismen für zerstörte Proteine oder DNA, um gegen

die schädliche Radikalwirkung agieren zu können [132]. Eine Erhöhung der Radikal-

belastung bei sich gleichzeitig reduzierenden Schutzmechanismen wird kausal mit der

Entstehung der altersabhängigen Makuladegeneration (AMD) in Zusammenhang ge-

bracht [132, 64].

1.4.2 RPE - ein Transportepithel

Als Repräsentant der Blut-Retina-Schranke vermittelt das RPE den Stoffaustausch zwi-

schen Retina und Blut. Hierbei erfolgt ein, auf die speziellen Bedürfnisse der Photore-

zeptoren zugeschnittener, selektiver Transport. Aufgrund der hohen Impermeabilität der

RPE-Zellverbände wird dieser nur auf transzellulärem Weg verwirklicht. Die Hauptauf-

gabe des RPEs liegt somit in der Versorgung der Neuroepithelschicht mit Nährstoffen

durch Stofftransport von der Lamina choriokapillaris zu den Photorezeptoren. Der Glu-

kosetransport gewährleistet dabei den Energiestoffwechsel, Vitamin A, als all-trans-Reti-

nol, die Erregbarkeitserhaltung der Photorezeptoren. Ungesättigte Omega-3-Fettsäuren,

vorrangig Docosahexansäure, sichern die Erneuerung der lichtsensitiven Photorezeptor-

außensegmente [132, 18]. Durch seinen Stofftransport übernimmt das RPE eine wich-

tige Auffüllfunktion, deren Versagen im Extremfall zu retinalen Degenerationen führen

kann [132].

Histologisch betrachtet, stellt das RPE die höchste Zelldichte des menschlichen Kör-

pers dar. Es leistet durch seine hohe metabolische Aktivität einen Hauptanteil an der

Produktion von Wasser und Laktat [59]. Durch den intraokulären Druck erfolgt zusätz-

lich ein Wassereinstrom in Richtung Retina. Eine Volumenansammlung zwischen RPE

und Photorezeptoren stellt einen Interaktionsverlust beider Gewebe mit visueller Funk-

tionseinschränkung dar. Somit sind die Dehydratation und der gerichtete Transport von

Laktat vom subretinalem Raum (apikal) zur Blutseite (basolateral) von entscheidener

Bedeutung [87].
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1 Einleitung

1.4.3 Retinalzyklus

Der Sehprozess wird durch die Absorption eines Photons mit der isomeren Umformung

vom 11-cis-Retinal zum all-trans-Retinal eingeleitet. Retinal wird dabei als Chromophor

des Rhodopsin (Sehpurpur, Chromoprotein der Stäbchen und Zapfen) bezeichnet. Das

aktivierte Rhodopsin initiiert die Phototransduktionskaskade mit einer Rezeptorpoten-

zialänderung der Photorezeptoren, setzt all-trans-Retinal frei und beginnt die Wieder-

aufnahme von 11-cis-Retinal. Da Photorezeptoren nicht zur Bildung von cis-trans-Iso-

merasen in der Lage sind, muss die Regeneration des all-trans-Retinals über den Re-

tinalzyklus im RPE verwirklicht werden [13]. Der Retinalzyklus beginnt mit der Lokali-

tätsänderung des all-trans-Retinals vom Innensegment der Photorezeptoren zum Au-

ßensegment. Dort schließt sich die Reduktion zu all-trans-Retinol an. Nach dem Trans-

port zum RPE erfolgt die Bindung an einen Enzymkomplex. Dieser katalysiert den Re-

Isomerisationsprozess und lässt 11-cis-Retinal als Reaktionsendprodukt entstehen. Es

verlässt die RPE-Zelle und wird Richtung Photorezeptor geschleust [132]. Der Retinal-

zyklus gewährleistet somit eine optimierte Anpassung an die Beleuchtungsintensität.

1.4.4 Phagozytose

In der Retina herrscht eine hohe Aktivität photooxidativer Reaktionen. Die lichtempfindli-

chen Photorezeptoraußensegmente werden dabei toxischen, durch Photooxidation von

Lipiden, Lipoproteinen und Retinalabkömmlingen entstehenden Molekülen ausgesetzt.

Um die morphologische Integrität der Außensegmente zu gewährleisten, übernimmt das

RPE die Entsorgung und Resynthese von zerstörten Spitzen der Photorezeptoraußen-

glieder, die im zirkadianen Rhythmus der Abschilferung unterliegen. Dies erfolgt über

Phagozytose, Metabolisierung und Abtransport über die angrenzende Choriokapilla-

ris [151]. Die Phagozytose setzt beim Menschen beim ersten Lichteinfall am Morgen

ein und währt für ca. 60 Minuten [79].
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1.4.5 Immunkompetenz

Neben seiner Barrierefunktion als Blut-Retina-Schranke besitzt das RPE die Fähigkeit

zur Interaktion mit dem Immunsystem. Durch Bildung zahlreicher immunkompetenter

Rezeptoren nimmt es aktiv Anteil an der Entstehung des immunprivilegierten intraokulär-

en Raumes [133]. Ein weiteres Merkmal ist die Expression von MHC-Antigenen der Klas-

se I und II in voller Ausprägung, so dass darüber eine Typisierung vorgenommen werden

kann. Zusammenfassend betrachtet können immunregulatorische Mechanismen einer-

seits passiv durch die Rolle als äußere-Blut-Retina-Schranke, andererseits aktiv durch

direkte Interaktion mit Immunzellen durch das RPE realisiert werden [46].

1.4.6 Sekretorische Aktivität

Die funktionelle Einheit zwischen Photorezeptoren, RPE und Choriokapillaris wird durch

die Sekretion verschiedenster Wachstumsfaktoren (siehe Kapitel 1.6) aufrechterhalten

und ermöglicht die Interaktion mit angrenzenden Geweben [132]. Hierbei können drei

Hauptgruppen mit unterschiedlichen Funktionsbereichen differenziert werden. In Abbil-

dung 1.2 werden diese graphisch erfasst.

Dem Wachstumsfaktor VEGF kommt dabei eine besondere Bedeutung zu. VEGF wird

auf die Seite der Choriokapillaris sezerniert. Bei geringen Sekretionsmengen erhält es

die Struktur der chorioidalen Endothelzellen. Im Rahmen pathologischer Prozesse mit

erhöhter Sekretionsmenge können Neovaskularisationen ausgelöst werden [132].

Die sekretorische Aktivität des RPEs wird parakrin, d. h. die Substanz wirkt auf be-

nachbarte Zellen/Regionen, oder autokrin, d. h. die Substanz wirkt auf die absondernde

Zelle selbst, durch Wachstumsfaktoren reguliert. Dabei werden intrazelluläre tyrosinkina-

seabhängige Signalwege durchlaufen, die im wesentlichen durch neuroendokrine Ca2+-

Kanäle umgesetzt werden. Diese scheinen bei der Ausbildung von CNVs (chorioidale

Neovaskularisationen) eine Schlüsselfunktion zu übernehmen [115].
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( F i b r o b l a s t G r o w t h F a c t o r )( C i l i a r y N e u r o t r o p h i c F a c t o r )( P l a t e l e t D e r i v e d G r o w t h F a c t o r )( L e n s E p i t h e l i u m D e r i v e d G r o w t h F a c t o r )
( A p o p t o s i s R e c e p t o r L i g a n d )( V a s c u l a r E n d o t h e l i a l G r o w t h F a c t o r )( T i s s u e I n h i b i t o r M a t r i x P r o t e a s e 3 )( P i g m e n t E p i t h e l i u m D e r i v e d F a c t o r )( T r a n s f o r m i n g G r o w t h F a c t o r b e t a )

( C o m p l e m e n t F a c t o r H )( I n t e r l e u k i n 8 )( M o n o c y t e C h e m o t a c t i c P r o t e i n 1 )
Abbildung 1.2: Sekretion von Wachstumsfaktoren durch das RPE [132, 115]

1.5 Funktionsstörungen des RPEs

Die komplexe Physiologie des RPEs ist Grundlage vielfältigster pathophysiologischer re-

tinaler Veränderungen. Eine Reihe von Erblindungsursachen sind bekannt, die auf eine

Störung des funktionellen Komplexes von Netz- und Aderhaut zurückzuführen sind und

somit den physiologischen Sehprozess unterbrechen [46]. Nachfolgend werden bedeu-

tende Dysfunktionen des RPEs beschrieben.

1.5.1 Störung der Pump- und Schrankenfunktion

Das RPE sichert durch seine Pumpfunktion und als Repräsentant der äußeren Blut-Re-

tina-Schranke die Aufrechterhaltung des extrazellulären Ionenmilieus der Photorezep-

toren. Durch einen erzeugten Unterdruck entsteht eine Adhäsionskraft zwischen RPE

13



1 Einleitung

und Neuroretina. Bei einem Zusammenbruch dieser Mechanismen, z.B. im Rahmen

entzündlicher Erkrankungen, akkumuliert Flüssigkeit unter die Netzhaut bzw. das RPE

mit Ausbildung eines subretinalen Ödems [46]. Ein gestörtes extrazelluläres Milieu mit

veränderten Elektrolytkonzentrationen und Beeinträchtigung der Blut-Retina-Schranke

ist die Folge. Eine choriokapilläre Permeabilitätsstörung intensiviert die Flüssigkeitsan-

sammlung.

1.5.2 Störung der Regenerationsfähigkeit

Unter physiologischen Bedingungen sind RPE-Zellen nicht teilungsfähig, sie befinden

sich im amitotischen Zustand. Krankhafte intraokuläre Prozesse machen eine Zellakti-

vierung möglich. Beispielsweise können angrenzende RPE-Zellen nach retinaler Laser-

koagulation proliferieren und eine Defektfüllung induzieren. Diese aktivierte Wundreakti-

on kann auch nach Netzhautforamina oder -rissen beobachtet werden [46]. Eine unkon-

trollierte Reaktionsfähigkeit des RPEs kann allerdings schwerwiegende Komplikationen

nach sich ziehen, z. B. die traktive Netzhautablösung und die proliferative Vitreoretino-

pathie (PVR) [84].

1.5.3 Störung der Stoffwechsel-Phagozytose- und Sekretio nsleistung

RPE-Zellen müssen zur Sicherung der Phagozytose lichtempfindlicher Photorezeptor-

außensegmente und deren Resynthese täglich ca. 7 % ihres Zellvolumens umsetzen.

Für eine nicht teilungs- und regenerationsfähige Zelle stellt dies eine extreme Belastung

dar, die sich als Lipofuszinakkumulation im RPE-Zytoplasma äußert. Hauptquelle dafür

stellen nicht abbaubare Bestandteile der Photorezeptoraußensegmente dar. Die Kon-

zentration von zytoplasmatischem Lipofuszin zeigt mit zunehmendem Alter eine Progre-

dienz [46]. Oxidativer Stress, Rauchen, freie Radikalbildung durch Photooxidation und

Mangel an antioxidativen Vitaminen triggern dabei die strukturellen Veränderungen des

RPEs. In Kombination mit genetisch prädisponierenden Faktoren wird hier eine Erklä-

rung in der Pathophysiologie der AMD gesehen [118].

Die morphologische und funktionelle Einheit von Photorezeptor, RPE und Choriokapil-

laris wird durch eine Reihe neuroprotektiver, angiogener sowie angioinhibitorischer Fak-

14



1 Einleitung

toren geregelt. Deren Sekretion wird hauptsächlich vom RPE übernommen und dient zu-

sätzlich als „Survivalfaktor“ für die Integrität angrenzender Gewebe (siehe

Kapitel 1.4.6) [64]. Gerät dieses Regelwerk in Dysbalance, sind eine Unterversorgung

von Photorezeptoren und RPE-Zellen mit pathophysiologischen Reaktionskaskaden die

Folge [46, 118].

Eine insuffiziente Sekretion dieser Faktoren im Rahmen einer gestörten RPE-Funktion

induziert ein Absterben benachbarter Zellen und kann klinisch als atrophe Form der Ma-

kuladegeneration imponieren. Wird hingegen eine überschießende Produktion, insbe-

sondere vasoproliferativ wirksamer Faktoren, z. B. VEGF, veranlasst, kann die Bildung

sogenannter CNVs stimuliert werden. Die Sekretionssteigerung wird als Kompensati-

onsmechanismus gewertet, um den retinalen Nährstoffmangel durch Gefäßneubildung

auszugleichen [46].

Die pathologische Sekretionsleistung des RPEs stellt seit einigen Jahren einen wich-

tigen Ansatzpunkt für therapeutische Interventionen im Rahmen einer AMD dar. Hierbei

ist insbesondere die intravitreale Anti-VEGF-Therapie zu nennen, die in Kapitel 1.7.7

präzise erläutert wird.

1.6 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren beinhalten eine große Anzahl körpereigener, von verschiedenen

Zellen gebildeter Polypeptide, die das Zellwachstum regulieren. Sie induzieren den Über-

gang der Zellen aus der G0- (Ruhephase) bzw. G1-Phase (Wachstumsphase) in den Zell-

zyklus (Periode zwischen zwei Zellteilungen), der in zwei Schritten verläuft. Durch soge-

nannte Kompetenzfaktoren beginnt die Zellüberführung von der G0- in die G1-Phase mit

anschließender DNA-Synthese (S-Phase) unter dem Einfluss von Progressionsfaktoren.

Um eine Rückkehr in den G0-Zustand zu vermeiden, ist eine kontinuierliche Stimulation

über mehrere Stunden notwendig. In der G1-Phase werden sowohl Kompetenzfaktoren

als auch Progressionsfaktoren benötigt. In dem sich anschließenden Zellzyklus ist nur

noch der Progressionsfaktor anwesend. Tabelle 1.1 gibt einen Überblick über Vertreter

der Kompetenz- und Progressionsfaktoren.
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Kompetenzfaktoren Progressionsfaktoren
VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor)

INS
(Insulin in hohen Konzentrationen)

FGF
(Fibroblast Growth Factor)

IGF I/2
(Insulin Like Growth Factor)

TGF-α
(Transforming Growth Factor)
EGF
(Epidermal Growth Factor)
PDGF
(Platelet Derived Growth Factor)

Tabelle 1.1: Übersicht der wichtigsten Kompetenz- und Progressionsfaktoren [109]

Um die gewünschte Wechselwirkung mit der Zielzelle verwirklichen zu können, werden

spezifische Membranrezeptoren benötigt, die häufig eine Tyrosinkinaseaktivität aufwei-

sen. Sie besitzen alle eine zytosolische Tyrosinkinasedomäne, während die extrazellu-

lären Domänen von Rezeptor zu Rezeptor große Variationsbreiten zeigen. Die Bindung

des Liganden und der damit ausgelösten Autophosphorylierungen an Tyrosylresten des

Rezeptorproteins ist allen Rezeptoren gemeinsam. Zusätzlich werden die Tyrosinphos-

phatreste als Andockstellen für viele andere Proteine benutzt. Nach deren Bindung folgt

über eine Kaskade von Proteinkinasen eine Phosphorylierung und dadurch die Aktivie-

rung von Transkriptionsfaktoren. Die sich anschließende Genaktivierung unterstützt die

Zellüberführung von der G1- in die S-Phase, so dass insgesamt ein genregulatorischer

Effekt erzielt wird.

1.7 Biologie des VEGF

1.7.1 Entdeckung und Isoformen

Der Vaskuläre Endotheliale Wachstumsfaktor („Vascular Endothelial Growth Factor“,

VEGF) wurde erstmalig 1983 charakterisiert und zunächst als Vaskulärer Permeabilitäts-

Faktor (VPF) bezeichnet [122]. Später wurde ein an Endothelzellen vorkommendes und

heparinbindendes Protein entdeckt, das sich funktionell und strukturell kongruent zum
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VPF-Protein darstellte. Kodiert durch das gleiche Gen wurden VEGF und VPF somit als

identisches Protein entschlüsselt [81].

Der Begriff VEGF selbst beschreibt eine multifunktionelle Glykoproteinfamilie, die

durch eine unterschiedliche Genlokalisation auf den Chromosomen in verschiedene

Faktoren (VEGF-A, -B, -C, -D und PlGF/„Placental Growth Factor“) unterteilt wird [19,

149]. Daneben existieren noch die verwandten viralen Homologen VEGF-E und das im

Schlangengift vorhandene VEGF-F. Das für VEGF-A kodierende Gen kann bei der Ent-

stehung von prä-mRNA in mRNA durch das Herausschneiden der Introns, d. h. nichtko-

dierender Abschnitte, Proteinvarianten von unterschiedlicher Länge hervorbringen, die

als sogenannte Isoformen beschrieben werden. Bisher wurden beim Menschen die Vari-

anten VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A148, VEGF-A162, VEGF-A165, VEGF-A165b,

VEGF-A183, VEGF-A189 und VEGF-A206 identifiziert. Die Zahlen entsprechen dabei der

Anzahl von Aminosäuren im jeweiligen Protein. Die Isoformen VEGF-A121 sowie

VEGF-A165 sind dabei die am häufigsten exprimierten Proteine. Die einzelnen Isoformen

sind durch eine erhebliche biologische Funktionsbreite und Bindungsspezifität gekenn-

zeichnet [19, 90].

1.7.2 VEGF-Rezeptoren und Signaltransduktion

Um eine zelluläre Antwort bewirken zu können, muss die Bindung aller Mitglieder der

VEGF-Familie an einen VEGF-Rezeptor (VEGFR) erfolgen. Dieser ist vorrangig an der

Endothelzellmembran, aber auch an nichtendothelialen Zellen, wie im retinalen Gewebe,

zu finden. Es existieren drei verschiedene Rezeptortypen mit unterschiedlichen Affinitä-

ten (VEGFR-1 bis -3). Der Tabelle 1.2 sind deren bedeutendste Expressionsorte und die

wichtigsten Funktionsverteilungen zu entnehmen. Neuropilin ist nur als ein Korezeptor

zu betrachten [19, 30, 150].

Alle drei Rezeptortypen agieren als Tyrosinkinasen und besitzen als monomerische

Transmembranproteine drei Domänen: eine extrazellulär gelegene Liganden-Bindungs-

region, eine eigene Transmembranhelix und die zytoplasmatische Domäne, welche die

eigentlichen katalytischen und regulatorischen Sequenzen enthält [19, 89]. Die extra-
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zelluläre Region besitzt sieben homologe Immunglobulin-Domänen, intrazellulär finden

sich dagegen zwei Tyrosinkinase-Domänen.

Rezeptor Bindung Expressionsort Funktion
VEGFR-1
(Flt-1)

VEGF-A,
VEGF-B,
PlGF1, PlGF2

vaskuläres Endothel embryonale Angioge-
nese

VEGFR-2
(Flk-1 oder
KDR)

VEGF-A,
VEGF-C,
VEGF-D,
VEGF-E

hauptsächlich vaskuläres
aber auch lymphatisches
Endothel

Angiogenese maligner
Tumoren

VEGFR-3
(Flt-4)

VEGF-C,
VEGF-D

lymphatisches Endothel Lymphangiogenese

Neuropilin-1
und -2

Isoformen von
VEGF-A,
VEGF-B,-E,-C
und PlGF

vaskuläres und lymphati-
sches Endothel, Neurone,
Tumorzellen, koexprimiert
mit VEGFR-1, -2 und -3

Korezeptor für
VEGF165

Tabelle 1.2: Übersicht der VEGF-Rezeptoren modifiziert nach Birk et al. [19]

Nach VEGF-Bindung folgt ein komplizierter Prozess der Signaltransduktion, welcher

derzeit nicht bis ins Detail verstanden ist. Die Rezeptoren dimerisieren, autophospho-

rylieren sich durch die Tyrosinkinase-Domänen gegenseitig und aktivieren weitere Sig-

nalmoleküle. Die phosphorylierten Tyrosylreste des Rezeptors dienen als Erkennungs-

merkmale für die Anlagerung von im Zytosol befindlichen Adapterproteinen.

Neben der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) und dem GTPase-aktivierenden

Protein (GAP) wird die Phospholipase Cγ (PLCγ) gebunden, welche über die Hydro-

lyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) aus der Zellmembran die second

messenger Inositoltriphosphat (InsP3) und Diacylglycerin (DAG) generiert [19, 102]. In

Anwesenheit von Calcium folgt die Bindung von DAG an die Proteinkinase C (PKC) und

katalysiert deren Aktivierung. Die PKC beinhaltet verschiedene intrazelluläre Lokalisatio-

nen und vielfältige Enzymaktivitäten [104]. Verschiedenste Wachstumsfaktoren entfalten

ihre spezifische Wirkung über eine Aktivierung der PKC. Eine Konformationsänderung

der PKC mit Freilegung der katalytischen Domäne induziert eine Substratbindung mit

deren Phosphorylierung, die weitere Signalproteine stimuliert.
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Die intrazelluläre Signalkette umfasst neben den drei genannten Adapterproteinen

(PI3-Kinase, GAP, PLCγ) ein weiteres wichtiges, als GRB2 bezeichnetes, Protein. Dieses

rekrutiert nach seiner eigenen Bindung an den aktivierten Rezeptor ein, als SOS („son

of sevenless“, nach einem verwandten Protein bei Drosophila) bezeichnetes, Protein zur

Membran und in die unmittelbare Nähe des GTP-bindenden Ras-Proteins. SOS aktiviert

Ras durch einen Austausch von GDP gegen GTP. Aktiviertes Ras-GTP ist ein Aktiva-

tor einer als Raf bezeichneten Proteinkinase, die das erste Glied einer bedeutsamen

Proteinkinase-Kaskade darstellt [82]. Auf diesem sogenannten MAP-Kinase-Weg erfolgt

die entsprechende Kinase-Aktivierung durch weitere Phosphorylierungen, die letztlich

im Zellkern Transkriptionsfaktoren aktivieren und eine Genexpressionsänderung auslö-

sen können.

Die über die verschiedensten Wege stimulierten Signalproteine induzieren im Folgen-

den eine gesteigerte vaskuläre Permeabilität, eine erhöhte endotheliale Zellproliferation

und -migration sowie das endotheliale Zellüberleben [150, 89, 34].

Interessanterweise existieren Hinweise darauf, dass der VEGFR-1 und VEGFR-2 über

verschiedene Eigenschaften der o. g. Signaltransduktion verfügen [139]. Ebenso ist bis

heute nicht geklärt, inwieweit die einzelnen Schritte von Zell- zu Zelltyp variieren kön-

nen. Im okulären System ist durch in vitro Untersuchungen an der Serum-induzierten

Zellproliferationen humaner RPE-Zellen und an VEGF stimulierten bovinen chorioidalen

Endothelzellen die Involvierung des MAP-Kinase-Wegs belegt [61, 134].

1.7.3 Regulationsmechanismus der VEGF-Expression

Die VEGF-Produktion unterliegt Regulationsmechanismen, die erregende und hemmen-

de Effekte auf die VEGF-Expression erzeugen. Hierbei spielt das Umgebungsmilieu eine

entscheidene Rolle [19]. Die Expression von VEGF kann auf Ebene der Transkription,

posttranskriptional oder translational beeinflusst werden [19].

Von besonderer Bedeutung ist die Interaktion mit Zytokinen. Inflammatorische Zyto-

kine wie beispielsweise Interleukin-1-α und -β, die in die Pathogenese verschiedenster

kardiovaskulärer Erkrankungen involviert sind, aktivieren die VEGF-Expression diver-

ser Zelltypen. Interleukin-4 und -10 sowie IFN inhibieren dagegen die VEGF-Gentran-
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skription. Die Abbildung 1.3 zeigt die verschiedenen Effekte unterschiedlichster Zyto-

kine [145, 28, 19]. Zu beachten ist dabei deren pleiotroper Wirkungsmechanismus. In

Hinblick auf eine bFGF-induzierte Upregulation von VEGF ist diese an vaskulärer glatter

Muskulatur belegt [127].

- VEGF Sekretion +

KGF, IGF-1, Oncostatin-M, PDGF, TGF, TNF, MIF

IFN- , IL-12, IL-13

IL-1 , IL-1 , IL-3, IL-15, IL-18, TPO, bFGF, EGF, HGF

IL-4, IL-10, IFN- , IFN-D
o
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Abbildung 1.3: Up- und Downregulation des VEGFs [19]

Das Auftreten einer Hypoxie in vitro und in vivo wird als potentester Agonist der VEGF-

Induktion gesehen [124]. Dabei produziert die unter Sauerstoffmangel stehende Zelle

HIF-1 („Hypoxia Inducible Factor“), welches wiederum die Expression von VEGF auf

Transkriptionsebene erhöht und schliesslich die Angiogenese induziert [19, 121]. Dieser

Mechanismus ist auch im okulären Zellsystem zu beobachten. In ischämischen retinalen

Geweben von Affen konnte ein Anstieg der VEGF-mRNA in Proportion zur Entwicklung

von Irisneovaskularisationen detektiert werden [94]. Hierbei wurden überwiegend die

Isoformen VEGF121/165 nachgewiesen. Untersuchungen an humanen ischämischen Re-

tinageweben erfassten die Korrelanz von VEGF im Retina-, Glaskörper- und Kammer-

wasserbereich mit Neovaskularisationen der Retina, Iris und des Nervus opticus [3, 107].

Ebenso existiert eine direkte Beziehung zwischen VEGF-Expression und der Stickstoff-
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monoxid (NO)-Produktion. Eine Stimulation wird durch niedrige, eine Inhibition hingegen

durch hohe NO-Konzentrationen erreicht [29, 45].

1.7.4 Funktionsvielfalt und Vorkommen von VEGF

VEGF agiert als ein Schlüsselmolekül und Stimulator in einem komplexen Angiogenese-

Prozess durch Regulation von Wachstum und Erhaltung eines physiologischen Zirkula-

tionssystems [19]. Ein agonistischer Effekt sorgt in vivo und in vitro für die Aktivierung,

Proliferation und Migration sowie Permeabilität von Endothelzellen [19]. Da VEGF in fast

allen vaskulären Geweben gefunden werden kann, dient er vermutlich als Stabilisator

der vaskulären Homöostase. Unter physiologischen Bedingungen unterliegt die Angio-

genese-Kaskade strengen Kontrollmechanismen durch Interaktion angiogener Wachs-

tumsfaktoren wie VEGF, FGF und Angiogenese-Inhibitoren. Bei unkontrollierter Regu-

lation mit Überexpression des VEGF-Proteins, z. B. durch Auftreten einer Hypoxie, wird

eine exzessive und insuffiziente Gefäßneubildung stimuliert. Als Konsequenz resultiert

eine Ischämie verschiedenster Gewebetypen. Neben dem Wachstum solider Tumoren

können auch andere Organmanifestationen mit Zerstörung intakter Gewebeverbände

auftreten, z. B. okuläre Erkrankungen wie die diabetische Retinopathie oder AMD.

Ferner reguliert VEGF das Überleben, die Apoptose und Differenzierung hämatopoe-

tischer Stammzellen sowie die primäre Gefäßentwicklung- und Neubildung endothelia-

ler Zellen. Damit wird ein entscheidender Beitrag zur embryonalen Angiogenese geleis-

tet [19, 16, 100]. Ein weiterer VEGF-assoziierter Effekt betrifft die Stimulation der Lymph-

angiogenese und Wirkung als Immunsuppressor. Wie der Name bereits impliziert, wer-

den vorrangig vaskuläres Endothel, aber auch andere nichtendotheliale Zelltypen, wie

z. B. Monozyten und Makrophagen, stimuliert [149]. Gaudry et al. und Melder et al. be-

richteten zusätzlich von einer proinflammatorischen VEGF-Funktion durch Interaktion

mit Leukozyten und sogar Thrombozyten [91, 47].

VEGF agiert vorwiegend als parakriner, aber auch als autokriner Faktor. Seine au-

tokrine mitogene Wirkung findet sich bei Interleukin-2-abhängigen Lymphozyten. Für

Monozyten, Linsenepithelzellen und korneale Endothelzellen, Melanozyten sowie Os-

teoblasten ist ein autokriner chemotaktischer Effekt beschrieben [149, 31, 93]. Für hu-
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mane RPE-Zellen gilt dagegen eine autokrine mitogene und chemotaktische Wirkung.

RPE-Zellen sind in der Lage, mRNA zu exprimieren, die für VEGFR-1 und -2 kodie-

ren [56, 57]. Ferner konnten Adamis et al. in humanen RPE-Zellkulturen eine Expressi-

on von VEGF121 sowie VEGF165 nachweisen [5]. Im physiologischen okulären Gewebe

von Affen und Ratten wurde eine VEGF-mRNA-Expression im Bereich der Konjunktiva,

Iris, Retina und dem Chorioid-RPE-Komplex detektiert. Als dominante Isoformen sind

auch dabei VEGF121/165 identifiziert worden. Das VEGF-Proteinlevel ist im Chorioid-RPE-

Komplex mit 17,39 pg/ml angegeben [75]. In avaskulärem Gewebe wie der Kornea und

der Linse konnte nur wenig VEGF gefunden werden. Im Gegensatz dazu berichteten

Robinson et al. von einer VEGFR-1- und -2-mRNA-Präsenz im kornealen Stroma und

Epithel [3].

Ein Lokalisationsnachweis von VEGFR-1- und -2-mRNA gelang hingegen in vitro in

der Iris, der Retina und dem Chorioid-RPE-Komplex [75]. Tierexperimentell zeigten re-

tinale Strukturen im Bereich des RPEs, der äußeren Körnerschicht, der inneren Kör-

nerschicht im Bereich der Müllerzellen sowie der Ganglienzellschicht eine Expression

von VEGFR-1- und -2-mRNA sowie hohe VEGF-Level. Zwischen den einzelnen Loka-

liationen kann genauer differenziert werden. VEGFR-1-mRNA dominiert in der äußeren

Körnerschicht und der Ganglienzellschicht, VEGFR-2-mRNA und VEGF vorrangig im

Chorioid-RPE-Komplex und der inneren Körnerschicht [113, 75]. Die Anwesenheit von

VEGF und seinen Rezeptoren im RPE-Zellsystem lässt vermuten, das der Wachstums-

faktor in die Integritätserhaltung und die Permeabilitätsregulation des RPEs involviert

ist.

1.7.5 Klinische Bedeutung von VEGF

Die Angiogenese spielt, gerade im Zusammenhang mit der VEGF-Produktion, eine do-

minante Rolle in der Pathogenese und Progression verschiedenster Erkrankungen [102].

Bei der Entwicklung neuer Therapiekonzepte kann dabei zwischen einer VEGF aktivie-

renden, proangiogenetischen oder inhibierenden, antiangiogenetischen Anwendung un-

terschieden werden [19, 102].
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In der Tumorgenese ist die VEGF-Expression eng an die Bildung diverser neoplasti-

scher Zellen gebunden [26, 38]. Gerade deshalb verheißen antiangiogenetische Thera-

pieansätze in der Tumorbehandlung eine vielversprechende Ergänzung zu herkömmli-

chen Behandlungsstrategien [102, 39].

Die Erforschung proangiogenetischer Therapieformen begann Ende der 90er Jahre,

als erstmalig angiogenetische Wachstumsfaktoren zur Behandlung der Arteriosklerose

und chronischer Wundheilungsstörungen eingesetzt wurden. Durch verschiedene Studi-

en konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte VEGF-Expression mit einem geringerem

Risiko der koronaren Herzerkrankung korreliert [66]. Bis dato ist nicht genau geklärt, in-

wieweit eine VEGF-Stimulation in die Pathogenese der Arteriosklerose oder peripherer

Gefäßerkrankungen eingreifen kann [33, 67].

1.7.6 VEGF und seine Bedeutung im okulären System

Neben der Tumorgenese ist die unkontrollierte VEGF-Produktion ein kausaler Faktor vie-

ler okulärer Erkrankungen, insbesondere proliferativer intraokulärer Neovaskularisations-

syndrome, wie z. B. AMD, diabetische Retinopathie, Frühgeborenenretinopathie, Neo-

vaskularisationsglaukom [19, 102, 2]. Dabei stellen nicht nur ein unkontrolliertes neo-

vaskuläres Wachstum, sondern auch vaskuläre Leckagen und vitreale Hämorrhagien

eine retinale Gefährdung mit entsprechender Visuseinschränkung bis zur Erblindung

dar [102]. Ferner übernimmt VEGF eine zentrale Rolle in der Entwicklung und Progres-

sion eines Makulaödems [1]. In vitro identifizierten Chen et al. VEGF, VEGFR-1 und

-2 in humanen RPE-Zellkulturen und epiretinalen Membranen enukleierter Humanbul-

bi [27]. Auch bei Patienten mit venösen retinalen Gefäßverschlüssen konnten erhöhte

intravitreale VEGF-Spiegel, die positiv mit dem Ausmaß des Makulaödems korrelierten,

gemessen werden [105].

Primär ist der Wachstumsfaktor im RPE, in Neuronen inklusive Müllerzellen und Gan-

glienzellen sowie retinalen Kapillarendothelzellen und Perizyten vorzufinden [94, 113].

Seine Sekretion dient vorrangig der Stabilisation choriokapillärer Gefäßstrukturen.

VEGF-A nimmt hierbei eine besondere Stellung ein. Es agiert konzentrationsabhängig

und wird vom RPE auf die Seite der Choriokapillaris sezerniert. Geringe VEGF-A-Kon-
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zentrationen induzieren einen Strukturerhalt chorioidaler Endothelzellen. Im Rahmen

pathologischer Prozesse ermöglicht eine gesteigerte Sekretionsmenge die Bildung von

Neovaskularisationen und greift entsprechend in die Pathophysiologie okulärer Erkran-

kungen ein [132]. In RPE-Zellen von Ratten induzierte eine VEGF-Überexpression eine

gesteigerte Proliferationsrate und Zelldichte [57]. In verschiedenen experimentellen Stu-

dien und in vivo konnte der Kausalzusammenhang zwischen der VEGF-Expression und

okulären Neovaskularisationen auch in kornealen-, retinalen- und chorioidalen Gewe-

ben sowie der Iris aufgezeigt werden [11, 4, 6, 77]. Eine Assoziation zwischen VEGF,

VEGFR-1 und -2 und chorioidalen Neovaskularisationen ist am humanen Gewebe be-

legt [83].

Durch den Nachweis einer zusätzlichen proinflammatorischen VEGF-Funktion wird

deutlich, dass die Ausbildung von Neovaskularisationen nicht allein durch eine Ischämie

oder Hypoxie, sondern auch durch komplexe inflammatorische Prozesse getriggert wer-

den kann [47, 68]. Neben der Stimulation von Neovaskularisationen ist VEGF zur Induk-

tion einer gesteigerten RPE-Permeabilität und somit reduzierten Barrierefunktion befä-

higt [1, 96]. Der pathogene VEGF-A-Effekt stellt einen wichtigen Ausgangspunkt für die

Entwicklung alternativer Behandlungsmethoden proliferativer intraokulärer Neovaskula-

risationssyndrome dar [102, 68].

1.7.7 Anti-VEGF-Therapie

Grundsätzlich existieren vier potentielle Anti-VEGF-Strategien: die VEGF-Ligandenbind-

ung (VEGF Trap), die VEGF-Rezeptorblockierung, Antisense-Oligonukleotide

(„Aptamer“) sowie die neutralisierende Antikörperbindung [19].

VEGF Trap ist ein rekombinantes Protein. Es bindet alle VEGF-Isoformen und besitzt

eine höhere Affinität für VEGF als alle anderen bekannten monoklonalen Antikörper [19].

Als „Afliberceptr“ wird es erfolgreich in der Behandlung von Malignomen erprobt. Im

Rahmen einer AMD konnten klinische Ergebnisse die Sicherheit und therapeutische

Wirksamkeit des Präparates belegen [103].

VEGF-Rezeptorblocker fungieren als Tyrosinkinaseinhibitoren. Sie konkurrieren um

die intrazelluläre ATP-Bindungsdomäne und agieren somit als Kinase-Antagonisten. Kli-
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nisch werden sie in der Behandlung von fortgeschrittenen und metastasierten Nieren-

zellkarzinomen sowie gastrointestinalen Stromatumoren eingesetzt [19, 99]. In der AMD-

Behandlung laufen derzeit Phase-II-Studien für „Vatalanibr“ in einer photodynamischen

Kombinationstherapie.

Ein Antisense-Oligonukleotid wie „Pegaptanib“ (Macugenr) agiert als „Aptamer“ wie

ein Antikörper. Dieser chemisch synthetisierte Nukleinsäurestrang blockiert beim Men-

schen durch Anlagerung an die Heparinbindungsstelle isoliert VEGF-A165. Seit Juni 2006

ist es als Medikament in der Behandlung der exsudativen neovaskulären AMD für die in-

travitreale Applikation zugelassen [53].

VEGF-Antikörper stellen neben der Anwendung in der Tumorbehandlung eine vielver-

sprechende Therapieoption okulärer Neovaskularisationssyndrome dar. „Bevacizumab“,

Avastinr, als ein rekombinanter monoklonaler IgG-1 Antikörper, kann durch seine Bin-

dung an alle VEGF-A-Isoformen eine Aktivitätsinhibierung des VEGFR-1 und -2 indu-

zieren. Eine Zulassung für „Bevacizumab“ besteht für die Behandlung fortgeschrittener,

kolorektaler- und nicht kleinzelliger Bronchialkarzinome, des metastasierenden Mamma-

karzinoms sowie des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms [19, 140].

Im ophthalmologischen Bereich findet es im „off label use“ Anwendung bei der feuch-

ten Form der AMD. Es existieren eine Vielzahl diverser retrospektiver und prospektiver

Studien, die für einen klinisch relevanten therapeutischen Effekt bei einer aktiven CNV

im Rahmen einer AMD sprechen [32, 143, 7, 9, 17]. Im Hinblick auf die Behandlung des

diabetischen Makulaödems weisen Studien auf eine grundsätzliche Wirksamkeit einer

intravitrealen „Bevacizumab“-Therapie hin [92, 52].

„Ranibizumab“, Lucentisr ist ein Fragment eines humanisierten rekombinanten mo-

noklonalen Antikörpers. Er ist gegen VEGF-A gerichtet, bindet mit hoher Affinität an alle

Isoformen und verhindert die Interaktion mit seinen Rezeptoren VEGFR-1 und -2. Es

stellt eine spezielle Entwicklung für die augenärztliche Anwendung dar, da sein geringe-

res Molekulargewicht eine leichtere Netzhautpassage erreichen soll. Seit Januar 2007

ist es in der Behandlung der AMD als intravitreale Applikation zugelassen [19]. Die Wirk-

samkeit des Präparats wurde in der „MARINA-Studie“, „ANCHOR-Studie“ (Phase-III-

Studien) sowie in mehreren prospektiven Studien hinreichend belegt [23, 114, 44]. Im
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Januar 2011 erfolgte die Zulassung für die Behandlung des diabetischen Makulaödems.

Als Grundlage dafür liegen Ergebnisse aus Phase-II und -III Studien vor [88, 35].

1.8 Biologie des FGF

1.8.1 Entdeckung und Isoformen

Der Fibroblasten-Wachstumsfaktor („Fibroblast Growth Factor“, FGF) bezeichnet eine

Gruppe aus strukturell verwandten multifunktionellen Ein-Ketten-Polypeptiden,

die als FGF-Familie bezeichnet werden. Die ersten Faktoren wurden in den 70er Jahren

entdeckt [106]. Man vermutete eine Funktionsbeschränkung ausschließlich auf Fibro-

blasten, später wurde die Interaktion mit fast allen Zellgruppen deutlich. Heute ist sogar

die Existenz von Faktoren ohne Fibroblastenwirkung (FGF-7, -9 und -23) bekannt. Ins-

gesamt differenziert man bis heute 23 Subtypen: FGF-1 bis FGF-23. Deren Gene sind

auf verschiedensten Chromosomen lokalisiert. Als Prototypen der FGF-Familie werden

FGF-1 (aFGF für azidisch) und FGF-2 (bFGF für basisch) benannt. Die Aminosäurese-

quenz zwischen aFGF und bFGF ist auffällig homogen. Das bFGF ist jedoch 30-100

mal potenter als aFGF und besitzt ein Molekulargewicht von 18 kDa. Beide bedienen

denselben spezifischen Zelloberflächenrezeptor [49].

1.8.2 Darstellung der FGF-Subtypen

Entsprechend der Tabelle 1.3 sind die wichtigsten Subtypen der FGF-Familie aufgeführt,

bei denen die Funktionsbestimmungen bekannt sind [106].

1.8.3 FGF-Rezeptoren und Signaltransduktion

FGF vermittelt seine Wirkung indem es in die Zelle aufgenommen wird und direkt im

Zellkern eine Veränderung der transkriptionellen Genexpression bewirkt [10]. Zum an-

deren bindet der Wachstumsfaktor an seinen spezifischen Rezeptor (FGFR) an der Zell-

membran verschiedenster Gewebe. Wie VEGF-Rezeptoren sind auch FGF-Rezeptoren

Tyrosinkinasen, die nach FGF-Ligandenbindung mittels Autophosphorylierung aktiviert
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Gen Lokalisation Funktion
FGF-1 (aFGF)
(141 AS)

5q31 mitogene Zelleffekte, Initiierung Zellproliferati-
on, -migration und -differenzierung

FGF-2 (bFGF) 4q26-27 mitogene Zelleffekte, Initiierung Zellproliferati-
on, -migration und -differenzierung

FGF-3 (240 AS) 11q13 besondere Bedeutung in der embryonalen Ent-
wicklung

FGF-4 (206 AS) 11q13.3 besondere Bedeutung bei neoplastischen Pro-
zessen

FGF-5 (267 AS) 4q21 besondere Bedeutung in der embryonalen Ent-
wicklung

FGF-6 12q13 besondere Bedeutung bei der Wundheilung
FGF-7 15q15-21.1 besondere Bedeutung für die Epithelzellproli-

feration
FGF-8 10q24 besondere Bedeutung in der embryonalen Ent-

wicklung
FGF-9 13q11-q12 Proliferationsstimulierung und -aktivierung von

Gliazellen im ZNS
FGF-23 12q13.3 wichtiger Regulator des Phosphat- und

Vitamin-D-Haushaltes

Tabelle 1.3: Wichtigste Subtypen der FGF-Familie mit Genort und Funktion [106, 128]

werden und intrazellulär eine Signalkaskade mit nachfolgender Genaktivierung induzie-

ren.

Diese Signalkaskade beinhaltet eine Reihe von komplexen, transmembranösen und

intrazellulären Prozessen, die ansatzweise bereits bei der VEGF-aktivierten intrazellu-

lären Signalkette beschrieben und bis heute im Detail nicht entschlüsselt sind. Kapi-

tel 1.7.2 gibt einen detaillierten Überblick über die wichtigsten Schritte der Signaltrans-

duktion. Letztlich agiert FGF wie auch VEGF über eine Generierung der PKC und die

Aktivierung des MAP-Kinase-Wegs. Folglich katalysiert FGF die Wirkungsfortleitung in

den Zellkern mit Transkriptionsänderung und proliferations- sowie migrationsstimulieren-

den Effekten.

An vaskulären Endothelzellen gibt es Hinweise auf die Kopplung des FGF-Rezeptors

an ein G-Protein [117]. Guaninnukleotidbindende Proteine sind zellmembranständige

Proteine, die an Zelloberflächenrezeptoren gekoppelt sind und diese mit verschiedenen

Effektoren verbinden. Die von den Zelloberflächenrezeptoren kommenden Signale wer-

27



1 Einleitung

den in die Zelle weitergeleitet. Insgesamt sind die intrazellulären Signalwege noch relativ

ungeklärt und scheinen in Abhängigkeit vom Zelltyp zu variieren.

Der sogenannte „high affinity“ Rezeptor des FGFs selbst unterteilt sich in eine ex-

trazelluläre Region, eine primäre Transmembranhelix und eine intrazelluläre Domäne

mit Tyrosinkinase-Aktivität. Der extrazelluläre Anteil besitzt zusätzlich drei immunglobu-

lin-ähnliche Domänen (D1-D3) und eine Heparinbindungssequenz [106]. Bisher sind

vier verschiedene FGF-Rezeptoren detektiert worden: FGFR-1 bis FGFR-4. Durch post-

transkriptionale Modifikation der mRNA können FGFR-1 bis -3 in weitere Isoformen un-

terteilt werden, die jeweils mit „b“ und „c“ bezeichnet werden [106]. FGF-1 weist als

einziger Ligand eine Affinität zu allen Rezeptor-Isoformen auf.

In vitro sind an humanen RPE-Zellen vier verschiedene Subtypen von bFGF-Rezep-

toren mit unterschiedlichen Molekulargewichten identifiziert [73]. In RPE-Zellen wird die

Signaltransduktion des FGFR-1 und -2 durch unterschiedliche Wege vermittelt. Die Sti-

mulation des FGFR-1 resultiert in einer veränderten Genexpression, die durch die Ex-

pressionsstimulation eines sogenannten c-fos-Gens initiiert wird. Diese fungiert als Ak-

tivator des MAP-Kinase-Wegs. FGFR-2 agiert direkt über eine Stimulierung tyrosinki-

naseregulierter L-Typ-Ca2+-Kanäle [116].

Eine wichtige Eigenschaft des Wirkmechanismus von FGF und dessen Verstärkung

besteht in der Interaktion und hohen Affinität zu Heparan-Sulfat-Proteoglykanen

(HSPGs). Diese „low affinity“-Rezeptoren befinden sich sowohl an der Zelloberfläche

als auch in der Extrazellulärmatrix. Der Wachstumsfaktor FGF wurde deshalb früher als

heparinbindender Wachstumsfaktor („Heparin Binding Growth Factor“) bezeichnet.

Vor Bindung von FGF an seinen Rezeptor ist die Bindung an HSPGs der Zelloberflä-

che oder an freies Heparin obligatorisch [147]. Yayon et al. vermuteten, dass die „low

affinity“-Rezeptoren akzessorische Moleküle sind, die für die Bildung des FGF-FGFR-

Komplexes notwendig sind [147]. Die Funktion dieser Moleküle besteht in einer FGF-

Stabilisierung gegen thermische Denaturierung, Proteolyse sowie Affinitäts- und Halb-

wertzeitssteigerung des FGF-FGFR-Komplexes [106]. Die FGF-Rezeptoranzahl ist ab-

hängig von der Menge des intrazellulär bzw. extrazellulär vorhandenen FGFs im Sinne

eines negativen Feedbacks [98].
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1.8.4 Funktionsvielfalt und Vorkommen von FGF

FGF agiert als multifunktionales Signalprotein. Er ist an der Migrations-, Proliferations-,

Differenzierungs- und Regulationsinduktion des Zellwachstums mesodermaler und neu-

roektodermaler Herkunft in vitro und in vivo beteiligt [106]. Auf vaskuläre Endothelzel-

len, aber auch glatte Muskelzellen, Fibroblasten, Epithelzellen, insbesondere Korneal-

und Linsenepithelzellen, sowie cerebrale Gliazellen werden mitogene Zelleffekte ausge-

übt [37]. Zusätzlich ist er in die embryonale Entwicklung involviert, die vorrangig durch

die Subtypen FGF-3, -5, -8, -15, -17, und -19 realisiert werden [106]. Eine reguläre phy-

siologische Zell- und Gewebedifferenzierung ist ohne FGF-Interaktion nicht möglich. Im

adulten Organismus steuert FGF gewebsreparative Prozesse, Wundheilungsvorgänge,

sowie die Neubildung von Gefäßen [106]. Wahrscheinlich wirkt FGF nicht als zirkulieren-

des Hormon im Serum, sondern agiert eher als autokriner und parakriner Faktor [14].

Hinsichtlich des basischen FGFs lassen sich detailliertere Angaben machen. Seine Ak-

tivität ist nicht speziesspezifisch, da er für eine Vielzahl von Zellen humanen, murinen

und bovinen Ursprungs mitogen wirkt [37]. Primäre RPE-Zellkulturen besitzen die Fä-

higkeit, bFGF und seine Rezeptoren in vitro zu exprimieren [130]. Die Gentranskription

wird dabei maßgeblich von der Zelldichte beeinflusst [22]. Der Wachstumsfaktor selbst

wird in fast allen Gewebetypen nachgewiesen.

1.8.5 Klinische Bedeutung von FGF

In adulten Geweben und Organen besitzt FGF, insbesondere aFGF und bFGF, eine aus-

geprägte Aktivität hinsichtlich der Angiogeneseinduktion. Eine physiologische Angioge-

nese kann im Sinne eines Reparaturprozesses verstanden werden, der durchblutungs-

fördernd und wundheilend wirkt. Gerät dieses aus Angiogenese-Agonisten und -Anta-

gonisten bestehende System in Dysbalance, erfolgt eine vermehrte FGF-Expression mit

entsprechender Upregulation der FGF-Rezeptoren im Gewebe. Getriggert durch das

Auftreten einer Hypoxie und Ischämie resultiert eine insuffiziente Gefäßneubildung, die

wiederum Grundlage für ischämische Gewebszustände, neoplastisches Wachstum und

okuläre proliferative Neovaskularisationssyndrome darstellt [106]. Humane RPE-Zellen
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weisen eine größere Proliferationsrate nach exogen zugeführtem bFGF auf, wenn sie

hypoxischen Zuständen ausgesetzt werden. Diese erhöhte Empfindlichkeit wird durch

eine Upregulation der Rezeptordichte an der Oberfläche erklärt [73]. Neben einer Hy-

poxie ermöglichen auch retinale Schäden, die das RPE oder die Photorezeptorschicht

betreffen, eine erhöhte bFGF- und FGFR-1-Genexpression [146].

Klinisch kann zum einen durch eine anti-FGF-Strategie antiangiogenetisch agiert wer-

den, um die Tumorangiogenese und Neovaskularisationen zu inhibieren. Eine Angio-

genese-Induktion hingegen wird bei arteriellen Durchblutungsstörungen als therapeuti-

sche Option genutzt [74, 138, 37].

1.8.6 bFGF im okulären System

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde basisches FGF verwendet, so dass im Fol-

genden nur zu diesem Subtyp Stellung genommen wird. Im Auge lässt sich bFGF in

vielen Kompartimenten nachweisen. Im vorderen Augenabschnitt betrifft dies die Desce-

metsche Membran der Hornhaut, die somit als physiologischer Speicher für bFGF dient,

korneale Endothelzellen sowie den Kammerwasserbereich [112]. Anscheinend besitzen

humane korneale Endothelzellen die Fähigkeit, exprimiertes bFGF in der Basalmem-

bran einzulagern und zu speichern. Von dort entfaltet es seine Zellwirkung auf para-

krinem Weg [112]. Ebenso deuten Experimente darauf hin, dass bFGF von Strukturen

stammt, die an die Vorderkammer grenzen, wie z. B. dem Linsenepithel oder Irismela-

nozyten [111]. Weiterhin konnte an allen drei Zelltypen der humanen Hornhaut (Epithel-

zellen, stromale Fibroblasten, Endothelzellen) der Nachweis einer mRNA-Expression für

die Kodierung von bFGF-Rezeptoren erbracht werden [112, 141]. BFGF wirkt stimulie-

rend auf die Proliferation kornaler Epithelzellen in vivo, stromaler Fibroblasten und kor-

nelaer Endothelzellen in vitro [112, 62]. Ferner initiiert bFGF die Synthese von Kollagen

in bovinen kornealen Endothelzellen in vitro, welches als wichtiger Bestandteil der Extra-

zellulärmatrix abgelagert wird. Diese sorgt für eine unterstützende Funktion in Adhäsion

und Proliferation von Endothelzellen.

Im hinteren Kompartiment des Auges übernehmen das RPE und chorioidale Zellen

die Sekretion von aFGF und bFGF [120]. Baird et al. identifizierten bFGF erstmalig 1985
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in bovinem Retinagewebe [15]. Im retinalen Gewebe ist auch im Bereich der Ganglien-

zellschicht und inneren Körnerschicht eine Genexpression von bFGF und FGFR-1 de-

tektiert worden [146]. Tierexperimentell konnte eine hohe Bindungsaffinität zu retinalen

Membranen aufgezeigt werden [37].

Unter physiologischen Bedingungen unterhält bFGF die strukturelle Integrität und Sta-

bilität der Photorezeptoren. In vitro fördert er die Proliferation von RPE-Zellen, aber auch

den Erhalt ihres Differenzierungszustands [21, 80]. Ferner agiert er als autokriner Faktor

und spezifischer Regulator der RPE-Zellproliferation [120]. Es konnte gezeigt werden,

dass vor allem bFGF, aber auch viele andere Wachstumsfaktoren wie VEGF, PDGF und

EGF (siehe Kapitel 1.6) die RPE-Zellproliferation in vitro stimulieren, ohne gleichzeitig

einen Verlust der epithelialen Morphologie herbeizuführen [21, 58, 80].

In Hinblick auf pathologische Prozesse dokumentierten Fredj-Reygrobellet et al. be-

reits 1991 anhand immunhistochemischer Untersuchungen, dass bFGF in PVR-Mem-

branen und bei der proliferativen diabetischen Retinopathie (PDR) nachzuweisen ist [43].

Auch in CNV-Membranen wurden bFGF und FGFR-1 und -2 von RPE-Zellen expri-

miert [12]. Sivalingam et al. verwiesen auf höhere bFGF-Level im Glaskörper bei Pa-

tienten mit einer aktiven PDR [125]. BFGF selbst übernimmt eine entscheidene Rolle

in der Induktion von Neovaskularisationen, da im Rahmen laserinduzierter sowie AMD-

assoziierter CNVs eine Überexpression von bFGF belegt ist [12, 116, 146, 41, 42]. Ne-

ben bFGF sind auch VEGF und seine Rezeptoren in o. g. Lokalisationen präsent. Dies

verdeutlicht, dass mehr als ein Wachstumsfaktor im pathophysiologischen Verständnis

dieser Erkrankungen berücksichtigt werden muss [42].
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In vivo stellt das RPE als Monolayer zwischen neurosensorischer Netzhaut und Cho-

riokapillaris ein mitotisch inaktives Zellgewebe dar. Pathologische Bedingungen können

einen Zusammenbruch der vom RPE gebildeten Blut-Retina-

Schranke bewirken und einen Übertritt von Serumkomponenten, mit den verschiedens-

ten Wachstumsfaktoren und Zytokinen, in den vitreoretinalen Raum ermöglichen [72].

Daraus resultiert eine RPE-Zellaktivierung, die wiederum eine Zellproliferation auslöst.

Diese unphysiologisch gesteigerte Permeabilität der Blut-Retina-Schranke wird nach

okulären Traumen, nach Kryotherapien oder Laserkoagulationen sowie einer modifizier-

ten Gefäßintegrität bei diabetischer Retinopathie beschrieben [72]. Hiscott et al. berich-

teten über eine Beteiligung von RPE-Zellen an der Membranbildung im Rahmen einer

PDR [63]. In allen Prozessen ist eine Proliferation und Migration von RPE-Zellen invol-

viert [85]. Weiterhin ist bekannt, dass sich Zellen epiretinaler Membranen bei einer PVR

vom RPE oder retinalen Gliazellen herleiten [25]. Es existieren hinreichend Belege dafür,

dass Wachstumsfaktoren wie VEGF und bFGF die Migration und Proliferation retinaler

Pigmentzellen in vitro initiieren und modulieren, aber auch in die Entwicklung zellulärer

Traktionsmembranen bei der PVR impliziert sind [72, 37].

Die funktionelle Einheit zwischen Photorezeptoren, RPE und Choriokapillaris und da-

mit Sicherung des physiologischen Sehprozesses wird durch die sekretorische RPE-

Aktivität gewährleistet [132]. Dies beinhaltet die kontrollierte Sekretion von angioge-

nen Wachstumsfaktoren wie VEGF und FGF, aber auch vieler anderer antiangioge-

ner Faktoren. Eine unbalancierte Freigabe von angiogenen Substanzen resultiert in ei-

ner Induktion von Angiogenese, neoplastischen Prozessen sowie Stimulierung okulärer

Neovaskularisationssyndrome [19, 102, 2]. Klinisch kann sie sich als AMD manifestie-

ren und stellt die häufigste Ursache einer Erblindung in den westlichen Industrienatio-

nen dar. Tierexperimentell konnte die Induktion von CNVs nach intraokulärer Applikati-
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on von VEGF an Primaten gezeigt werden [126]. Mit Hilfe immunhistochemischer und

-zytochemischer Untersuchungen an CNVs von AMD-Patienten sowie an experimentel-

len CNV-Tiermodellen gelang der gemeinsame Nachweis von VEGF und bFGF, deren

vermehrte Expression im RPE und eine entsprechende Upregulation [41, 76, 12, 42].

Im Hinblick auf die oben erwähnten Aspekte ergab sich für die vorliegende experimen-

telle Arbeit folgende Aufgabenstellung:

1. Beurteilung des mitogenen Effekts von VEGF und bFGF auf kultivierte humane

RPE-Zellen durch quantitative Bestimmung der Zellproliferation unter standard-

isierten Kulturbedingungen nach 72 und 144 Stunden

2. Beurteilung eines möglichen synergistischen mitogenen Effekts von VEGF und

bFGF auf kultivierte humane RPE-Zellen durch quantitative Bestimmung der

Zellproliferation unter standardisierten Kulturbedingungen nach 72 und 144

Stunden

3. Beurteilung des inhibitorischen Effekts von selektiven VEGF- (SU5416) und FGF-

Rezeptorblockern (SU5402) auf das Wachstum kultivierter humaner RPE-Zellen

durch quantitative Bestimmung der Zellproliferation unter standardisierten Kultur-

bedingungen nach 72 und 144 Stunden

4. Beurteilung eines möglichen synergistischen inhibitorischen Effekts von selektiven

VEGF- (SU5416) und FGF-Rezeptorblockern (SU5402) auf das Wachstum kulti-

vierter humaner RPE-Zellen durch quantitative Bestimmung der Zellproliferation

unter standardisierten Kulturbedingungen nach 72 und 144 Stunden

Gegenstand der Arbeit war die Untersuchung der Wachstumsregulation humaner RPE-

Zellen unter dem Einfluss von speziellen Wachstumsfaktoren (VEGF, bFGF) und deren

mitogener Aktivitätsvergleich. Hierbei wurde der potentielle Effekt der selektiven VEGF-

und FGF-Rezeptorblocker SU5416 und SU5402 auf die Zellproliferation beleuchtet und

deren Inhibitionskraft auf VEGF- und bFGF-assoziierte Interaktionen differenziert. Größ-

tes Interesse galt dabei einem möglichen wechselseitigen Trigger- und Regulationseffekt

beider Wachstumsfaktoren. Zusammenfassend sollte die Frage geklärt werden, inwie-

weit Effektormoleküle existieren und agieren, um die Proliferationsprozesse humaner

RPE-Zellen in vitro zu regulieren.
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3.1 Aufbau der Studie

3.1.1 Allgemeines

Die vorliegende experimentelle Studie beinhaltete eine Untersuchung an 32 humanen

Spenderbulbi der Hornhautbank Berlin (Augenklinik am Campus Virchow der Charité -

Universitätsmedizin Berlin). Die Entnahme des Spendermaterials erfolgte bei Vorliegen

des schriftlichen Einverständnisses der Verstorbenen oder Angehörigen und gemäß den

gesetzlichen Richtlinien zur Organspende. Die untersuchten Humanbulbi umfassten ein

Spendenalter von 15 bis 77 Jahren (57 ± 16,4 Jahren). Die post mortem Zeiten bis zur

Präparation lagen zwischen 6 und 24,2 Stunden (18,9 ± 4,9 Stunden).

Ein-/Ausschlusskriterien für die Verwendung der Spenderbulbi wurden bereits durch

die geltenden Bestimmungen zur Organspende festgelegt. Dabei spielte die Todesur-

sache der Spender keine Rolle, sofern intraokuläre Erkrankungen, Entzündungen oder

Traumata ausgeschlossen werden konnten. Um genetische Unterschiede zu minimie-

ren, wurde nur Spendermaterial der kaukasischen Bevölkerung verwendet. Alle im Fol-

genden genannten Arbeitsschritte hinsichtlich Präparation, Zellmaterialgewinnung, Kul-

tivierung und experimenteller Versuchsansätze wurden zum Erlernen und Intensivieren

der Arbeitstechniken zuerst an bovinen Bulbi durchgeführt und später unter optimierten

Bedingungen auf humanes Zellmaterial übertragen. Ein fachgerechter und effizienter

Umgang mit dem humanen Spendermaterial wurde somit gewährleistet.
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3.1.2 Versuchsanordnung

Anhand von in vitro Versuchen sollte die quantitative, zeitabhängige, proliferationsmodu-

lierende Wirkung (nach 72 und 144 Stunden) von VEGF, bFGF sowie VEGF und bFGF

in Kombination auf humane RPE-Zellen beleuchtet werden.

Dabei spielte im Rahmen mitogener Effekte auch ihr synergistisches Verhalten ei-

ne Rolle. Nachdem die Zellproliferation durch die Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF

zeitabhängig quantifiziert wurde, war die Wirkungsmodulation unter Zugabe selektiver

Rezeptorblocker (VEGF- und FGF-Rezeptorblocker SU5416 und SU5402) Gegenstand

der Untersuchung. Es erfolgte die Bestimmung der quantitativen Zellproliferation unter

dem Einfluss von SU5416, SU5402 sowie deren Kombination.

Insgesamt entstanden dadurch vier Versuchsreihen mit je einer Kontrolle. Dabei war

eine Konzentrationsstabilität der ausgesäten Zellen und supplementierten Substanzen

gewährleistet.

3.2 Das RPE in vitro

Die Kultivierung okulärer Zellen ist allein aufgrund der Größe des Auges eine anspruchs-

volle Aufgabe. Zudem ist die initial isolierbare Zellmenge nur gering. Im Regelfall ist nur

eine post mortem Zellgewinnung möglich, wodurch die Vitalität beeinträchtigt und die

Zellzahl weiter gesenkt wird. RPE-Zellen gelten zudem als in vivo terminal differenziert

und post mitotisch, so dass eine Proliferation in vitro einen atypischen Zustand darstellt.

Dabei besteht die Möglichkeit, dass die Zellen entdifferenzieren oder transdifferenzieren

und somit ihre ursprünglichen Merkmale und Eigenschaften verlieren. So entsprechen

RPE-Zellen in höheren Passagen und mit zunehmendem Alter einem fibroblastoiden

bis hin zu einem myoiden Phänotyp [136]. In vivo werden solche metaplastischen RPE-

Veränderungen auch bei diversen Krankheitsbildern beobachtet, wie bei der PVR. Un-

ter optimierten und ausgearbeiteten Zellkulturbedingungen kann dies jedoch verhindert

werden. Erste Versuche zur Kultivierung von RPE-Zellen wurden bereits in den sechzi-

ger Jahren durchgeführt. Albert et al. beschrieben 1972 detailliert das Wachstumsver-

halten von Chorioidea-Explantaten in Kultur [8]. 1991 entwickelte Pfeffer ein spezielles
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Kulturmedium für RPE-Zellen, welches in zwei Varianten, entweder zur Förderung der

Proliferation oder zur Förderung der Zelldifferenzierung, eingesetzt werden konnte [110].

Die in der Literatur beschriebenen Verfahren verdeutlichen, dass bereits die Wahl des

Kulturgrundmediums (Basalmedium) und des Serums sowie deren Konzentration einen

entscheidenen Einfluss auf die Vitalität, Morphologie und das Wachstum der RPE-Zellen

ausüben. Eine 1:1 Mediummischung aus Ham’S F12 und Medium 199 bewies sich als

optimales Medium für adhärent wachsende okuläre Zellen [36]. Weitere hinzugefüg-

te Substanzen, die eine Proliferation und/oder Funktion der RPE-Zellen beeinflusssen

können, sind zum Beispiel Bicarbonat, Vitamin A, Pyruvat sowie Hormone wie Insulin,

Hydrocortison und Transferrin [36, 78]. Bis heute existiert jedoch keine einheitliche oder

standardisierte Methode zur RPE-Zellkultivierung.

3.3 Etablierung der Zellkultur

Die humanen Spenderbulbi wurden innerhalb von 6 Stunden post mortem enukleiert

und gelangten spätestens nach 24,2 Stunden in das Labor der Augenklinik am Campus

Virchow der Charité - Universitätsmedizin Berlin. Dort wurden sie unter fließendem Was-

ser und anschließend für fünf Minuten in Polyvidon-Jodlösung dekontaminiert. Anschlie-

ßend erfolgte die Spülung für weitere fünf Minuten in Natriumthiosulfat-Pufferlösung zur

Titration des Jods. Zuletzt wurden die Bulbi für fünf Minuten in PBS-Pufferlösung („Phos-

phate Buffered Saline Solution“, phosphatgepufferte Kochsalzlösung, Merck,

Darmstadt, Deutschland) gewaschen.

Es folgte die Präparation des vorderen Augenabschnittes. Mit Hilfe eines Skalpells

wurde die Sklera entlang des Korneaskleralringes in 2-3 mm Limbusabstand zirkulär

durchtrennt. Die Korneaskleralscheibe ließ sich nun wie ein Uhrglas abheben und wur-

de isoliert in PBS-Pufferlösung gelagert. Unter Fixierung des Bulbus mit einer Pinzette

und leichtem Druck auf den Bulbuskörper konnten die Iris, der Ziliarkörper, die Linse

und auch Anteile des hinteren Augenabschnittes wie Glaskörper und neurosensorische

Retina vorsichtig disseziert werden. Die Entfernung erfolgte mittels einer Pinzette un-

ter leichtem Zug an den jeweiligen Bulbusstrukturen. Nun wurde der Bulbusbecher mit
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Schere und Pinzette in vier Einzelteile zerschnitten. Die sorgfältige mechanische Ablö-

sung der restlichen Retinaanteile von der Sklera schloss sich an. Um die Zellbeteiligung

anliegender Strukturen wie der Lamina vitrea und Chorioidea gering zu halten, wur-

de das gewonnene Retinahäutchen zweimal sorgfältig in PBS-Pufferlösung gewaschen.

Anschliessend erfolgte die Zerteilung in kleinere Kompartimente und gleichmässige Um-

setzung in 6-Loch-Kulturschalen (Falcon, Becton & Dickinson Comp., New Jersey, USA).

Das Zellgewebe wurde dann in 4 ml eines Kollagenasegemisches (Typ IA und IV, 1:1, 0,5

mg/ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) für 16 Stunden unter 5 % C02 bei 37 °C

inkubiert. Da in der extrazellulären Matrix von RPE-Zellen Kollagene, insbesondere Typ

I und IV, zu finden sind, wurde eine Mischung der entsprechenden Enzyme gewählt,

um eine schonende Art der Zellisolierung anzuwenden. Ein Stoppen der enzymatischen

Reaktion wurde durch die Zugabe von jeweils 3 ml des 1:1 Basalmediumgemisches,

bestehend aus Medium 199 (Earle, ohne L-Glutamine, Biochrom AG, Deutschland) und

Medium Ham’s F 12 (ohne L-Glutamine, Biochrom AG, Deutschland) und 10 % fetales

Kälberserum (FCS, „Fetal Calf Serum“, Gibco BRL, Paisley, Schottland) erzielt. Zuvor

wurden die Kulturschalen schonend geschwenkt, um ein Ablösen der RPE-Zellen von

der Bruchschen Membran zu begünstigen. Die Entfernung der verbliebenen Retinahäut-

chen und die Zentrifugation (10 Minuten bei 1000 U/min und 15 °C) der gewonnenen

Zellsuspension folgten. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 4 ml komplettier-

tem Kulturmedium und 10 % FCS resuspendiert und gleichmäßig wiederholt auf eine

6-Loch-Zellkulturplatte verteilt. Pro Well wurden die Zellen mit 2 ml Kulturmedium ver-

sorgt, das sich wie folgt zusammensetzte:

• 50 ml Medium 199 (Earle, ohne L-Glutamine, Biochrom AG, Deutschland)

• 50 ml Medium Ham’s F 12 (ohne L-Glutamine, Biochrom AG, Deutschland)

• 0,1 ml Gentamicin (50 µg/ml, Gibco BRL, Paisley, Schottland)

• 0,0125 ml Amphotericin B (2,5 µg/ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

• 1 ml Sodiumpyruvat (1 mM, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

• 0,01 ml Insulin (1 µg/ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

• 0,5 ml Hepes mit pH=7,2 (1 M, Serva, Feinbiochemica, Heidelberg)
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• 10 ml / 5 ml / 2 ml / 0,1 ml FCS (10 % / 5 % / 2 % / 0,1 %, fetales Kälberserum,

„Fetal Calf Serum“, Gibco BRL, Paisley, Schottland)

Nach der Herstellung wurde das komplettierte Kulturmedium steril filtriert und bei 4 °C

gelagert. Lichtmikroskopisch konnten Zellverbände und freischwimmende RPE-Zellen

detektiert werden. Ein Mediumwechsel wurde erstmalig nach vier Tagen und im Folgen-

den alle zwei Tage durchgeführt. Um einen routinemäßigen Überblick über den jeweili-

gen Vitalitätszustand und die Morphologie der Zellen zu erhalten, wurde vor und nach

jedem Mediumwechsel eine Begutachtung mittels Phasenkontrastmikroskop durchge-

führt. Der supplementierte Serumanteil reduzierte sich langsam von 10 % über 5 % auf

2 % FCS. Die schrittweise Herabsetzung des Serumanteils ermöglichte den Zellen, ih-

ren Stoffwechsel zu reduzieren. Um ein Überleben der RPE-Zellen zu gewährleisten,

wurden alle Versuchsansätze mit 0,1 % FCS versetzt. Bei der Lagerung unter 5 % CO2

und 37 °C wuchsen die Zellen bis zur Konfluenz heran.

Im Rahmen der bovinen Zellkultivierung inkubierten die gewonnenen RPE-Zellen an-

fangs in einem differenzierten Kulturmedium. Es bestand aus folgenden Supplementen:

• 100 ml DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium, GIBCO BRL, Paisley,

Schottland)

• 0,1 ml Gentamicin (50 µg/ml, Gibco BRL, Paisley, Schottland)

• 1 ml L-Glutamin (200 mM, Biochrom AG, Deutschland)

• 1 ml Penicillin/Streptomycin (10000 µg/ml Biochrom AG, Deutschland)

• 2,5 ml Hepes mit pH=7,2 (1 M, Serva, Feinbiochemica, Heidelberg)

• 10 ml / 5 ml / 2 ml / 0,1 ml FCS (10 % / 5 % / 2 % / 0,1 %, fetales Kälberserum,

„Fetal Calf Serum“, Gibco BRL, Paisley, Schottland)

Nach wiederholten bovinen Zelkulturansätzen wurde lichtmikroskopisch deutlich, dass

das erstgenannte Kulturmedium einen deutlich positiveren Effekt auf das kulturelle Zell-

wachstum ausübte und eine schnellere Zellkonfluenz sowie Proliferationsförderung her-

vorbrachte. Aufgrund der Überlegenheit erfolgte dessen Einsatz bei allen Arbeitsschrit-

ten an humanem Zellgewebe.
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3.4 Enzymatische Isolierung der RPE-Zellen

Nach spätestens 14 Tagen konnte die Subkultivierung durch Passagierung der Primär-

kultur durchgeführt werden. Dazu wurde das Kulturmedium abpippetiert und jedes Loch

der Kulturschale mit 2 ml PBS-Pufferlösung sowie 1 ml PBS/EDTA-Pufferlösung gewa-

schen. Um ein enzymatisches Aufbrechen der Zellgrenzen und Ablösen der RPE-Zellen

vom Boden zu ermöglichen, inkubierten die Zellen für 5 Minuten bei 37 °C in 100 µl

Trypsin auf 1 ml PBS-EDTA je Loch (Trypsin-EDTA (0,05 %/0,02 %), Seromed, Bio-

chrom AG, Berlin, Deutschland). Nach vorsichtigem Beklopfen der Lochschale wurden

die abgelösten Zellen in einem 15 ml Falcon-Röhrchen aufgenommen und zum Stop-

pen der Trypsinaktivität mit der 10-fachen Menge (bezogen auf die Trypsinmenge) an

Medium 199 und Medium Ham’s F 12 (komplettiert) und 10 % FCS versetzt. Zum Tren-

nen des Überstandes wurde für 10 Minuten bei 1000 U/min, 15 °C zentrifugiert, der

Überstand verworfen und das Pellet in 500 µl Medium 199 und Medium Ham’s F 12

sowie in 5 % FCS resuspendiert. Dieses stand dann für die Zellzählung zur Verfügung.

3.5 Quantitative Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Hämocytometer (Neubauer-Zählkammer).

Dessen Anwendung wird im Folgenden beschrieben.

Nach Reinigen der Zählkammer sowie des dazugehörigen Deckglases mit 70 %igem

Ethanol folgte ein leichtes Anfeuchten und Auflegen des Deckglases. Der Auffüllung der

Zählkammer durch die Zellsuspension schloss sich die Zellauszählung unter dem Mikro-

skop (10-fach Objektiv, Carl Zeiss Jena) mit Phasenkontrasteinrichtung an. Die Füllung

der Kammer vollzog sich durch Ansetzen der Pipette an der Zählkammerkante. Ent-

stehende Kapillarkräfte beförderten dabei die Zellsuspension in den Zwischenraum von

Deckglas und Kammer.

Die Neubauerkammer selbst besteht aus neun Quadern. Die im Mikroskop sichtbare

Fläche entspricht einem Quadrat mit einer Fläche von 1 mm2. Bei einer Tiefe von 0,1 mm

resultiert ein Volumen von 0,1 µl. Ein Quadrat wurde bei einer 100-fachen Vergrößerung

vom Betrachter gut erfasst. Zur Erleichterung des Auszählens dienten horizontale und
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vertikale Hilfslinien. Es war zu berücksichtigen, dass auf den Linien befindliche Zellen

nicht doppelt gezählt wurden. Die Berechnung der Zellzahl beinhaltete die Auszählung

von mindestens vier Quadraten, die Errechnung des Mittelwertes und das Multiplizieren

mit 104, so dass sich die Zellkonzentration pro ml ergab. Die Gesamtzellzahl konnte dann

aus dem Produkt des Volumens der Zellsuspension und der Zellzahl pro ml ermittelt

werden. Auf mögliche Fehlerquellen durch unkorrekte oder mangelhafte Durchmischung

der Zellsuspension, auf einen adäquaten Zellsuspensionsverdünnungsfaktor sowie auf

eine Über- oder Unterfüllung der Zählkammer musste geachtet werden.

3.6 Detaillierter Versuchsaufbau

3.6.1 Allgemeines

Für alle Versuchsansätze standen konfluente, humane RPE-Zellen der ersten Passage

mit erniedrigtem Serumanteil (0,1 % FCS) als Versuchsmaterial zur Verfügung. Höhe-

re Passagen wurden nicht verwendet, um die Gefahr einer möglichen Entdifferenzie-

rung oder Transdifferenzierung der RPE-Zellen durch die Zellkultivierung gering zu hal-

ten. Unter Berücksichtigung der jeweiligen Zellkonzentrationen konnten pro Loch einer

12-Loch-Zellkulturplatte (Falcon, Becton & Dickinson Comp., New Jersey, USA) 1x104

RPE-Zellen ausgesät werden. Für jede Zelllinie wurden mindestens zwei, bei ausrei-

chend zur Verfügung stehendem Material maximal sechs, Löcher für die Kontrollen und

pro Testsubstanz befüllt. Diese wiederum wurden mit je 1 ml Kulturmedium und 2 %

FCS versetzt. Die Kultivierung der ersten Passage erfolgte für 24 Stunden unter 5 %

CO2 und 37 °C, wonach ein stabiler Zellverband mit Bodenbewachs ung der Kulturscha-

le gesichert war. Der Experimentansatz wurde zu diesem Zeitpunkt begonnen.

Zum Nachweis der Zellproliferationsentwicklung durch exogene Stimulation wurden

die Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF und deren Kombination in standardisierten

Konzentrationen für definierte Zeiten auf den Zellen belassen. Entsprechend ist für den

Nachweis selektiver Wachstumsinhibitoren (SU5416, SU5402) verfahren worden. Die

Proliferation wurde durch die Zellzählung mittels Hämocytometer beurteilt (siehe Kapi-

tel 3.5). Der Versuchsabbruch erfolgte nach 72 Stunden und 144 Stunden Inkubation mit
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nachfolgender Fotodokumentation (100-fache Vergrößerung) und Zellzählung. Vor der

quantitativen Zellzahlbestimmung wurden die Zellen enzymatisch isoliert. Das in Kapi-

tel 3.4 dokumentierte Trypsin-EDTA-Verfahren kam auch hier zum Aufbrechen der Zell-

grenzen zur Anwendung. Nach Zentrifugation stand ein resuspendiertes Pellet für die

Zellzählung zur Verfügung. Während der Inkubationszeit von 72 Stunden unterblieb ein

Wechsel des Kulturmediums. Für den Zellansatz mit 144 Stunden Versuchsdauer wur-

de dieser jedoch nach drei Tagen mit 0,1 % FCS durchgeführt und die Applikation der

Wachstumsfaktoren sowie deren Inhibitoren wiederholt.

Die Konzentrationen und Inkubationszeiten der verwendeten Substanzen kongruier-

ten mit bereits veröffentlichen Daten, die unter ähnlichen Bedingungen erhoben wur-

den [61, 72, 136, 37]. Toxische Effekte auf humane RPE-Zellen sollten somit verhindert

werden. Zur Unterscheidung vitaler von avitalen Zellen wurde nach Versuchsabbruch

und vor Zellauszählung der Trypanblau-Test (0,1 %, Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

eingesetzt. Zur Färbung wurden 100 µl Trypanblau auf 500 µl Zellsuspension pipettiert

und nach einer Minute Einwirkzeit unter der Zählkammer begutachtet. Da Trypanblau

durch defekte Zellmembranen in das Zytosol avitaler Zellen dringt, erschienen diese

tiefblau. Vitale Zellen stellten sich ungefärbt dar. Bei der Zellzählung wurden somit nur

vitale Zellen berücksichtigt.

In den folgenden Kapiteln werden die Anwendungsbesonderheiten der verwendeten

Substanzen verifiziert.

3.6.2 Modulation der Zellproliferation durch VEGF

Anhand von in vitro Versuchen sollte die zeitabhängige Wirkung von VEGF bei Kon-

zentrationsstabilität humaner RPE-Zellen auf die Zellproliferation beleuchtet werden. 24

Stunden nach Aussaat der ersten Zellpassage erfolgte ein Mediumwechsel. Das Kultur-

medium, supplemiert mit 2 % FCS, wurde abpipettiert, jedes Loch der Zellkulturschale

vorsichtig zweimal mit 2 ml PBS-Pufferlösung gewaschen und mit komplettiertem Kultur-

medium und 0,1 % FCS versetzt. Auf ein serumfreies Kulturmedium wurde verzichtet, um

ein Basalüberleben der Zellen zu gewährleisten. Weiterhin wurde ein insulinfreies Me-

dium gewählt. Eine insulinabhängige proliferations- und funktionsmodulierende Wirkung
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auf RPE-Zellen sollte somit ausgeschlossen werden. Die Auffüllung der Wells wurde er-

neut mit jeweils 1 ml durchgeführt. Nach erfolgtem Mediumwechsel konnte nun jeweils

1 µl rekombinantes humanes VEGF121 pro Well (5 ng/ml, Molekulargewicht 28 kDa,

R & D Systems, Minneapolis, U.S.A.) appliziert werden. Zuvor erfolgte die Herstellung

der o. g. Konzentration durch Lösung in 1 ml PBS-Pufferlösung und 0,1 % FCS. Die

folgenden Arbeitsschritte sind der Abbildung 3.1 zu entnehmen.

3.6.3 Modulation der Zellproliferation durch bFGF

Neben der Wirkungsmodulation durch VEGF sollte in vitro die zeitabhängige Wirkung

von bFGF bei Konzentrationsstabilität humaner RPE-Zellen auf die Zellproliferation un-

tersucht werden. Grundsätzlich korrespondierten die Arbeitsschritte mit denen beim

VEGF-Versuchsaufbau (siehe Kapitel 3.6.2). Ein Mediumwechsel vollzog sich 24 Stun-

den nach Aussaat der ersten Zellpassage. Der zweimaligen Spülung mit PBS-Puffer-

lösung schloss sich die Wellfüllung mit komplettiertem Kulturmedium und 0,1 % FCS

an. Auch hier kam ein insulinfreies Medium zum Einsatz. Jedem Well der Zellkultur-

platte wurde anschließend 1 µl bFGF (1 ng/ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land) appliziert. Zuvor musste die entsprechende Konzentration durch Lösung in 1 ml

PBS-Pufferlösung und 0,1 % FCS gebrauchsfertig hergestellt werden. Der weitere Ver-

suchsablauf ist in der schematischen Darstellung in Abbildung 3.1 skizziert.

3.6.4 Modulation der Zellproliferation durch Kombination von VEGF und bFGF

Die vorliegende Arbeit beinhaltete die zeitabhängige Beurteilung der RPE-Zellproliferati-

on unter Einfluss der spezifischen Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF. Dabei spielte im

Rahmen mitogener Effekte auch ihr synergistisches Verhalten eine Rolle. Diesbezüglich

sollte eine Aussage über die quantitative Zellproliferation durch Einsatz einer Kombinati-

on beider Faktoren getroffen werden. Nach Zellaussaat und Kultivierung für 24 Stunden

erfolgte ein Austausch von 2 % FCS durch insulinfreies und 0,1 % FCS-haltiges Medium,

wie bereits in den Kapiteln 3.6.2 und 3.6.3 beschrieben. Im kombinierten Einsatz beider

Faktoren wurden die bereits erwähnten Konzentrationen der Sustanzen unverändert an-

gewendet. Nach Addition von 5 ng/ml VEGF121 pro Well wurde 1 ng/ml bFGF zusätzlich
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appliziert, allerdings mit einer zeitlichen Verzögerung von zwei Stunden. Die Inkubati-

onszeiten wurden erst nach bFGF-Zugabe gemessen. Das methodische Vorgehen ist in

Abbildung 3.1 dargestellt.

Bei Vorversuchen an bovinen RPE-Zellen wurde bei gleichem Versuchsaufbau eine

Konzentrationserhöhung beider Wachstumsfaktoren initiiert. Nach Applikation der dop-

pelten Konzentration VEGF121 (10 ng/ml), der fünffachen Konzentration bFGF (5 ng/ml)

sowie der zeitverzögerten Kombination von VEGF121 (10 ng/ml) und bFGF (5 ng/ml, Zu-

setzung zwei Stunden später) konnten nach 72 sowie 144 Stunden Inkubation und wie-

derholter Zellzählung mittels Hämocytometer keine erhöhten Proliferationsraten im Ver-

gleich zur Ausgangskonzentration der Wachstumsfaktoren errechnet werden. In Folge

wurden alle Arbeitsschritte auf die Konzentration von 5 ng/ml VEGF121 und 1 ng/ml bFGF

für humanes Zellgewebe festgesetzt.
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F o t o d o k u m e n t a t i o n ,A b b r u c h , Z ä h l u n g

M e d i u m w e c h s e l( 0 , 1 % F C S o h n e I n s u l i n ) M e d i u m w e c h s e l( 0 , 1 % F C S o h n e I n s u l i n )+ V E G F
F o t o d o k u m e n t a t i o n ,A b b r u c h , Z ä h l u n g F o t o d o k u m e n t a t i o n ,A b b r u c h , Z ä h l u n g F o t o d o k u m e n t a t i o n ,A b b r u c h , Z ä h l u n g

M e d i u m w e c h s e l( 0 , 1 % F C S o h n e I n s u l i n )+ b F G F M e d i u m w e c h s e l( 0 , 1 % F C S o h n e I n s u l i n )+ V E G F+ 2 h s p ä t e rb F G F7 2 h / 1 4 4 h 7 2 h / 1 4 4 h7 2 h / 1 4 4 h 7 2 h / 1 4 4 h
1 4 4 h / 1 4 4 h 1 4 4 h / 1 4 4 h 1 4 4 h / 1 4 4 h 1 4 4 h / 1 4 4 h

7 2 h / 7 2 h 7 2 h / 7 2 h 7 2 h / 7 2 h 7 2 h / 7 2 h

Abbildung 3.1: Schema für den Versuchsansatz: Proliferation unter VEGF (5 ng/ml),
bFGF(1 ng/ml) und deren Kombination
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3.7 Modulation der Zellproliferation durch die selektiven

Rezeptorblocker SU5416 und SU5402

3.7.1 Der VEGF-Rezeptor-2-Kinaseinhibitor III (SU5416)

Nach der chemischen Nomenklatur lautet die exakte Bezeichnung für den VEGF-Re-

zeptor-2-Kinaseinhibitor SU5416 3-[(2,4-Dimethylpyrrol-5-yl)methylidene]-indolin-2-one.

Die VEGF- und bFGF-induzierten proliferationsmodulierenden Effekte wurden unter

dem Einfluss von SU5416 zeitabhängig getestet. SU5416 gilt als ein synthetisch herge-

stelltes und zellpermeables Molekül. Es blockiert selektiv durch Kompetition mit ATP die

Tyrosinkinase des VEGF-Rezeptors-2 und PDGF-Rezeptors.

Hierzu musste das Kulturmedium 24 Stunden nach Aussaat abpipettiert, mit PBS-

Pufferlösung zweimalig gespült und mit komplettiertem Kulturmedium ohne Insulin und

0,1 % FCS aufgefüllt werden. Der Testansatz mit 1 ml Kulturmedium wurde anschließend

mit 1 µl SU5416 (247,52 ng/µl, Merck Bioscience, Darmstadt, Deutschland) pro Well

versetzt. Zuvor fand die Lösung von 1 mg der Wirksubstanz SU5416 in 4 ml DMSO (Di-

methylsulfoxide, Merck Bioscience, Darmstadt, Deutschland) statt. Dessen Entfernung

erfolgte nach vier Stunden Inkubation über einen Mediumwechsel und eine Wellfüllung

mit jeweils 1 ml komplettiertem Medium (inklusive 0,1 % FCS ohne Insulinzusatz). Ana-

log zu den bereits beschriebenen Versuchsansätzen schloss sich die Applikation von

jeweils VEGF, bFGF sowie deren Kombination entsprechend angegebener Konzentra-

tionen an. Der Versuchsansatz endete erstmalig nach 72 Stunden mit Fotodokumenta-

tion und Zellzählung. Für die 144 Stunden Inkubationszeit wurden ein Mediumwechsel

nach 72 Stunden und die wiederholte Applikation aller oben beschriebenen Substanzen

durchgeführt. Der Versuch wurde nach 144 Stunden ebenso mit Fotodokumentation und

Zellzählung beendet. Die schematische Darstellung bietet eine detaillierte Auflistung al-

ler durchgeführten Versuchsreihen (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Schema für den Versuchsansatz: Proliferation unter VEGF (5 ng/ml),
bFGF (1 ng/ml) und deren Kombination nach Zusatz von SU5416 (247,52 ng/µl)
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3.7.2 Der FGF-Rezeptor-1-Kinaseinhibitor (SU5402)

Nach der chemischen Nomenklatur lautet die exakte Bezeichnung für den FGF-Rezep-

tor-1-Kinaseinhibitor SU5402 3-[3-(2-Carboxyethyl)-4-methylpyrrol-2-methylidenyl]-2-

indolinone.

SU5402 ist ein synthetisierter und spezifischer Tyrosinkinaseinhibitor des FGF-Rezep-

tors-1. Als Kinaseantagonist konkurriert er wie SU5416 um die intrazelluläre ATP-Bin-

dungsdomäne und inhibiert die Autophosphorylierung des FGF-Rezeptors-1. Die proli-

ferationsmodulierenden Effekte von SU5402 auf die VEGF- und/oder bFGF-induzierten

Proliferationsstimulationen wurden zeitabhängig untersucht.

Kapitel 3.7.1 erläuterte bereits die Inkubation mit dem selektiven VEGF-Rezeptor-2-

Inhibitor. Beim Einsatz von SU5402 wurde ein adäquater Versuchsaufbau mit stabiler

Wirkkonzentration aller anderen eingesetzten Supplemente gewählt. Somit schloss sich

dem 24 Stunden nach Zellaussaat durchgeführten Mediumwechsel mit komplettiertem

Kulturmedium, 0,1 % FCS und Insulinverzicht, eine vierstündige Inkubation mit SU5402

an. Dazu wurden die Zellen mit jeweils 1 µl SU5402 pro Well (5 µg/ml =̂ 20 µM/µl Merck

Bioscience, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Der Inhibitor wurde vor seinem Einsatz

mit 500 µg in 100 µl DMSO gelöst. Es folgte die Entfernung des Rezeptorblockers mit-

tels Mediumwechsel und Behandlung der Zellen mit jeweils VEGF, bFGF und deren

Kombination. Die komplettierten Testsubstanzen inkubierten erneut für jeweils 72 und

144 Stunden. Die Details sind der Abbildung 3.3 zu entnehmen.
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Abbildung 3.3: Schema für den Versuchsansatz: Proliferation unter VEGF (5 ng/ml),
bFGF (1 ng/ml) und deren Kombination nach Zusatz von SU5402 (5 µg/ml =̂ 20 µM/µl)
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3.7.3 Kombinierte Wirkungsmodulation durch SU5416 und SU5 402

Um eine Einschätzung hinsichtlich einer zeitabhängigen, konzentrationsstabilen Prolife-

rationsmodulation durch den gemeinsamen Einsatz von SU5416 und SU5402 geben zu

können, wurde grundsätzlich auf die gleichen Arbeitsschritte zurückgegriffen, die in den

Kapiteln 3.7.1 und 3.7.2 dargelegt sind. Eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse

sollte damit gewährleistet werden.

24 Stunden nach Zellaussaat wurde ein Mediumwechsel mit 0,1 % FCS und Insulin-

verzicht durchgeführt. Es folgte die Zellversorgung mit jeweils 1 µl SU5416 (247,52 ng/µl)

und zwei Stunden später zusätzlich mit jeweils 1 µl SU5402 (5 µg/ml =̂ 20 µM/µl) pro

Well. Ein Mediumwechsel wiederholte sich nach vier Stunden Inkubationszeit mit nach-

folgender Supplementierung der genannten Wachstumsfaktoren bei analogen Konzen-

trationen. Beim kombinierten Einsatz von VEGF und bFGF musste wiederholt die zeit-

verzögerte Applikation des bFGFs berücksichtigt werden. Die Inkubationszeiten von 72

und 144 Stunden wurden ebenso eingehalten. Die Abbildung 3.4 dokumentiert die Ver-

suchsreihen.
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Abbildung 3.4: Schema für den Versuchsansatz: Proliferation unter VEGF (5 ng/ml),
bFGF (1 ng/ml) und deren Kombination nach Zusatz von SU5416 (247,52 ng/µl) und
SU5402 (5 µg/ml =̂ 20 µM/µl)
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3.8 Statistische Auswertung

Aus mindestens zwei separaten Versuchsreihen pro Versuchsansatz, d. h. unterschied-

lichen Zelllinien, erfolgte, je nach Verfügbarkeit des humanen Spendermaterials, jeweils

mindestens zwei mal, höchstens sechs mal die Zellkultivierung pro Testsubstanz und

Kontrolle. Über die Zellauszählung pro Loch wurden daraus der Mittelwert sowie die

Standardabweichung (SD) ermittelt. Da maximal vier separate Versuchsreihen durch-

geführt wurden, betrug der nach dem Studienplan höchstmögliche Stichprobenumfang

n=24 für jeden Versuchsansatz. Die tatsächlich resultierenden Stichprobenumfänge für

die verschiedenen Versuchsansätze differieren jedoch, da nach Versuchsabbruch (vor

Zellzählung) eine Vitalitätskontrolle mittels Trypanblau-Test erfolgte und es dadurch zur

Reduktion des verwertbaren Materials kam (siehe Kapitel 3.6.1).

Da sämtliche Versuchsreihen der vier Versuchsansätze unabhängig voneinander wa-

ren, kam für die statistische Analyse der t-Test für zwei unabhängige Stichproben zur

Anwendung. Es sollte die Nullhypothese H0 : µx = µy gegen die zweiseitige Alternative,

Wachstum bzw. Regredienz, H1 : µx 6= µy getestet werden. Dazu wurden anhand der

Mittelwerte und den Varianzen, d. h. die Quadrate der Standardabweichung, der zu ver-

gleichenden Stichproben die Prüfgröße t und der p-Wert für das Signifikanzniveau 5 %

berechnet. Die Nullhypothese wurde verworfen, wenn der p-Wert < 0,05 war. Die Signi-

fikanzniveaus wurden bei p < 0,05 als signifikant(∗), bei p < 0,01 als hoch signifikant(∗∗)

und bei p < 0,001 als äußerst signifikant(∗∗∗) klassifiziert.

Um einen selektiven direkten Vergleich zwischen den vier Versuchsansätzen zu er-

möglichen, wurden die Kontrollen dieser Ansätze (Zellproliferation unbehandelter Zell-

gruppen nach 72 Stunden) sowie deren Standardabweichungen gemittelt und dadurch

ein, für jeden Ansatz spezifischer Korrekturfaktur errechnet. Anschließend erfolgte die

statistische Analyse ebenfalls zunächst mit dem t-Test.

Da es sich bei dieser selektiven Gegenüberstellung des korrigierten absoluten Wachs-

tums um einen multiplen Test handelt, wurde zusätzlich die Bonferroni-Korrektur ver-

wendet. Hierbei wurde entsprechend der Anzahl der durchzuführenden Tests ein neues

Signifikanzniveau α∗ entsprechend der Formel α∗
=

Signifikanzniveau α
Anzahl der Tests

berechnet. Da al-
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le Analysen jeweils drei Vergleiche beinhalteten, betrug das neue Signifikanzniveau α∗

für alle Vergleiche 0,0167. Somit wurden alle mit dem t-Test ermittelten p-Werte einer

erneuten Prüfung unterzogen.

Microsoftr Excel 2000 diente zur Berechnung o. g. Prüfgrößen und Erstellung der

Diagramme. Die dem t-Test zu Grunde liegende Formel wurde in Microsoft Excel hinter-

legt und die zu vergleichenden Werte für jeden Vergleich manuell editiert. Die Auswahl

des t-Tests und der Bonferroni-Korrektur als statistische Verfahren erfolgte mit Hilfe des

statistischen Büros Dr. U. Gauger.
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4.1 Stimulierung der Zellproliferation

4.1.1 Berechnungsgrundlage

Die Berechnung der relativen Zellproliferation unter Zugabe der Wachstumsfaktoren ba-

sierte auf folgender Grundlage:

Die Zellproliferation unbehandelter Zellen nach 72 Stunden diente als Kontrollgruppe

(siehe Abbildung 3.1). Für die Berechnung aller relativen Werte wurde sie als Bezugs-

größe (100 %) festgesetzt.

Zum Ausschluss durch das Kulturgrundmedium bzw. die Reaktionsbedingungen be-

dingter Störfaktoren erfolgte nach 144 Stunden zusätzlich die erneute Bestimmung der

Zellproliferation in der Gruppe der unbehandelten Zellen. Diese wurde jedoch nicht in

die Berechnungen des relativen Wachstums einbezogen.

4.1.2 Zeitabhängiger Einfluss von VEGF und bFGF auf die Zellp roliferation

Tabelle 4.1 zeigt das durchschnittliche absolute Wachstum der Kontrollen und Versuchs-

reihen, deren Standardabweichungen und Stichprobenumfänge sowie ggf. bestehende

Signifikanzen (p-Wert nach t-Test für ungepaarte Stichproben). Dem Diagramm 4.1 ist

die relative Zellproliferation nach 72 und 144 Stunden zu entnehmen. Das Diagramm 4.2

dokumentiert hingegen das mittlere absolute Zellwachstum ± einfache Standardabwei-

chung in Form von Fehlerbalken.

Bei den unbehandelten Zellen der Kontrolle war nach 144 Stunden ein stabiler Zellwert

(108 % Zellproliferation) ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz (p = 0,162) zu

verzeichnen.
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Eine 72-stündige Inkubationszeit mit VEGF (5 ng/ml) zeigte mit einer Zellproliferati-

on von 108 % einen analogen Effekt im Vergleich zur unbehandelten Zellgruppe ohne

eine signifikante quantitative Auswirkung (p = 0,182) auf die Zellproliferation. Nach 144

Stunden setzte eine zeitverzögerte Wirkung ein. Die Steigerung der Zellproliferation auf

199 % war äußerst signifikant (p < 0,001).

BFGF (1 ng/ml) hingegen induzierte bereits nach 72 Stunden gegenüber der Kontrolle

eine äußerst signifikante Proliferationssteigerung auf 147 % (p < 0,001). Die Wachs-

tumsstimulierung wurde nach 144 Stunden sogar auf 253 % Zellproliferation äußerst

signifikant gesteigert (p < 0,001).

Die kombinierte Anwendung beider Wachstumsfaktoren (VEGF 5 ng/ml und

bFGF 1 ng/ml) bewirkte eine äußerst signifikante Zunahme der Proliferation bereits nach

72 Stunden auf 190 % (p < 0,001). Ein vergleichbarer proliferationsstimulierender Effekt

fand sich in der VEGF-Gruppe, allerdings zeitverzögert nach 144 Stunden Versuchsdau-

er. Eine 144-stündige Inkubation wies insgesamt die deutlichste Proliferationssteigerung

mit einer äußersten Signifikanz auf (313 %, p < 0,001).

Durch die Supplementierung der Wachstumsfaktoren konnte neben der Proliferations-

stimulation lichtmikroskopisch auch eine morphologische Beeinflussung an RPE-Zellen

beobachtet werden, die nach verlängerter Versuchsdauer eine Progredienz aufwies.

Die Zugabe von bFGF förderte eine Formänderung vom polygonalen bis hin zu einem

spindelförmigen Zelltyp mit Verlust der epithelialen Morphologie (in Abbildung 4.1 mit

Pfeilen gekennzeichnet). Weiterhin wurde eine Reduktion des zytoplasmatischen Mela-

ningehalts erkennbar. Die Zellproliferationsstimulierung, vorzugsweise bei der Anwen-

dung von bFGF und dem kombinierten Einsatz beider Wachstumfaktoren, spiegelte sich

in der ausgeprägten Zelldichte und Zusammenhalt der Zellen in Form eines konfluenten

Zellrasens wider.

O. g. Morphologiemodifikationen waren nach VEGF-Applikation nur vereinzelt oder

gar nicht detektierbar. Die kombinierte Anwendung beider Wachstumsfaktoren hingegen

schien eine forcierte Induktion des beschriebenen Phänomens auszulösen. Die Abbil-

dung 4.1 gibt fotodokumentiert die entsprechenden Veränderungen wieder.
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Zeit
mittleres
absolutes
Wachstum
x 104 Zellen

SD(+) n(++) p-Wert (+++):
mittleres absolutes

Wachstum
zur Kontrolle nach

72h 144h
Kontrollen

72h 0,773 0,114 16 - -
144h 0,835 0,117 13 0,162 -

VEGF
72h 0,836 0,142 15 0,182 -

144h 1,54 0,466 17 <0,001(∗∗∗) <0,001(∗∗∗)

bFGF
72h 1,14 0,3 19 <0,001(∗∗∗) -

144h 1,956 0,403 19 <0,001(∗∗∗) <0,001(∗∗∗)

VEGF + bFGF
72h 1,473 0,286 20 <0,001(∗∗∗) -

144h 2,417 0,492 20 <0,001(∗∗∗) <0,001(∗∗∗)

+ Standardabweichung der absoluten Proliferation
++ Stichprobenumfang
+++ p-Wert berechnet mit dem t-Test für ungepaarte Stichproben
∗ p < 0,05 signifikant, ∗∗ p < 0,01 hoch signifikant, ∗∗∗ p < 0,001 äußerst signifikant

Tabelle 4.1: Statistische Analyse der Wachstumsmodulation unter VEGF, bFGF und de-
ren KombinationZ e l l p r o l i f e r a t i o n ( i n P r o z e n t ) i m V e r g l e i c h z u r K o n t r o l l e n a c h 7 2 h

1 0 0 % 1 0 8 % 1 0 8 % 1 9 9 % 1 4 7 % 2 5 3 % 1 9 0 % 3 1 3 %
0 %5 0 %1 0 0 %1 5 0 %2 0 0 %2 5 0 %3 0 0 %3 5 0 %

7 2 hK o n t r o l l e 1 4 4 hK o n t r o l l e 7 2 hV E G F 1 4 4 hV E G F 7 2 hb F G F 1 4 4 hb F G F 7 2 hV E G F +b F G F 1 4 4 hV E G F +b F G FA n s ä t z eZ ell prolif erati on( i nP ro zent)

Diagramm 4.1: Zeitabhängige relative Wachstumsmodulation durch VEGF, bFGF und
deren Kombination
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F e h l e r b a l k e n f ü r d i e W a c h s t u m s m o d u l a t i o n u n t e r V E G F , b F G F u n d d e r e nK o m b i n a t i o n

0 , 50 , 81 , 11 , 41 , 72 , 02 , 32 , 62 , 9

7 2 hK o n t r o l l e 1 4 4 hK o n t r o l l e 7 2 hV E G F 1 4 4 hV E G F 7 2 hb F G F 1 4 4 hb F G F 7 2 hV E G F +b F G F 1 4 4 hV E G F +b F G FA n s ä t z e
mittl eresab sol ut esW ach st um

Diagramm 4.2: Fehlerbalken für die zeitabhängige absolute Wachstumsmodulation
durch VEGF, bFGF und deren Kombination
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Abbildung 4.1: Morphologische Veränderungen nach 144 h Inkubation,
100-fache Vergrößerung
oben links: Kontrollgruppe, oben rechts: VEGF,
unten links: bFGF, unten rechts: VEGF+bFGF
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4.2 Inhibition der Zellproliferation

4.2.1 Berechnungsgrundlage

Die Ermittlung des relativen Wachstums erfolgte analog zu den Ausführungen für die

Stimulation der Zellproliferation (siehe Kapitel 4.1.1).

Zum Ausschluss endogen bedingter Proliferationsmodifikationen kam in den jeweili-

gen Versuchsansätzen eine weitere Versuchsreihe zum Einsatz. Dabei erfolgte die Zu-

gabe des entsprechenden Blockers (Applikation von SU5416, SU5402 und deren Kombi-

nation) auf eine unbehandelte Zellgruppe, d. h. ohne Zugabe von VEGF und/oder bFGF

(siehe Abbildungen 3.2 bis 3.4).

4.2.2 Zeitabhängiger Einfluss von SU5416 auf die Zellprolif eration

Tabelle 4.2 gibt die durchschnittlichen absoluten Wachstumswerte der jeweiligen Ver-

suchsreihen nach 72 und 144 Stunden Inkubationszeit wieder. Weiterhin sind die ent-

sprechenden Standardabweichungen, Stichprobenumfänge und ggf. Signifikanzen auf-

geführt. Dem Diagramm 4.3 ist die relative Zellproliferation nach 72 und 144 Stunden zu

entnehmen. Das mittlere absolute Zellwachstum ± einfache Standardabweichung wird

in Form von Fehlerbalken im Diagramm 4.4 erfasst.

In der Kontrollgruppe war nach 144 Stunden kein signifikanter proliferationsstimulie-

render Effekt sichtbar (98 %, p = 0,75).

Ein ähnliche Beobachtung konnte bei den unbehandelten Zellen mit Zugabe von

SU5416 gemacht werden. Es fand sich zeitabhängig weder nach 72 Stunden noch nach

144 Stunden eine signifikante Proliferationssteigerung (92 %/92 %, p = 0,397/p = 0,378)

im Vergleich zur Kontrolle.

Für die mit VEGF inkubierten Zellen war nach SU5416-Applikation ebenso keine Zell-

proliferationssteigerung sichtbar. Nach 72 Stunden lag die Proliferationsrate mit fehlen-

der Signifikanz bei 94 % (p = 0,17). Auch die Inkubation von 144 Stunden brachte keine

signifikante Modifikation der Proliferationsrate (95 %, p = 0,237). Der Zellwert stagnierte

trotz verlängerter Kultivierung etwa auf Kontrollniveau.
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Trotz Zugabe von SU5416 konnte bei mit bFGF kultivierten Zellen ein äußerst signifi-

kanter proliferationsstimulierender Effekt nachgewiesen werden (144 % Zellproliferation

nach 72 Stunden, p < 0,001). Nach doppelter Inkubationszeit (144 Stunden) wurde die

Proliferation äußerst signifikant auf 157 % angehoben (p < 0,001).

Bei mit VEGF und bFGF (kombiniert) behandelten Zellen galten trotz SU5416-Appli-

kation ebenso signifikante Zellproliferationsraten. Ein maximal stimulierender Effekt trat

bereits nach 72 Stunden auf (164 % Zellproliferation), der nach doppelter Kultivierung auf

152 % leicht reduziert wurde. Beide Parameter zeigten mit p-Werten < 0,001 äußerste

Signifikanzen. Die Proliferationsstimulation nach 144 Stunden dieser Versuchsreihe war

nahezu mit der, unter Inkubation mit bFGF und SU5416, identisch (152 % vs. 157 %).

Lichtmikroskopisch induzierte die applizierte Substanz SU5416 eine Veränderung der

Zellmorphologie, die jedoch nur eine mäßige Ausprägung zeigte.

Bei der jeweils isolierten Supplementierung von VEGF und bFGF war das vermehr-

te Auftreten leicht vergrößerter RPE-Zellen auffallend (in Abbildung 4.2 mit Pfeilen ge-

kennzeichnet). Der kombinierte Einsatz beider Wachstumsfaktoren ließ dieses Phäno-

men nicht erkennen. Der Melaningehalt des Zytoplasmas zeigte im Vergleich zur Kon-

trollgruppe keine Regredienz, wie nach alleiniger Applikation der Wachstumsfaktoren

in Abbildung 4.1 beobachtet werden konnte. Eine mit SU5416 assoziierte Proliferati-

onsinhibierung der RPE-Zellen äußerte sich in einer deutlichen Zelldichtereduktion. Die

Abbildung 4.2 verdeutlicht die genannten Veränderungen.
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Zeit
mittleres
absolutes
Wachstum
x 104 Zellen

SD(+) n(++) p-Wert (+++):
mittleres absolutes

Wachstum
zur Kontrolle nach

72h 144h
Kontrollen

72h 0,967 0,109 4 - -
144h 0,946 0,063 4 0,75 -

Kontrollen + Blocker SU5416
72h 0,888 0,038 2 0,397 -

144h 0,885 0,114 5 0,378 0,401
VEGF + Blocker SU5416

72h 0,908 0,041 9 0,17 -
144h 0,915 0,046 9 0,237 0,335

bFGF + Blocker SU5416
72h 1,391 0,092 6 <0,001(∗∗∗) -

144h 1,514 0,136 8 <0,001(∗∗∗) <0,001(∗∗∗)

VEGF + bFGF + Blocker SU5416
72h 1,586 0,23 9 <0,001(∗∗∗) -

144h 1,467 0,131 9 <0,001(∗∗∗) <0,001(∗∗∗)

+ Standardabweichung der absoluten Proliferation
++ Stichprobenumfang
+++ p-Wert berechnet mit dem t-Test für ungepaarte Stichproben
∗ p < 0,05 signifikant, ∗∗ p < 0,01 hoch signifikant, ∗∗∗ p < 0,001 äußerst signifikant

Tabelle 4.2: Statistische Analyse der Wachstumsmodulation unter VEGF, bFGF und de-
ren Kombination nach Zusatz von SU5416Z e l l p r o l i f e r a t i o n ( i n P r o z e n t ) i m V e r g l e i c h z u r K o n t r o l l e n a c h 7 2 h

1 0 0 % 9 8 % 9 2 % 9 2 % 9 4 % 9 5 % 1 4 4 % 1 5 7 % 1 6 4 % 1 5 2 %0 %5 0 %1 0 0 %1 5 0 %2 0 0 %2 5 0 %3 0 0 %3 5 0 %
72hKontrolle 144hKontrolle 72hKontrolle+ SU5416

144hKontrolle+ SU5416
72hVEGF +SU5416

144hVEGF +SU5416
72hbFGF +SU5416

144hbFGF +SU5416
72hVEGF +bFGF +SU5416

144hVEGF +bFGF +SU5416A n s ä t z eZ ell prolif erati on(i nP rozent)

Diagramm 4.3: Zeitabhängige relative Wachstumsmodulation unter VEGF, bFGF und
deren Kombination nach Zusatz von SU5416
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F e h l e r b a l k e n f ü r d i e W a c h s t u m s m o d u l a t i o n u n t e r V E G F , b F G F u n d d e r e nK o m b i n a t i o n n a c h Z u s a t z v o n S U 5 4 1 6

0 , 50 , 81 , 11 , 41 , 72 , 0

7 2 hK o n t r o l l e 1 4 4 hK o n t r o l l e 7 2 hK o n t r o l l e+ S U 5 4 1 6 1 4 4 hK o n t r o l l e+ S U 5 4 1 6 7 2 hV E G F +S U 5 4 1 6 1 4 4 hV E G F +S U 5 4 1 6 7 2 hb F G F +S U 5 4 1 6 1 4 4 hb F G F +S U 5 4 1 6 7 2 hV E G F +b F G F +S U 5 4 1 6 1 4 4 hV E G F +b F G F +S U 5 4 1 6A n s ä t z e
mi ttl eresab sol ut esW ach st um

Diagramm 4.4: Fehlerbalken für die zeitabhängige absolute Wachstumsmodulation unter
VEGF, bFGF und deren Kombination nach Zusatz von SU5416
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Abbildung 4.2: Morphologische Veränderungen nach 144 h Inkubation mit SU5416,
100-fache Vergrößerung
oben links: Kontrollgruppe, oben rechts: SU5416+VEGF,
unten links: SU5416+bFGF, unten rechts: SU5416+VEGF+bFGF
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4.2.3 Zeitabhängiger Einfluss von SU5402 auf die Zellprolif eration

Tabelle 4.3 und Diagramm 4.5 stellen das durchschnittliche absolute und relative Wachs-

tum, die Standardabweichungen, Stichprobenumfänge und ggf. Signifikanzen tabella-

risch und graphisch dar. Diagramm 4.6 erfasst hingegen das mittlere absolute Zellwachs-

tum ± einfache Standardabweichung in Form von Fehlerbalken.

Bei der Kontrollgruppe war nach 144 Stunden keine signifikante Zellproliferation sicht-

bar (104 %, p = 0,688).

Für die Versuchsreihe der unbehandelten Zellen (ohne Wachstumsfaktoren) mit Zu-

gabe von SU5402 bestand nach 72 und 144 Stunden Versuchsdauer kein signifikanter

proliferationssteigernder Effekt (101 %, p = 0,895 und 102 %, p = 0,786).

Nach Applikation von SU5402 zeigte sich bei durch VEGF stimulierten Zellen nach 72

Stunden eine nicht signifikante Proliferationsrate von 101 % (p = 0,878). Im Vergleich

hierzu betrug die Zuwachsrate unter alleiniger VEGF-Applikation 108 % (p = 0,182, sie-

he Tabelle 4.1 und Diagramm 4.1). Zeitverzögert konnte nach doppelter Kultivierungszeit

(144 Stunden) eine hoch signifikante Proliferation auf 133 % (p < 0,01) verzeichnet wer-

den.

Mit bFGF kultivierte Zellen reagierten trotz Zugabe des spezifischen Inhibitors

(SU5402) mit einer hoch signifikanten Steigerung der Zellproliferation in Bezug auf eine

72-stündige Inkubationszeit (119 %, p < 0,01). Nach der doppelten Zeit ließ sich eine

weitere Proliferationszunahme mit äußerster Signifikanz (126 %, p < 0,001) erkennen.

Nach SU5402-Applikation fand sich bei jeweils mit VEGF und bFGF stimulierten Zellen

nach 144 Inkubationszeit eine ähnliche Proliferationsrate (133 %/126 %).

Mit VEGF und bFGF in Kombination inkubierte Zellen zeigten trotz Anwendung von

SU5402 eine Proliferationsstimulierung. Nach 72 Stunden wurde eine äußerst signifi-

kante Zunahme auf 143 % (p < 0,001) gegenüber des Kontrollniveaus sichtbar. Die

verlängerte Versuchsdauer von 144 Stunden konnte mit einer Proliferation von 149 %

(p < 0,001) keine gravierende Steigerung erzielen (143 % vs. 149 %, p < 0,001 vs.

p < 0,001).

Morphologische Zellmodifikationen konnten nach Zugabe von SU5402 detektiert wer-

den. Diese waren annähernd mit denen nach SU5416-Applikation vergleichbar.
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Die verstärkte Herabsetzung des Zellproliferationsniveaus im Vergleich zur Anwen-

dung mit SU5416 wurde in einer aufgelockerten Zellstruktur mit partiellem Verlust des

Zellzusammenhalts deutlich. Teilweise verloren Zellkörper ihre polygonale Ausgangs-

form und entwickelten langgestreckte spindelförmige Phänotypen mit zarten Zytoplas-

maausläufen (in Abbildung 4.3 mit Pfeilen gekennzeichnet). Diese phänotypische Mo-

difizierung betraf vorrangig isoliert mit VEGF sowie bFGF behandelte RPE-Zellen. Die

Abbildung 4.3 gibt o. g. Veränderungen fotodokumentiert wieder.
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Zeit
mittleres
absolutes
Wachstum
x 104 Zellen

SD(+) n(++) p-Wert (+++):
mittleres absolutes

Wachstum
zur Kontrolle nach

72h 144h
Kontrollen

72h 0,963 0,144 6 - -
144h 0,998 0,093 6 0,688 -

Kontrollen + Blocker SU5402
72h 0,972 0,075 6 0,895 -

144h 0,981 0,07 6 0,786 0,728
VEGF + Blocker SU5402

72h 0,975 0,097 5 0,878 -
144h 1,279 0,12 6 <0,01(∗∗) <0,01(∗∗)

bFGF + Blocker SU5402
72h 1,144 0,066 8 <0,01(∗∗) -

144h 1,216 0,102 10 <0,001(∗∗∗) <0,001(∗∗∗)

VEGF + bFGF + Blocker SU5402
72h 1,375 0,119 9 <0,001(∗∗∗) -

144h 1,439 0,108 9 <0,001(∗∗∗) <0,001(∗∗∗)

+ Standardabweichung der absoluten Proliferation
++ Stichprobenumfang
+++ p-Wert berechnet mit dem t-Test für ungepaarte Stichproben
∗ p < 0,05 signifikant, ∗∗ p < 0,01 hoch signifikant, ∗∗∗ p < 0,001 äußerst signifikant

Tabelle 4.3: Statistische Analyse der Wachstumsmodulation unter VEGF, bFGF und de-
ren Kombination nach Zusatz von SU5402
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4 ErgebnisseZ e l l p r o l i f e r a t i o n ( i n P r o z e n t ) i m V e r g l e i c h z u r K o n t r o l l e n a c h 7 2 h
1 0 0 % 1 0 4 % 1 0 1 % 1 0 2 % 1 0 1 % 1 3 3 % 1 1 9 % 1 2 6 % 1 4 3 % 1 4 9 %0 %5 0 %1 0 0 %1 5 0 %2 0 0 %2 5 0 %3 0 0 %3 5 0 %

72hKontrolle 144hKontrolle 72hKontrolle+ SU5402
144hKontrolle+ SU5402

72hVEGF +SU5402
144hVEGF +SU5402

  72hbFGF +SU5402
 144h bFGF +SU5402

72hVEGF +bFGF +SU5402
144hVEGF +bFGF +SU5402A n s ä t z eZ ell prolif erati on(i nP rozent)

Diagramm 4.5: Zeitabhängige relative Wachstumsmodulation unter VEGF, bFGF und
deren Kombination nach Zusatz von SU5402F e h l e r b a l k e n f ü r d i e W a c h s t u m s m o d u l a t i o n u n t e r V E G F , b F G F u n d d e r e nK o m b i n a t i o n n a c h Z u s a t z v o n S U 5 4 0 2

0 , 50 , 81 , 11 , 41 , 7

7 2 hK o n t r o l l e 1 4 4 hK o n t r o l l e 7 2 hK o n t r o l l e+S U 5 4 0 2 1 4 4 hK o n t r o l l e+S U 5 4 0 2 7 2 hV E G F +S U 5 4 0 2 1 4 4 hV E G F +S U 5 4 0 2 7 2 hb F G F +S U 5 4 0 2 1 4 4 hb F G F +S U 5 4 0 2 7 2 hV E G F +b F G F +S U 5 4 0 2 1 4 4 hV E G F +b F G F +S U 5 4 0 2A n s ä t z e
mittl eresab sol ut esW ach st um

Diagramm 4.6: Fehlerbalken für die zeitabhängige absolute Wachstumsmodulation unter
VEGF, bFGF und deren Kombination nach Zusatz von SU5402
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Abbildung 4.3: Morphologische Veränderungen nach 144 h Inkubation mit SU5402,
100-fache Vergrößerung
oben links: Kontrollgruppe, oben rechts: SU5402+VEGF,
unten links: SU5402+bFGF unten rechts: SU5402+VEGF+bFGF
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4.2.4 Zeitabhängiger Einfluss der Kombination von SU5416 un d SU5402 auf die

Zellproliferation

Tabelle 4.4 und Diagramm 4.7 fassen die entsprechenden durchschnittlichen absolu-

ten und relativen Werte, Standardabweichungen, Stichprobenumfänge sowie ggf. Signi-

fikanzen zusammen. Das mittlere absolute Zellwachstum ± einfache Standardabwei-

chung wird graphisch in Diagramm 4.8 illustriert.

Die RPE-Zellen der Kontrollgruppe zeigten nach 144-stündiger Versuchsdauer keine

signifikante Proliferation (98 %, p = 0,762).

Bei der Versuchsreihe unbehandelter Zellen (ohne Wachstumsfaktoren) mit Zugabe

beider Rezeptorblocker war weder nach 72 Stunden, noch nach 144 Stunden Versuchs-

dauer eine signifikante Proliferation erkennbar (94 % vs. 93 %, p = 0,125 vs. p = 0,142).

Die kombinierte Applikation von SU5416 und SU5402 induzierte bei VEGF-stimulierten

Zellen einen Rückgang der Proliferationsrate auf Kontrollniveau für beide Inkubationszei-

ten. Bei einer nicht signifikanten Zellproliferation von 93 % bzw. 92 % (p = 0,17/p = 0,228)

war auch bei diesem Ansatz kein proliferationsstimulierender Effekt nachweisbar.

Bei mit bFGF kultivierten Zellen fanden sich nach Zugabe beider selektiver Blocker

(SU5416 und SU5402) keine signifikanten Proliferationsunterschiede hinsichtlich einer

72- bzw. 144-stündigen Versuchsdauer (101 % vs. 103 %, p = 0,79 vs. p = 0,112).

Die kombinierte Zugabe von SU5416 und SU5402 konnte bei den mit beiden Wachs-

tumsfaktoren (VEGF und bFGF) stimulierten RPE-Zellen keinen Proliferationszuwachs

induzieren. Weder eine 72-stündige Inkubation, noch eine doppelte Versuchsdauer zeig-

te einen Anstieg der Zellproliferation (98 %/97 %). Im Vergleich zur Kontrollgruppe konn-

te, ohne erkennbare Signifikanzen, nur das Kontrollniveau erreicht werden (p = 0,411/

p = 0,513).

Zusammenfassend lässt sich für diesen Versuchsansatz sagen, dass eine kombinierte

Applikation der selektiven Inhibitoren SU5416 und SU5402 keine RPE-Zellproliferation

zur Folge hatte. Weder die Inkubationsdauer noch die zuvor applizierten stimulierenden

Agenzien (VEGF und/oder bFGF) hatten einen signifikanten Einfluss.

Eine kombinierte Anwendung beider Rezeptorblocker SU5416 und SU5402 verur-

sachte ebenso zellmorphologische Modifikationen. Wie bei der isolierten Anwendung
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von SU5416, war ein vereinzeltes Auftreten vergrößerter Zellkörper zu erkennen (in Ab-

bildung 4.4 mit Pfeilen gekennzeichnet). Ebenso wurden ausgeprägte zelluläre Form-

änderungen von polygonalen Ausgangsformen bis zu spindelförmigen, langgestreckten

Zellkörpern (in Abbildung 4.4 mit Pfeilen gekennzeichnet) induziert. In deutlich geringe-

rer Ausprägung ist diese Veränderung bereits nach Zugabe der einzelnen Wachstums-

faktoren (siehe Kapitel 4.1.2 und Abbildung 4.1) sowie nach SU5402-Applikation (siehe

Kapitel 4.2.3 und Abbildung 4.3) beobachtet worden.

Hauptsächlich zeigte sich eine reduzierte Ausbildung eines konfluenten Zellrasens.

Interzelluläre Kontakte und somit der Zusammenhalt des Zellverbandes wurden gelo-

ckert, so dass eine deutliche Zelldichtereduktion erkennbar war. Die Abbildung 4.4 ver-

anschaulicht die entsprechenden morphologischen Phänomene.
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Zeit
mittleres
absolutes
Wachstum
x 104 Zellen

SD(+) n(++) p-Wert (+++):
mittleres absolutes

Wachstum
zur Kontrolle nach

72h 144h
Kontrollen

72h 1,078 0,047 4 - -
144h 1,053 0,151 5 0,762 -

Kontrollen + Blocker SU5416 und SU5402
72h 1,009 0,012 2 0,125 -

144h 1,004 0,046 2 0,142 0,686
VEGF + Blocker SU5416 und SU5402

72h 1,004 0,089 6 0,17 -
144h 0,988 0,13 6 0,228 0,462

bFGF + Blocker SU5416 und SU5402
72h 1,088 0,063 7 0,79 -

144h 1,109 0,009 7 0,112 0,341
VEGF + bFGF + Blocker SU5416 und SU5402

72h 1,057 0,034 7 0,411 -
144h 1,051 0,07 7 0,513 0,976

+ Standardabweichung der absoluten Proliferation
++ Stichprobenumfang
+++ p-Wert berechnet mit dem t-Test für ungepaarte Stichproben
∗ p < 0,05 signifikant, ∗∗ p < 0,01 hoch signifikant, ∗∗∗ p < 0,001 äußerst signifikant

Tabelle 4.4: Statistische Analyse der Wachstumsmodulation unter VEGF, bFGF und de-
ren Kombination nach Zusatz von SU5416 und SU5402Z e l l p r o l i f e r a t i o n ( i n P r o z e n t ) i m V e r g l e i c h z u r K o n t r o l l e n a c h 7 2 h

1 0 0 % 9 8 % 9 4 % 9 3 % 9 3 % 9 2 % 1 0 1 % 1 0 3 % 9 8 % 9 7 %0 %5 0 %1 0 0 %1 5 0 %2 0 0 %2 5 0 %3 0 0 %3 5 0 %
72hKontrolle 144hKontrolle 72hKontrolle +SU5416 +SU5402

144hKontrolle +SU5416 +SU5402
  72h VEGF +SU5416 +SU5402

 144h VEGF +SU5416 +SU5402
  72hbFGF +SU5416 +SU5402

 144h bFGF +SU5416 +SU5402
  72hVEGF +bFGF +SU5416 +SU5402

 144h VEGF +bFGF +SU5416 +SU5402A n s ä t z eZ ell prolif erati on(i nP ro zent)

Diagramm 4.7: Zeitabhängige relative Wachstumsmodulation unter VEGF, bFGF und
deren Kombination nach Zusatz von SU5416 und SU5402
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F e h l e r b a l k e n f ü r d i e W a c h s t u m s m o d u l a t i o n u n t e r V E G F , b F G F u n d d e r e nK o m b i n a t i o n n a c h Z u s a t z v o n S U 5 4 1 6 + S U 5 4 0 2

0 , 50 , 81 , 11 , 4

7 2 hK o n t r o l l e 1 4 4 hK o n t r o l l e 7 2 hK o n t r o l l e+ S U 5 4 1 6+ S U 5 4 0 2 1 4 4 hK o n t r o l l e+ S U 5 4 1 6+ S U 5 4 0 2 7 2 hV E G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2 1 4 4 hV E G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2 7 2 hb F G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2 1 4 4 hb F G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2 7 2 hV E G F +b F G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2 1 4 4 hV E G F +b F G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2A n s ä t z e
mittl eresab sol ut esW ach st um

Diagramm 4.8: Fehlerbalken für die zeitabhängige absolute Wachstumsmodulation unter
VEGF, bFGF und deren Kombination nach Zusatz von SU5416 und SU5402
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Abbildung 4.4: Morphologische Veränderungen nach 144 h Inkubation mit SU5416
und SU5402, 100-fache Vergrößerung
oben links: Kontrollgruppe, oben rechts: SU5416+SU5402+VEGF,
unten links: SU5416+SU5402+bFGF, unten rechts: SU5416+SU5402+VEGF+bFGF
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4.3 Selektive Darstellung der Inhibitionseffekte durch SU 5416 und

SU5402 für die jeweiligen Wachstumsfaktoren

Die mitogene Aktivität von VEGF, bFGF und deren Kombination sowie die Inhibitionsef-

fekte der jeweiligen Rezeptorblocker (SU5416, SU5402 sowie deren Kombination) soll

selektiv für jeden einzelnen Wachstumsfaktor dargestellt werden.

Diese direkte Gegenüberstellung ermöglicht eine genauere Darstellung der Ergebnis-

se aus den Tabellen 4.1 bis 4.4 und fasst sie graphisch für das VEGF und/oder bFGF

aus den vier entsprechenden Versuchsansätzen zusammen. Die Wirkungsmodulation

der supplementierten Substanzen wurde dabei ebenso zeitabhängig auf die Zellprolife-

ration humaner RPE-Zellen beurteilt.

Um einen selektiven direkten Vergleich zwischen den vier durchgeführten Versuchsan-

sätzen zu ermöglichen, wurden die Kontrollen aller vier Versuchsansätze (Zellprolifera-

tion unbehandelter Zellgruppen nach 72 Stunden) sowie deren Standardabweichungen

gemittelt. Aus diesem arithmetischen Mittel wurde für jeden einzelnen Versuchsansatz

ein ansatzspezifischer Korrekturfaktor errechnet. Entsprechend des Faktors korrigierten

sich die Werte für das absolute Zellwachstum und die Standardabweichungen, so dass

mit Hilfe des t-Tests (siehe Kapitel 3.8) auf Signifikanzen geprüft werden konnte. Da es

sich hierbei um einen multiplen Test handelt, wurde mit der Methode nach Bonferroni

ein neues, adjustiertes Signifikanzniveau bestimmt, um den kumulierenden α - Fehler

zu korrigieren.

Die Diagramme 4.9 bis 4.11 erfassen entsprechend selektiv für jeden einzelnen Wachs-

tumsfaktor und deren Kombination die korrigierte absolute mittlere Zellproliferation ± kor-

rigierte einfache Standardabweichung sowie deren Interaktionen mit SU5416 und

SU5402 als Fehlerbalken. Zusätzlich weisen sie jeweils die Signifikanzniveaus (ermit-

telt mit dem t-Test) sowie die Signifikanzen nach der Adjustierung mit der Bonferroni-

Korrektur aus.

Im Diagramm 4.9 ist erkennbar, dass zwischen dem durch VEGF induzierten Zell-

wachstum und nach Applikation seines selektiven Rezeptorblockers SU5416 ein hoch

signifikanter Unterschied nach 72 Stunden besteht (p < 0,01). Nach Verlängerung der
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Inkubationsdauer auf 144 Stunden (für beide Parameter) ist eine Zunahme auf ein äu-

ßerstes Signifikanzniveau sichtbar (p < 0,001). Der SU5402-Zusatz hingegen induzierte

im Vergleich zur VEGF-Wirkung nach 72 Stunden keine signifikanten Veränderungen

(p = 0,302). Nach doppelter Inkubationszeit zeigte sich zeitverzögert jedoch ein hoch

signifikanter Unterschied (p < 0,01). Zwischen dem VEGF-Effekt und der Supplemen-

tierung beider Inhibitoren fand sich nach 72 Stunden keine signifikante Veränderung,

dennoch war eine Trendentwicklung deutlich (p = 0,064). Allerdings förderte eine Ver-

doppelung der Versuchsdauer einen signifikanten Unterschied auf ein äußerstes Niveau

(p < 0,001).

Weiterhin ist die selektive Darstellung für bFGF und dessen Wirkungsmodulationen

dokumentiert (Diagramm 4.10). Sie lässt erkennen, dass nach 72 Stunden zwischen

bFGF-Wirkung und SU5416-Applikation kein Signifikanznachweis gelingt (p = 0,769).

Der Zusatz des selektiven Rezeptorblockers SU5402 hingegen unterstützte eine signifi-

kant geringere Zellproliferation (p = 0,01). Eine äußerst signifikante Reduktion des Zell-

wachstums im Vergleich zur bFGF-Induktion trat nach Applikation beider Rezeptorinhi-

bitoren auf (p < 0,001). Nach einer Versuchsdauer von 144 Stunden bewegte sich der

Unterschied zwischen bFGF-assoziierter Zellproliferation und deren Wirkungsmodulati-

on durch SU5416 und/oder SU5402 auf einem äußerst signifikanten Niveau (p < 0,001).

Zudem veranschaulicht Diagramm 4.11 die ermittelten Signifikanzen, die zwischen

der kombinierten Anwendung beider Wachstumsfaktoren und SU5416 sowie SU5402

existieren. Nach einer Inkubationsdauer von 72 Stunden ergab sich zwischen der Zell-

proliferationsstimulierung durch die kombinierte Applikation der Wachstumsfaktoren und

der Proliferationsreduktion durch den selektiven Rezeptorblocker SU5416 ein signifikan-

ter Unterschied (p = 0,018). Ferner wurde eine Signifikanzsteigerung auf ein äußerstes

Niveau durch die Supplementierung von SU5402 und den kombinierten Einsatz beider

Rezeptorblocker nach 72 Stunden erzielt (p < 0,001). Für die doppelte Inkubation von

144 Stunden galt, dass sowohl nach Zusatz von SU5416, SU5402 und deren Kombi-

nation eine äußerst signifikante Inhibierung der Zellproliferation im Vergleich zur durch

VEGF und bFGF (kombiniert) assoziierten Proliferationsstimulierung bestimmt werden

konnte (p < 0,001).
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4 Ergebnisse

Mit Ausnahme der Gegenüberstellung von VEGF und bFGF (in Kombination) nach

Zusatz von SU5416 nach 72 Stunden (siehe Diagramm 4.11) hielten alle mit dem t-Test

bestimmten Signifikanzen der Bonferroni-Korrektur stand.
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G e g e n ü b e r s t e l l u n g d e s k o r r i g i e r t e n a b s o l u t e n W a c h s t u m s f ü r V E G F

0 , 50 , 81 , 11 , 41 , 72 , 02 , 32 , 6

V E G F V E G F +S U 5 4 1 6 V E G F +S U 5 4 0 2 V E G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2 V E G F V E G F +S U 5 4 1 6 V E G F +S U 5 4 0 2 V E G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2
Z ell prolif erati on(k orri gi ert)

* * / + * * / +* * * / + * * * / +
7 2 h 1 4 4 h

Diagramm 4.9: Selektive zeitabhängige Gegenüberstellung der absoluten Proliferation
für VEGF
∗/ ∗ ∗/ ∗ ∗∗ Signifikanzniveaus nach t-Test, + signifikant nach Bonferroni-Korrektur
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G e g e n ü b e r s t e l l u n g d e s k o r r i g i e r t e n a b s o l u t e n W a c h s t u m s f ü r b F G F

0 , 50 , 81 , 11 , 41 , 72 , 02 , 32 , 62 , 9

b F G F b F G F +S U 5 4 1 6 b F G F +S U 5 4 0 2 b F G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2 b F G F b F G F +S U 5 4 1 6 b F G F +S U 5 4 0 2 b F G F +S U 5 4 1 6 +S U 5 4 0 2
Z ell prolif erati on(k orri gi ert) * / + * * * / + * * * / + * * * / + * * * / +

7 2 h 1 4 4 h

Diagramm 4.10: Selektive zeitabhängige Gegenüberstellung der absoluten Proliferation
für bFGF
∗/ ∗ ∗/ ∗ ∗∗ Signifikanzniveaus nach t-Test, + signifikant nach Bonferroni-Korrektur
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4 Ergebnisse

G e g e n ü b e r s t e l l u n g d e s k o r r i g i e r t e n a b s o l u t e n W a c h s t u m s f ü rV E G F u n d b F G F

0 , 50 , 81 , 11 , 41 , 72 , 02 , 32 , 62 , 93 , 23 , 53 , 8

V E G F +b F G F V E G F +b F G F +S U 5 4 1 6 V E G F +b F G F +S U 5 4 0 2 V E G F +b F G F +S U 5 4 1 6+S U 5 4 0 2 V E G F +b F G F V E G F +b F G F +S U 5 4 1 6 V E G F +b F G F +S U 5 4 0 2 V E G F +b F G F +S U 5 4 1 6+S U 5 4 0 2
Z ell prolif erati on(k orri gi ert) * * * * / + * * * / + * * * / + * * * / + * * * / +7 2 h 1 4 4 h

Diagramm 4.11: Selektive zeitabhängige Gegenüberstellung der absoluten Proliferation
für VEGF und bFGF
∗/ ∗ ∗/ ∗ ∗∗ Signifikanzniveaus nach t-Test, + signifikant nach Bonferroni-Korrektur
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5 Diskussion

5.1 Allgemeines

Die Zellproliferation von RPE-Zellen spielt eine entscheidene Rolle in der Pathogenese

diverser okulärer Erkrankungen des hinteren Augenabschnitts, z. B. bei der proliferativen

Vitreoretinopathie (PVR) und proliferativen diabetischen Retinopathie

(PDR) [86]. Wachstumsfaktoren, insbesondere VEGF und bFGF, sind in die Entwick-

lung, Modulation und Progression dieser Erkrankungen involviert [72]. Zusätzlich wird

ihnen eine proangiogenetische Wirkung zugeschrieben. Die gemeinsame Lokalisation

und Hochregulation von VEGF und bFGF bei chorioidalen Neovaskularisationen (CNVs)

bei AMD-Patienten unterstreicht deren besondere Bedeutung im okulären System. Fer-

ner könnte es als Ansatzpunkt weiterer Therapieoptionen verstanden werden [41, 76].

Ziel dieser experimentellen Studie war es, die Wachstumsregulation kultivierter, hu-

maner RPE-Zellen unter dem Einfluss von VEGF und bFGF zeitabhängig zu untersu-

chen. Dabei sollten Modulationseffekte durch die Wirkung selektiver VEGF- bzw. FGF-

Rezeptorblocker (SU5416/SU5402) quantifiziert werden.

In vivo existiert ein komplexes Netzwerk verschiedenster Wachstumsfaktoren. Deren

biologische Aktivitäten sind nicht isoliert, sondern durch Interaktionen gekennzeichnet,

zu betrachten. Im okulären System wird bis heute nur ein kleiner Bruchteil dieser wech-

selseitigen Beziehungen verstanden. Folglich wurde die Frage nach einem möglichen

additiven Regulationseffekt beider Wachstumsfaktoren aufgeworfen.
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5.2 Diskussion der Methodik

5.2.1 Vorteile dieser Studie

Die vorliegende Arbeit war eine experimentelle Studie an kultivierten, humanen RPE-

Zellen. Die Verwendung humanen Zellgewebes reduzierte den Unterschied zwischen

den in vitro herrschenden Bedingungen und in vivo-Verhältnissen. Die geringen post

mortem Zeiten von minimal 6 bis maximal 24,2 Stunden (18,9 ± 4,9 Stunden) gewähr-

leisteten eine zügige Zellgewinnung mit bestmöglichem Vitalitätserhalt der RPE-Zellen.

Durch die große Altersspanne der Spender von 15 bis 77 Jahren (57 ± 16,4 Jahren)

konnten ein breites Mischkollektiv und somit RPE-Zellen verschiedensten Alters berück-

sichtigt werden. Um Störfaktoren, die auf ethnische Einflüsse zurückzuführen sind, zu

minimieren, wurde nur Zellgewebe von Spendern kaukasischer Herkunft verwendet.

RPE-Zellen gelten in vivo als terminal differenziert und amitotisch. Um diesen Zu-

stand zu imitieren, erfolgte die Durchführung aller Versuchsansätze mit Zellpassagen

erster Ordnung. Durch Verzicht auf höhere Passagen sollten Dedifferenzierungsvor-

gänge, morphologische Veränderungen sowie der Verlust ursprünglicher Merkmale und

Eigenschaften begrenzt werden, denen die Zellen durch Kultivierung unterliegen.

Bei allen Versuchsreihen kam ein Kulturmedium mit einem minimalen Serumanteil von

0,1 % FCS zum Einsatz. Seren sind stets undefinierte Naturprodukte wechselnder Zu-

sammensetzung mit schwankendem Gehalt an Inhaltsstoffen. Neben dem bekannten

FCS können auch Seren von älteren Kälbern, vom Schwein und Pferd, anderen Spezi-

es sowie vom Menschen verwendet werden. Sie liefern der Zellkultur Hormone, Wachs-

tumsfaktoren, Bindungsproteine und Anheftungsfaktoren, zahlreiche zur Synthese benö-

tigte Aminosäuren, anorganische Salze, Spurenelemente sowie Puffer- und Neutralisa-

tionssysteme, z. B. Albumin oder Immunglobuline. Andererseits können Seren toxische

Stoffe wie z. B. Umweltgifte, unerwünschte Mikroorganismen wie Viren, Bakterien und

Pilze sowie deren Antikörper und Toxine enthalten. Bei der Serum-Anwendung müssen

qualitative und quantitative Schwankungen der Nährmedienbestandteile berücksichtigt

werden. Für die meisten Zellzüchtungen gilt der Zusatz von Serum heute dennoch als

der einfachste, effektivste und meist auch wirtschaftlichste Weg, gut wachsende Zell-
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kulturen zu erhalten. Das Serum selbst muss jedoch als unphysiologische Flüssigkeit

betrachtet werden. Durch den reduzierten FCS-Anteil von 0,1 % sollte die Gefahr, die

Wirksamkeit der applizierten Testsubstanzen durch unbekannte Serumbestandteile zu

beeinflussen, minimiert und eine wachstumsfördernde Serumwirkung ausgeschlossen

werden. Es konnte ein Milieu erzeugt werden, dass dem der RPE-Zellen in vivo ähnelt,

den postmitotischen Zustand von RPE-Zellen imitiert und ein Zellüberleben auch nach

144 Stunden Inkubation gewährleistet. Zur Sicherung eines vitalen Zellstatus wurde auf

komplette Serumfreiheit verzichtet.

Diese Thematik wurde auch von Hecquet et al. in einer experimentellen Studie an hu-

manen RPE-Zellen aufgegriffen. Die Inkubation mit 0,1 % FCS konnte keinen Effekt auf

die Zellproliferation nachweisen, aber ein Zellüberleben auch nach sechs Tagen ermögli-

chen. Die alleinige Kultivierung ohne Serumzusatz induzierte hingegen den Zelltod [61].

Dies korrespondiert mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. In jedem der vier Ver-

suchsansätze fand sich in der Gruppe der unbehandelten Zellen nach 144 Stunden keine

signifikante Zellproliferationsstimulierung (siehe Tabellen 4.1 bis 4.4 und Diagramme 4.1

bis 4.8). Der Erhalt der Zellvitalität konnte durch den Trypanblau-Test bestätigt werden.

Bei allen vier Versuchsansätzen wurde bei der Wahl des Kulturmediums grundsätzlich

auf eine Insulinsupplementierung verzichtet. Bereits 1996 wiesen Sobottka et al. da-

rauf hin, dass Hormone wie Insulin, Transferrin oder Hydrocortison die Proliferation und

Funktionen von RPE-Zellen beeinflussen können [137]. Insulin selbst gilt als ein bekann-

tes, wachstumsstimulierendes Agenz verschiedenster Zellarten in vitro. In dieser Arbeit

wurde es dem Kulturgrundmedium nur bis zum Zeitpunkt des Experimentansatzes zu-

gesetzt (siehe Kapitel 3.3). Es sollte die Etablierung der Zellkultur und Ausbildung eines

konfluenten Zellrasens fördern. Während der Durchführung der Versuchsansätze diente

der Insulinverzicht dem Erhalt RPE-typischer Charakteristika und dem Ausschluss einer

möglichen insulininduzierten Zellproliferationsstimulierung.

5.2.2 Statistische Auswertung

Wie bereits unter Kapitel 3.8 erläutert, wurde für die statistische Analyse der t-Test ver-

wendet. Da alle Versuchsreihen der vier Versuchsansätze Stichprobenunabhängigkeit

81



5 Diskussion

aufwiesen, bot sich anhand der Methode die Möglichkeit, die Nullhypothese gegen die

zweiseitige Alternative (Zellproliferation bzw. Zellrückgang) zu prüfen. Es konnte geklärt

werden, ob sich das arithmetische Mittel in zwei Stichproben signifikant unterscheidet.

Zur Berechnung mussten das jeweilige arithmetische Mittel, Standardabweichungen und

Stichprobenumfänge der zu vergleichenden Versuchsreihen berücksichtigt werden. Kri-

tisch sind hierbei die entsprechenden Varianzen der genannten Parameter zu bewerten.

Diese waren veränderliche Größen und wiesen demnach keine reine Homogenität auf.

Entsprechend richtete sich der Signifikanznachweis streng nach deren Varianzbreiten.

Der Versuchsaufbau umfasste vier Versuchsansätze mit den jeweiligen Versuchsrei-

hen. Diesen wurde ansatzspezifisch eine Kontrolle, d. h. die unbehandelte Zellgruppe

nach 72 Stunden Inkubation, zugeordnet. Den Tabellen 4.1 bis 4.4 ist zu entnehmen,

dass das absolute Zellwachstum der jeweiligen Kontrollgruppe für jeden Versuchsansatz

gewissen Schwankungen unterlag. Diese sind durch die Anwendung unterschiedlicher

Zelllinien und die leicht differierenden Kulturbedingungen, z. B. unterschiedliche Char-

gen der Kulturmediensubstanzen, zu erklären. Diese Inhomogenität zeigte sich sogar

nach Anwendung des t-Tests durch einen teilweise signifikanten Unterschied zwischen

den ansatzspezifischen Kontrollgruppen. Damit ein selektiver Vergleich zwischen den

vier Ansätzen realisiert werden konnte, mussten die differenten Kontrollgruppen berück-

sichtigt werden.

Dazu wurden die Kontrollen und die dazugehörigen Standardabweichungen aller vier

Versuchsansätze gemittelt und aus dem arithmetischen Mittel ein ansatzspezifischer

Korrekturfaktor für jeden der vier Versuchsansätze berechnet. Dieser korrigierte die Wer-

te für das absolute Zellwachstum sowie die Standardabweichung. Somit konnten be-

stehende Signifikanzen zwischen den vier Versuchsansätzen ermittelt werden. Dies er-

scheint insofern problematisch, da nicht nur das arithmetische Mittel, die Standardabwei-

chung und Stichprobenumfänge, sondern gerade der o. g. Korrekturfaktor maßgeblich

den Signifikanznachweis beeinflussten.

Da dieser selektive direkte Vergleich zwischen den vier Versuchsansätzen eine multi-

variate Analyse darstellte, wurden die mit dem t-Test errechneten Signifikanzen mit der

Methode nach Bonferroni korrigiert. Dem kumulierenden α-Fehler wurde somit entge-
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gengewirkt und die mit dem t-Test ermittelten Signifikanzen (mit Ausnahme der selekti-

ven Gegenüberstellung von VEGF + bFGF nach Zusatz von SU5416 nach 72 Stunden,

siehe Diagramm 4.11) erhärtet.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 VEGF- und bFGF-induzierte Effekte auf die Zellprolif eration

Der Einfluss der beiden Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF auf verschiedene Zellar-

ten ist in der Literatur hinreichend diskutiert worden. Die Frage nach deren Wirkungen

auf das Verhalten von RPE-Zellen in vitro ist Gegenstand zahlreicher Studien. Arbeiten

an bovinen und humanen RPE-Zellkulturen besagen, dass VEGF und bFGF die Fähig-

keit zur Zellproliferationsstimulierung besitzen. Einige von ihnen werden im Folgenden

genauer betrachtet.

Die Arbeitsgruppe um Esser analysierte den mitogenen Effekt von bFGF an bovinen

RPE-Zellen in vitro zeit- und dosisabhängig. Die Autoren konnten unter 20 ng/ml bFGF

einen maximalen Stimulationseffekt nach drei Inkubationstagen erfassen. Zudem doku-

mentierten sie das stärkste Zellwachstum bei einer Konzentration von 80 ng/ml bFGF

bezogen auf den dritten Versuchstag und einen 15 %igen FCS-Serumzusatz [37].

Hecquet et al. zeigten an humanen RPE-Zellen in vitro, dass eine Konzentration von

5 ng/ml VEGF und 1 ng/ml bFGF unter 0,1 % FCS einen maximalen proliferationsför-

dernden Effekt induzieren kann. Dieser setzte bei beiden Wachstumsfaktoren zeitverzö-

gert nach sechs Inkubationstagen ein. Dabei wies bFGF eine deutlich stärkere Wirkung

als VEGF auf. Die kombinierte Anwendung von VEGF, bFGF, PDGF und EGF hingegen

zeigte eine stärkere proliferationsstimulierende Aktivität als die Wirkung jedes einzelnen

Wachstumsfaktors, so dass die Existenz eines synergistischen Effekts angenommen

wurde [61].

An humanen RPE-Zellen sind positive synergistische Effekte bereits zwischen PDGF

und EGF, PDGF und bFGF, PDGF und IGF-1 sowie EGF und bFGF belegt [80, 71].

Im Hinblick auf VEGF und bFGF ist ein Synergismus an mikrovaskulären Endothelzel-

len, bovinen Kapillarendothelzellen sowie bovinen retinalen Kapillerendothelzellen in vi-
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tro beschrieben worden [108, 60, 51]. Auch Frank et al. implizierte einen möglichen

Synergismus beider Wachstumsfaktoren durch den gemeinsamen Nachweis an CNV-

Membranen bei AMD-Patienten und im murinen Gewebe [41].

Andere Autoren fanden vergleichbare Ergebnisse. Humane RPE-Zellkulturen zeigten

unter 1 % FCS-Serumzusatz dosisabhängig bei jeweils 10 ng/ml VEGF sowie bFGF

die stärkste Zellproliferationsstimulierung. BFGF war mit einer höheren Zellzahl deut-

lich potenter als VEGF. Signifikant synergistische Effekte, verglichen mit den jeweiligen

Effekten der einzelnen Wachstumsfaktoren, konnten nach Kombination von PDGF und

bFGF beobachtet werden. Die kombinierte Anwendung von VEGF und bFGF hingegen

erbrachte keine signifikante Steigerung der Zellproliferation im Vergleich zur Einzelan-

wendung [72]. Nach ausführlicher Literaturrecherche sind weitere Untersuchungen, die

einen möglichen Synergismus zwischen VEGF und anderen Wachstumsfaktoren an hu-

manen RPE-Zellkulturen beleuchten, bisher nicht vorzuweisen.

Die vorliegenden Ergebnisse wurden mit rekombinatem humanen VEGF-A121 und bo-

vinem basischen FGF in der Zellkultur ermittelt und bestätigen die positiven Effekte der

Wachstumsfaktoren. Der Einsatz von bFGF induzierte bereits nach 72 Stunden eine äu-

ßerst signifikante Zellproliferation, die nach doppelter Versuchsdauer auf ein 2,5-faches

Niveau im Vergleich zur Kontrollgruppe angehoben wurde (147 %, p < 0,001 vs. 253 %,

p < 0,001, siehe Tabelle 4.1, Diagramm 4.1). VEGF führte zeitverzögert ebenso zur

Zellproliferationsanregung, erreichte aber nicht annähernd hohe Zellzahlen wie bFGF

(108 %, p = 0,182 vs. 199 %, p < 0,001, siehe Tabelle 4.1, Diagramm 4.1).

Korrespondierend zu anderen Autoren können beide Wachstumsfaktoren als zeitab-

hängiger Stimulus der RPE-Zellproliferation angesehen werden, wobei bFGF deutlich

potenter agierte. Die Kombination von VEGF und bFGF ließ, ebenso zeitabhängig, mit

einer, verglichen zur Kontrollgruppe, um mehr als den Faktor drei erhöhten Zellprolifera-

tion die stärkste Wachstumsstimulierung erkennen. Dies kann als Hinweis für die Exis-

tenz eines additiven Effekts zwischen VEGF und bFGF verstanden werden. Inwieweit

die Wachstumsfaktoren befähigt sind, den jeweils anderen Wachstumsfaktor triggern zu

können, wird nachfolgendend diskutiert.
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Beide Wachstumsfaktoren verfügen über einen Tyrosinkinaserezeptor, der nach Auto-

phosphorylierung über die Aktivierung der PKC und des MAP-Kinase-Wegs komplexe

transmembranöse und intrazelluläre Prozesse generiert. Der MAP-Kinase-Weg ist auch

bei einer durch Serum induzierten RPE-Zellproliferation an humanem Gewebe involviert

und spielt eine Schlüsselrolle in der Kontrolle der RPE-Zellproliferation [61]. Dies könnte

als Ansatzpunkt für einen positiven synergistischen Effekt zwischen beiden Wachstums-

faktoren dienen. Möglicherweise begünstigt die Nutzung gleichartiger Signalwege eine

Affinitätsänderung oder Phosphorylierung vergleichbarer Rezeptoren. Zur genauen Ve-

rifizierung der molekularen Mechanismen, die vielfältige Erklärungsmodelle liefern, sind

weitere Studien erforderlich.

5.3.2 Einfussfaktoren auf die Zellproliferation

In obigen Ausführungen wird deutlich, dass in der Literatur divergente dosis- und zeitab-

hängige Angaben existieren. Hierbei muss berücksichtigt werden, dass das Zellverhalten

in Zellkulturen differiert. Multiple Faktoren wie Alter des Bulbusspenders, post mortem

Zeiten, Art der Zellgewinnung und Etablierung der Zellkultur, supplementierte Kultur-

medien und -substrate mit verschiedenen Konzentrationen, verwendeter Serumanteil im

Kulturmedium sowie die verwendete Zellpassage üben einen entscheidenen Einfluss

auf das Resultat aus. Diese Parameter wurden in o. g. Studien unterschiedlich gewählt,

so dass eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit denen der vorliegenden Arbeit

kaum möglich erscheint. Dies kann als Erklärung dienen, warum Kaven et al. [72] be-

züglich der kombinierten Anwendung von VEGF und bFGF divergente Ergebnisse im

Vergleich zur vorliegenden Studie erzielten.

Die Angaben über die optimalen Wirkkonzentrationen beider Wachstumsfaktoren

schwankten in der Literatur zwischen 5-10 ng/ml für VEGF und 1-100 ng/ml für bFGF.

Eine Stimulation der Zellproliferation boviner RPE-Zellen wurde bereits bei einer Kon-

zentration von 0,01 ng/ml bFGF beschrieben [37]. Diese Spannbreite ist u. a. auf un-

terschiedlich hohe Serumanteile im Kulturmedium zurückzuführen. Ferner könnte diese

Diskrepanz durch einen „Shift“ der Rezeptoraffinitäten durch differente Kulturbedingun-

gen erklärt werden. Studien an humanen kornealen Endothelzellen verdeutlichten, dass
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die Anwesenheit von Serum im Kulturmedium den Bedarf an bFGF herabsetzt [50, 65].

Hierbei muss auf den essentiellen Zusammenhang zwischen der VEGF- und bFGF-

Aktivität und applizierter Serumkonzentration hingewiesen werden. Die Abwesenheit von

Serum supprimiert proliferative Aktivitäten. Burke et al. konnten beobachten, dass bovi-

ne und humane RPE-Zellen unter Serumfreiheit keinerlei Stimulation der DNA-Synthese

zeigten [24]. In in vitro Experimenten boviner RPE-Zellen induzierte eine Serumkonzen-

tration von 1-5 % ein deutlich geringeres Zellwachstum nach bFGF-Applikation als ein

Serumanteil von 10 % oder mehr [37]. Folglich ist die Effektivität der Wachstumsfakto-

ren u. a. vom Serumgehalt des Kulturmediums abhängig [120]. So vermutete man im

Serum existierende Kofaktoren, die zur Potenzierung des VEGF- und bFGF-Effekts be-

fähigt sind [37].

Um additive Effekte auf die Wachstumsfaktoren und Wirkungsmodulationen durch Se-

rumbestandteile zu vermeiden, verwendete die vorliegende Studie einen minimierten

FCS-Serumanteil von 0,1 %. Die unbehandelte Zellgruppe zeigte nach 144 Stunden

Inkubation selektiv für jeden der vier Versuchsansätze keine signifikante Zunahme der

Zellproliferation, so dass FCS in einer Konzentration von 0,1 % keine proliferationsför-

dernde Wirkung zugeschrieben werden konnte (siehe Tabellen 4.1 bis 4.4 und Diagram-

me 4.1 bis 4.7). Somit wurde deutlich, dass die erfasste Zellproliferationsstimulierung

durch die Wachstumsfaktoren selbst und nicht durch den FCS-Serumzusatz induziert

wurde.

Neben dem Serumanteil im Kulturmedium beeinflussen verschiedene Additiva, z. B.

Insulin, Glukokortikoide, entscheidend die durch VEGF- und bFGF-vermittelte Aktivi-

tät. An kornealen Endothelzellen konnte nach Insulinzugabe eine intensivierte bFGF-

Wirkung auf das Zellwachstum nachgewiesen werden [50]. Die vorliegende Arbeit wähl-

te einen Insulinverzicht während der Durchführung aller Versuchsansätze, um mögliche

synergistische Effekte auf die Wachstumsfaktoren auszuschließen.

Unter Berücksichtigung differierender Zellkulturbedingungen mit direkter Einflussnah-

me auf das Zellverhalten und Zellüberleben auf Grund o. g. variabler Parameter ist dies-

bezüglich kritisch anzumerken, dass in dieser Arbeit die tatsächlich resultierenden Stich-

probenumfänge für die jeweiligen Versuchsansätze von denen, nach dem Studienplan
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maximal möglichen Stichprobenumfängen, differieren. Durch die vor Zellzählung durch-

geführte Trypanblau-Test-Vitalfärbung der kultivierten RPE-Zellen kam es zur Redukti-

on des verwertbaren Materials. So wird sichtbar, dass die Versuchsansätze Kontrolle +

SU5416 (72 Stunden, siehe Tabelle 4.2) sowie die Kontrolle + SU5416 + SU5402 (72

und 144 Stunden, siehe Tabelle 4.4) jeweils nur zwei Stichproben umfassen. Die Aussa-

gekraft ist limitiert. Es muss jedoch darauf verwiesen werden, dass diese Werte nicht als

Bezugsgröße oder Berechnungsgrundlage für die Wirkungsmodulation der entsprechen-

den Testsubstanzen verwendet wurden. Auf eine erneute Durchführung dieser Ansätze

wurde bei limitierter Verfügbarkeit des humanen Spendermaterials verzichtet.

5.3.3 Wirkungsmodulation durch SU5416

Da VEGF durch seine Funktionsvielfalt eine zentrale Rolle in der Pathogenese okulärer

Erkrankungen spielt, entwickelte sich die Frage, wie die VEGF-vermittelten Effekte mo-

duliert und/oder inhibiert werden könnten. VEGFR-2 (KDR/Flk-1) wird dabei als der Re-

zeptor verstanden, der im vaskulären Endothel maßgeblich die VEGF-induzierten Signa-

le wie vaskuläre Hyperpermeabilität und angiogene Eigenschaften, inklusive Mitogenität,

Proliferation und chemotaktische Aktivität, vermittelt. Zusätzlich übernimmt er die Regu-

lation der MAP-Kinase-Aktivität, die von entscheidener Bedeutung in der Signaltrans-

duktion der VEGF-stimulierten vaskulären Endothelzellproliferation ist [144]. Auch die

DNA-Synthese in VEGF-stimulierten humanen venösen Nabelschnurendothelzellen

(HUVEC) wird vorangig durch den VEGFR-2 vermittelt [70]. Zusätzlich korreliert die mito-

gene VEGF-Aktivität an retinalen Kapillarendothelzellen mit dem Umfang der VEGFR-2-

Expression [60]. Folglich kam der selektive VEGFR-2-Inhibitor SU5416 zum Einsatz.

Als SU5416 wird ein synthetischer, zellpermeabler, selektiver, ATP-kompetetiver

VEGF-Rezeptor-2- und weniger potenter PDGF-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor verstan-

den. Er konkurriert um die intrazelluläre ATP-Bindungsdomäne und inhibiert die Phos-

phorylierung der Rezeptor-Tyrosinkinase. In vitro und in tierexperimentellen Modellen

konnte aufgezeigt werden, dass SU5416 als ein potenter Inhibitor der VEGF-abhängigen

Mitogenese und Migration humaner Endothelzellen und der Tumorangiogenese verschie-
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denster Zelltypen agiert [40, 123, 148, 113]. Der Effekt auf das okuläre Zellsystem ist bis

dato allerdings weitgehend unbekannt.

In vitro konnten Takeda et al. zeigen, dass SU5416 an kultivierten bovinen chorioida-

len Endothelzellen dosisabhängig die VEGF-induzierte KDR-Phosphorylierung

(VEGFR-2) sowie eine ERK-Phosphorylierung (MAP-Kinase-Weg) als Teile der Signal-

transduktionskette signifikant inhibiert. Nach intraperitonealer Injektion gelang an tier-

experimentellen, laserinduzierten CNVs der Nachweis eines signifikant antiangiogeneti-

schen Effekts [134]. Untersuchungen von Ablonczy et al. dokumentierten in vitro die Wir-

kung von SU5416 an porcinen, primären RPE-Zellen sowie einer humanen ARPE-19-

Zelllinie. Durch seine Inhibitionskraft konnten die Autoren belegen, dass eine VEGFR-2-

Aktivierung, apikal am RPE gelegen, den VEGF-induzierten Zusammenbruch der RPE-

Barrierefunktion vermittelt [1]. SU5416 ist auch an morphologischen Veränderungen be-

teiligt. Murine, tierexperimentelle Studien zeigten nach subkutaner Injektion eine signi-

fikante Verschmälerung retinalen Gewebes im Bereich der inneren Körnerschicht, in-

neren retikulären Schicht und Ganglienzellschicht. Dies könnte ein Hinweis darauf sein,

dass neben Müllerzellen auch andere retinale Zelltypen VEGF-abhängig agieren. Ferner

konnte die Inhibierung retinaler Gefäßentwicklung neonatalen Gewebes, retinal induzier-

ter Neovaskularisationen sowie des VEGF-aktivierten MAP-Kinase-Wegs in Müllerzellen

beobachtet werden [113].

In Anlehnung an diese Ergebnisse interessierte die Frage, ob SU5416 eine mögliche

Beteiligung an der Zellproliferationsregulierung humaner RPE-Zellen in vitro besitzt. An

dieses Thema orientierte Untersuchungen sind nach ausführlicher Literaturrecherche

bisher nicht vorzuweisen.

Nach SU5416-Applikation stagnierte der Zellwert von VEGF-inkubierten Zellen für

beide Inkubationszeiten mit jeweils 94 % bzw. 95 % Zellproliferation auf Kontrollniveau

(p = 0,17/p = 0,237, siehe Tabelle 4.2 und Diagramm 4.3). Im Vergleich zur alleinigen

VEGF-Wirkung zeigte sich anfangs (72 Stunden) eine hoch signifikante, in der verlän-

gerten Versuchsdauer eine äußerst signifikante Reduktion der Zellproliferation (siehe

Diagramm 4.9). Demnach besitzt SU5416 die Potenz, VEGF-proliferationsfördernde Ef-

fekte vollständig zu inhibieren. SU5416 gilt als ein selektiver VEGFR-2-Inhibitor. Durch
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seine Inhibitionskraft erscheint der VEGFR-2 maßgeblich in den Prozess der Zellprolife-

ration involviert. Es existieren allerdings Hinweise auf eine gleichzeitige Hemmung des

VEGFR-1 [1, 113, 48, 69]. Dies gibt Anlass zur Vermutung, dass auch der VEGFR-1 ei-

ne Rolle in der Zellproliferationsregulierung humaner RPE-Zellen spielen könnte. Neben

dem VEGFR-2 ist seine Beteiligung bereits an der Migration VEGF-stimulierter HUVE

Zellen belegt [70].

Nach SU5416-Applikation erzielten überraschenderweise bFGF-inkubierte Zellen nur

noch eine 1,5-fache Stimulierung im Vergleich zur Kontrollgruppe (157 %, p < 0,001,

siehe Tabelle 4.2 und Diagramm 4.3). Die durch bFGF maximal induzierte 2,5-fache

Zellproliferation (253 %, p < 0,001, siehe Tabelle 4.1 und Diagramm 4.1) wurde nach

SU5416-Präinkubation äußerst signifikant reduziert (siehe Diagramm 4.10). Dieser in-

hibitorische Effekt war allerdings nur zeitverzögert (144 Stunden) zu beobachten. Er

könnte ein Hinweis darauf sein, dass SU5416 nicht selektiv an VEGF-Rezeptoren agiert.

Fong et al. widerlegten jedoch diesen Aspekt. So wurden Rezeptor-Tyrosinkinasen an-

derer Wachstumsfaktoren wie EGF, IGF oder bFGF selbst bei Konzentrationen von 100

µM nicht affektiert [40].

Untersuchungen von Guerrin et al. untermauern ein anderes Erklärungsmodell. In

vitro verwiesen die Autoren auf eine durch VEGF induzierte Expression des FGFR-1

in RPE-Zellen, die eine erhöhte Sensitivität zu bFGF ermöglichte [57]. Möglicherweise

triggerte endogen synthetisiertes VEGF durch eine Upregulation der bFGF-Rezeptoren

zeitverzögert die durch bFGF vermittelte Zellproliferation, wodurch ein synergistischer

Effekt realisiert wurde. Durch eine entsprechende Inhibierung von endogenem VEGF

ging diese additive Wirkung verloren und resultierte in einer verminderten Zellprolife-

ration. Warum endogenes VEGF an Zellen der Kontrollgruppe mit oder ohne SU5416-

Präinkubation keine signifikante Veränderung der Zellproliferation zeigte, lässt sich damit

erklären, dass keine ausreichenden Konzentrationen errreicht wurden, um suffizient die

Zellproliferation in vitro zu beeinflussen (siehe Diagramm 4.3). Dieses Modell kann auf

weitere Ergebnisse dieser Studie übertragen werden.

Die kombinierte VEGF- und bFGF-Wirkung konnte durch den Einsatz von SU5416

anfangs (72 Stunden) signifikant (p = 0,018), zeitverzögert (144 Stunden) äußerst si-
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gnifikant (p < 0,001) inhibiert werden (siehe Diagramm 4.11). Die Signifikanz nach 72

Stunden konnte nach Durchführung der Bonferroni-Korrektur nicht bestätigt werden. Im

Vergleich zur Kontrollgruppe wurden nur noch 164 % bzw. 152 % Zellproliferation (jeweils

p < 0,001) erreicht (siehe Tabelle 4.2 und Diagramm 4.3). Es wäre denkbar, dass SU5416

endogenes wie auch exogenes VEGF inhibierte und somit einen reduzierten Triggeref-

fekt auf bFGF ausübte. Die fehlende Interaktion beider Wachstumsfaktoren resultierte

folglich in einer reduzierten Zellproliferation, die hauptsächlich zeitverzögert zum Tragen

kommt.

5.3.4 Wirkungsmodulation durch SU5402

Im Gegensatz zu aFGF besitzt bFGF die Fähigkeit, die Zellpoliferation humaner RPE-

Zellkulturen zeit- und dosisabhängig in vitro zu stimulieren [120]. Ferner muss der Wachs-

tumsfaktor maßgeblich in dem pathophysiologischen Verständnis multipler okulärer Er-

krankungen berücksichtigt werden. Die vorliegende Studie sollte die Möglichkeit zur In-

hibierung oder Modulierung bFGF-assoziierter Effekte thematisieren.

Da FGFR-1 eine hohe Bindungsaffinität zu bFGF besitzt, kam der spezifische FGFR-

1-Blocker SU5402 zur Anwendung. SU5402 charakterisiert einen synthetisierten Tyro-

sinkinaseinhibitor, der nach Zellpenetration um die intrazelluläre ATP-Bindungsdomäne

des katalytischen Kerns des FGF-Rezeptors konkurriert und deren Autophosphorylie-

rung inhibiert. Weiterhin wird er als schwacher Hemmstoff des PDGF-Rezeptors ver-

standen [97]. Mögliche durch SU5402 provozierte Interaktionen im okulären Zellsys-

tem, insbesondere im RPE, sind in der Literatur nur vereinzelt diskutiert worden. Durch

seinen Einsatz an einer humanen RPE-Zelllinie (ARPE19) gelang Rosenthal et al. der

Nachweis, dass zwei unterschiedliche Signaltransduktionswege für FGFR-1 und -2 exis-

tieren [116]. Wormstone et al. demonstrierten seine Inhibitionskraft auf die Zelldichte

und bFGF-Sekretion humaner Linsenzellen in vitro. Die Autoren verdeutlichten die In-

volvierung einer FGFR-1-Aktivierung in das Zellwachstum, so dass bFGF als autokriner

Regulator verstanden werden kann [142].
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Im Hinblick auf diese Ergebnisse verfolgte die vorliegende Studie die Frage, ob auch

Auswirkungen auf durch VEGF und/oder bFGF induzierte, proliferationsfördende Effekte

humaner RPE-Zellen zu erwarten sind.

Die Präinkubation mit SU5402 ermöglichte, zeitabhängig potenziert, eine signifikante

(72 Stunden) bzw. äußerst signifikante (144 Stunden) Inhibierung der bFGF-Wirkung im

Bezug zum alleinigen bFGF-Wachstum (siehe Diagramm 4.10). Im Vergleich zur Kon-

trollgruppe konnte dennoch eine hoch signifikante (119 %, p < 0,01, 72 Stunden) bzw.

äußerst signifikante (126 %, p <0,001, 144 Stunden) Proliferationsstimulierung beob-

achtet werden (siehe Tabelle 4.3, Diagramm 4.5). Im Gegensatz zur maximal erzielten

bFGF-Wirkung von 253 % Zellproliferation (144 Stunden, siehe Diagramm 4.1) wurden

nur noch 126 % (144 Stunden, siehe Diagramm 4.5) erreicht. Dies belegt, dass ei-

ne FGFR-1-Inhibition die bFGF-abhängige Zellproliferationsstimulierung humaner RPE-

Zellen zeitabhängig reduzieren kann. FGFR-1 ist somit maßgeblicher Bestandteil des

Signalweges, der die Zellproliferation humaner RPE-Zellen reguliert. Eine vollständige

Inhibierung wurde nicht erzielt. Ursächlich wären neben der FGFR-1-Aktivierung die Be-

teiligung zusätzlicher Regulationsmechanismen oder eine unzureichende Konzentrati-

onsapplikation des Blockers zu diskutieren.

Als FGFR-1-Inhibitor übte SU5402 auch auf VEGF-behandelte Zellen einen wachs-

tumshemmenden Effekt aus. Dieser setzte zeitverzögert nach 144 Stunden Inkubation

ein und reduzierte die Zellproliferation von 199 % auf 133 % hinsichtlich des relativen

Wachstums (siehe Diagramm 4.1 und 4.5). Im Vergleich zur alleinigen VEGF-Wirkung

war eine zeitverzögerte hoch signifikante Zellproliferationsreduktion erkennbar (p < 0,01,

siehe Diagramm 4.9). Folglich muss die Selektivität des Rezeptorblockers überdacht

werden. Diesbezüglich dokumentierten Mohammadi et al., dass SU5402 als ein selek-

tiver FGFR-1-Inhibitor die Tyrosinkinaseaktivität des Insulin- und EGF-Rezeptors nicht

tangieren kann [97]. Ob Interaktionen mit einem VEGF-Rezeptor existieren, wurde in

der Literatur bis dato nicht diskutiert.

Einen anderen Erklärungsansatz liefern in vitro Untersuchungen von Stavri et al. und

Tsai et al., die bFGF die Fähigkeit zuschrieben, die VEGF-Expression an humanen

Tumor- sowie glatten Muskelzellen potenzieren zu können [127, 135]. Auch an ande-
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ren Zelltypen ist dies belegt worden. An einer RPE-Zellkultur wurde, durch bFGF in-

duziert, eine gesteigerte VEGF-Sekretion mittels aktivierter neurosensitiver L-Typ Ca2+

Kanäle demonstriert. Die erhöhte intrazelluläre Calcium-Konzentration triggerte folglich

die VEGF-Freigabe [116]. Weiterhin zeigte sich an retinalen Kapillarendothelzellen, dass

bFGF die VEGFR-2-mRNA-Expression zeit- und dosisabhängig sowie die VEGF-Gen-

expression stimulieren kann. In diesen Prozess schienen die Proteinkinase C und der

MAP-Kinase-Weg involviert [60]. Diese Ergebnisse können hypothetisch auf die vorlie-

gende Studie übertragen werden. Möglicherweise inhibierte die Addition des Rezep-

torblockers zeitverzögert endogen synthetisiertes bFGF und somit den additiven Effekt

zwischen beiden Wachstumsfaktoren. Die fehlende Upregulation der VEGF-Expression

und/oder Sekretion und seiner Rezeptoren zeigte sich in einer verminderten VEGF-

Wirkung auf die Zellproliferation. Die endogene bFGF-Konzentration schien dagegen

zu gering zu sein, um direkt proliferationsfördende Effekte auslösen zu können. So wur-

den die Kontrollgruppen mit und ohne SU5402-Präinkubation nicht tangiert (siehe Dia-

gramm 4.5).

Diese Hypothese bestätigt sich durch weitere Ergebnisse. SU5402 inhibierte ebenso

den proliferationsfördernden Effekt durch die Kombination von VEGF und bFGF. Für bei-

de Inkubationszeiten wurde, wenn auch äußerst signifikant, nur noch eine ca. 1,5-fache

Stimulation im Vergleich zur Kontrollgruppe erzielt (143 %/ 149 %, jeweils p < 0,001, sie-

he Tabelle 4.3 und Diagramm 4.5). Bezogen auf das absolute, kombinierte Wachstum

von VEGF und bFGF war jeweils eine äußerst signifkante Inhibierung sichtbar (siehe

Diagramm 4.11). SU5402 blockierte demnach endogen und exogen vorhandenes bFGF

und inhibierte zusätzlich den auf VEGF ausgeübten Triggereffekt. Bezogen auf die kom-

binierte Anwendung von VEGF und bFGF agierte SU5402 mit 143 % bzw. 149 % Zell-

proliferation (siehe Diagramm 4.5) leicht potenter als SU5416 mit 164 % bzw. 152 %

Zellproliferation (siehe Diagramm 4.3).
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5.3.5 Wirkungsmodulation durch die kombinierte Anwendung von SU5416 und

SU5402

Hinsichtlich der gemeinsamen Präinkubation von SU5416 und SU5402 wurde die Frage

verfolgt, ob ein möglicher synergistischer inhibitorischer Effekt auf die Zellproliferation

humaner RPE-Zellen existiert. Die bestehende Literatur lieferte diesbezüglich keinen

Hinweis.

Die kombinierte Applikation beider Rezeptorblocker erlaubte keine signifikante Stimu-

lation der Zellproliferation. Unabhängig von der Inkubationszeit oder zuvor applizierten

Wachstumsfaktoren stagnierte der Zellwert für alle Versuchsreihen auf Kontrollniveau

(siehe Tabelle 4.4 und Diagramm 4.7). Im Vergleich zum kombinierten, relativen Wachs-

tum nach Applikation beider Wachstumsfaktoren (190 % /313 % Zellproliferation, siehe

Diagramm 4.1) konnten nur noch 98 % /97 % Zellproliferation erreicht werden (siehe

Diagramm 4.7). Bezogen auf das absolute kombinierte Wachstum von VEGF und bFGF

wurden für beide Versuchszeiten eine äußerst signifikante Inhibierung erzielt (jeweils

p <0,001, siehe Diagramm 4.11). Die kombinierte Anwendung beider Rezeptorblocker

schaltete demnach, endogen und/oder exogen induzierte synergistische Effekte zwi-

schen VEGF und bFGF aus und bestätigte die Existenz einer additiven Wechselwir-

kung. Erneut wird die Beteiligung des VEGFR-2 und FGFR-1 an der Zellproliferationsre-

gulation humaner RPE-Zellen belegt. Diese Aspekte werden zusätzlich durch folgende

Ergebnisse unterstrichen. Der alleinigen Präinkubation mit SU5402 gelang keine voll-

ständige Inhibierung des proliferationsfördernden bFGF-Effekts (siehe Diagramm 4.5).

Erst durch die kombinierte Applikation mit dem VEGFR-2-Inhibitor konnte eine komplette

proliferationshemmende Wirkung erzielt werden (siehe Diagramm 4.7). Wie oben bereits

beschrieben, kommen zwei Erklärungsansätze in Betracht. Zum einen geht durch die

Blockade endogen synthetisierten VEGFs ein positiver Triggereffekt auf bFGF verloren.

Zum anderen kann endogen blockiertes VEGF nicht, durch bFGF induziert, upreguliert

werden. Letzlich ergibt sich die Frage, welches Erklärungsmodell in vivo zum Tragen

kommt. Die vorliegende Studie kann diesbezüglich keine Aussage treffen.
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5.3.6 Morphologische Modifikationen

Nachweislich fördert bFGF nicht nur die zelluläre Proliferation und Migration, sondern

beeinflusst auch deren Morphologie. Bovine korneale Endothelzellen verloren nach ei-

ner in vitro Behandlung mit bFGF ihre hexagonale bis polygonale Form zugunsten einer

langgestreckten, fibroblastenähnlichen Form mit zarten Zytoplasmaausläufern [50, 55].

RPE-Zellen von Molchen zeigten nach bFGF-Inkubation die Ausbildung von langge-

streckten, neuronenähnlichen Fortsätzen sowie einen Melaningranulaverlust [95]. Ferner

gelten RPE-Zellen als postmitotisch, so dass die Proliferation in vitro einen atypischen

Zustand darstellt. Dabei besteht die Möglichkeit, dass die Zellen dedifferenzieren und

ihre ursprünglichen Merkmale verlieren. Solche Dedifferenzierungsvorgänge manifestie-

ren sich in morphologischen Zellveränderungen, so dass Zellen höherer Passagen und

zunehmenden Alters einem fibroblastoiden Phänotyp entsprechen [136]. Der Verlust ih-

rer Pigmentierung ist bei Erreichen der Zellkonfluenz ebenso beschrieben [54].

Auch die Wahl der Mediumkomponenten, des Serums sowie deren Konzentrationen

haben nachweislich einen entscheidenen Einfluss auf die Vitalität, Morphologie und

Wachstum der Zellen. Bei einer Reduktion des Serumanteils müssen zelluläre Verän-

derungen in Betracht gezogen werden, die die Morphologie, den Karyotyp oder auch

Oberflächenmarker betreffen. Dies ist für die vorliegende Studie insofern relevant, da

bei Beginn der Versuchsansätze der FCS-Serumanteil auf 0,1 % reduziert wurde. O. g.

Veränderungen werden durch die in Kapitel 4.1 und 4.2 dokumentierten Beobachtungen

bestätigt. Diese können auch auf die Wirkung von VEGF übertragen werden, allerdings

in geringerer Ausprägung. Außerdem waren morphologische Modifikationen trotz Appli-

kation der jeweiligen Rezeptorblocker (SU5416/SU5402) auffällig.
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5.4 Schlussfolgerung

Die vorliegende experimentelle Studie ist hinsichtlich des Proliferationsverhaltens hu-

maner RPE-Zellen sowie methodischer Strukturen mit den Daten anderer Autoren ver-

gleichbar. Mit Hilfe der statistischen t-Test-Analyse für zwei unabhängige Stichproben

sowie der multiplen Testung unter Anwendung der Bonferroni-Korrektur wurde für

VEGF und bFGF signifkant nachgewiesen, dass beide als potente, zeitabhängige Sti-

muli der RPE-Zellproliferation verstanden werden können. BFGF konnte dabei eine stär-

kere Wirkung zugeschrieben werden. Korrespondierend zu den Ergebnissen bereits

existierender Studien bestätigte sich eine synergistisch mitogene Aktivität zwischen bei-

den Wachstumsfaktoren in vitro. Die Applikation beider Rezeptorblocker (SU5416 bzw.

SU5402) verdeutlichte deren Inhibitionspotential, VEGF- und/oder bFGF-induzierte pro-

liferationsfördernde Effekte signifikant zu reduzieren und stellt einen Ansatzpunkt zur

therapeutischen Intervention dar. SU5402 agierte hierbei potenter als SU5416. Ferner

konnte die maßgebliche Beteiligung von VEGFR-2 sowie FGFR-1 an der Zellproliferati-

onsregulierung humaner RPE-Zellen in vitro belegt werden.

Trotz Selektivität zeigten beide Rezeptorblocker Interaktionen mit Zellen, die mit dem

jeweils anderen Wachstumsfaktor inkubiert wurden. Ein Erklärungsmodell hierfür bietet

die Vorstellung, dass im Rahmen der additiven Wechselwirkung zwischen VEGF und

bFGF die Upregulation des einen Wachstumsfaktors durch den jeweils anderen, endo-

gen synthetisierten, realisiert wird. Deren Inhibierung resultierte folglich in einem Verlust

des Triggereffekts mit reduzierter Zellproliferation. Die vorliegenden Ergebnisse geben

Hinweis darauf, dass neben VEGF auch bFGF die Fähigkeit besitzt, den jeweils anderen

Wachstumsfaktor in vitro triggern zu können. Diese Assoziation wurde auch an anderen

Zellkulturmodellen diskutiert [57, 127, 135, 116, 60].

Aufgrund des Studiendesigns und Versuchsaufbaus dieser Arbeit konnte keine Verifi-

zierung der molekularen Mechanismen vorgenommen werden, die eine Aufschlüsselung

der zu Grunde liegenden intrazellulären Signalwege an RPE-Zellen erlaubt. Diesbezüg-

lich bleibt unbeantwortet, ob ein zwischen VEGF und bFGF existierender Synergismus

in Form eines wechselseitigen Triggereffekts über eine gesteigerte Expression/Sekretion
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der Wachstumsfaktoren und ihrer Rezeptoren und/oder eine modifizierte Rezeptoraffini-

tät reguliert wird. Unter Berücksichtigung, dass in vitro Untersuchungen nicht unmittel-

bar auf den menschlichen Organismus übertragen werden können, repräsentiert die

vorliegende Studie nur einen Teil der Regulationsmechanismen humaner RPE-Zellen in

Anwesenheit von VEGF und bFGF im Hinblick auf das Proliferationsverhalten. Zur wei-

teren Verifizierung des Einflusses beider Wachstumsfaktoren auf das okuläre retinale

Zellsystem sind zusätzliche Studien angeraten, welche die komplexen zellulären sowie

molekularen Mechanismen analysieren.
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6 Zusammenfassung

Das menschliche retinale Pigmentepithel (RPE) umfasst in vivo ein amitotisches Zell-

gewebe. Pathologische Prozesse resultieren in einer RPE-Zellaktivierung, die sich als

Zellproliferation präsentiert. Wachstumsfaktoren wie VEGF und bFGF initiieren und mo-

dulieren dabei maßgeblich die Zellproliferation von RPE-Zellen in vitro und in vivo. Wäh-

rend hinreichend Belege existieren, dass beide Wachstumsfaktoren bedeutsame Me-

diatoren okulärer Erkrankungen darstellen, werden die zu Grunde liegenden, zellulären

Mechanismen nur unzureichend verstanden.

Die vorliegende experimentelle Arbeit fokussierte die Regulationsmechanismen von

RPE-Zellen in Anwesenheit beider Wachstumsfaktoren bezüglich des Proliferationsver-

haltens in vitro. Den Schwerpunkt stellte die Differenzierung möglicher Interaktionen zwi-

schen VEGF und bFGF sowie potentieller Inhibitionskräfte spezifischer Rezeptorblocker

(SU5416/SU5402) dar.

Als Versuchsmaterial dienten humane RPE-Zellen erster Passage in der Zellkultur. Die

Beurteilung der Wirkungsmodulationen entsprechender Agenzien erfolgte zeitabhängig

über die Berechnung der Zellproliferation mittels Zellzählung.

Die Basisdaten der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des Studiendesigns, applizierter

Additiva und deren Konzentrationsangaben sind mit Studien anderer Autoren vergleich-

bar.

Durch die Anwendung des t-Tests für zwei unabhängige Stichproben sowie im Rah-

men der multiplen Testung unter Anwendung der Bonferroni-Korrektur konnte signifi-

kant belegt werden, dass VEGF und bFGF die Proliferation humaner RPE-Zellen in vitro

zeitabhängig stimulieren und regulieren. BFGF konnte dabei die stärkere Wirkung zu-

geschrieben werden. Ferner lieferten die Ergebnisse Hinweise für die Existenz eines

synergistisch mitogenen Effektes zwischen beiden Wachstumsfaktoren.
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6 Zusammenfassung

Mittels Präinkubation konnten die Rezeptorblocker SU5416 bzw. SU5402 die,

VEGF- bzw. bFGF-assoziierten, proliferationsfördernden Effekte in vitro zeitabhängig si-

gnifikant reduzieren. Eine auf Kontrollniveau stagnierende Zellproliferation wurde durch

den kombinierten Einsatz beider Inhibitoren vermittelt. Dies könnte als Ansatzpunkt für

die Entwicklung alternativer Behandlungsstrategien okulärer Pathologien verstanden

werden, in denen VEGF und/oder bFGF involviert sind. Möglicherweise stellt die phar-

makologische Intervention mittels synthetischer Agenzien wie SU5416 oder

SU5402 einen therapeutischen Vorteil oder eine Ergänzung gegenüber herkömmlichen

Therapieoptionen dar.

Neben ihrer spezifischen Inhibitionskraft zeigten beide Rezeptorblocker eine unselek-

tive Wirkung auf Zellen, die mit dem jeweils anderen Wachstumsfaktor inkubiert wurden.

Ein Erklärungsmodell für dieses beobachtete Phänomen basiert auf der Vorstellung,

dass die synergistische Wirkung zwischen VEGF und bFGF über einen wechselseitigen

Triggereffekt realisiert wird, an dem endogen synthetisierte wie auch exogene Wachs-

tumsfaktoren beteiligt sind. Welche intrazellulären und molekularen Mechanismen hier-

bei zu Grunde liegen, kann die vorliegende Arbeit nicht verifizieren. Unter Berücksichti-

gung bereits existierender Studien kann eine wechselseitige Upregulation über eine ge-

steigerte Sekretionsmenge und/oder vermehrte Expression des Wachstumsfaktors und

seines Rezeptors sowie modifizierte Rezeptoraffinitäten vermutet werden.

Die vorliegenden Ergebnisse könnten dazu beitragen, die komplexen, in vivo existie-

renden Interaktionen verschiedener Wachstumsfaktoren im Rahmen okulärer Patholo-

gien besser zu verstehen und einen Bruchteil eines umfassenden Netzwerkes widerzu-

spiegeln.

Hierbei ist zu beachten, dass das Zellverhalten in vitro von dem in vivo differiert, da

in Zellkulturen multiple Faktoren das Resultat beeinflussen können. Weiterführende Un-

tersuchungen müssen dahin zielen, die proliferationsinhibitorischen Kapazitäten synthe-

tischer Agenzien wie SU5416 und SU5402 auf die in vivo Situation zu übertragen und

zu optimieren. Ferner sollte ein Fokus künftiger Studien die Evaluierung und Quantifi-

zierung beteiligter Signaltransduktionswege, molekularer Mechanismen und möglicher

Regulationssysteme im okulären retinalen Zellsystem sein.
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Abkürzungsverzeichnis

Maßeineiten:

°C Grad Celsius, Maßeinheit Temperatur

d dies, Tag, Maßeinheit Zeit

h hora, Stunde, Maßeinheit Zeit

kDa Kilodalton, Maßeinheit Molekulargewicht

l Liter, Maßeinheit Volumen

M Molar, Maßeinheit Stoffmengenkonzentration

mM Millimolar, Maßeinheit Stoffmengenkonzentration

mg Milligramm, Maßeinheit Masse

min Minute, Maßeinheit Zeit

ml Milliliter, Maßeinheit Volumen

mm Millimeter, Maßeinheit Länge

µg Mikrogramm, Maßeinheit Masse

µl Mikroliter, Maßeinheit Volumen

µM Mikromolar, Maßeinheit Stoffmengenkonzentration

ng Nanogramm, Maßeinheit Masse

pH potentia Hydrogenii, pH-Wert, negativer dekadischer Logarith-

mus der Wasserstoffionenkonzentration

U Unit, Maßeinheit für enzymatische Aktivität
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Abkürzungen in alphabetischer Reihenfolge:

AMD altersabhängige Makuladegeneration

AS Aminosäuren

bzw. beziehungsweise

CFH Complement Factor H, Komplementfaktor H

CNTF Ciliary Neurotrophic Factor, Ziliarer Neurotrophischer Wachs-

tumsfaktor

CNV chorioidale Neovaskularisation

CO2 chemische Formel für Kohlendioxid

d. h. das heißt

DNA Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure

EGF Endothelial Growth Factor, Endothelialer Wachstumsfaktor

ERK Extracellular Signal Regulated Kinase, extrazellulär regulierte

Kinase

et al. et alii bzw. et aliae, und andere

FasL CD95 Apoptosis Receptor Ligand, Ligand für den Apoptoserezeptor

Fas

FCS Fetal Calf Serum, fetales Kälberserum

FGF Fibroblast Growth Factor, Fibroblastenwachstumsfaktor

FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor, Fibroblastenwachstumsfak-

torrezeptor

GDP Guanosindiphosphat

ggf. gegebenenfalls

GTP Guanosintriphosphat

HIF Hypoxia Inducible Factor, hypoxieinduzierter Faktor

HGF Hepatocyte Growth Factor, Hepatozytenwachstumsfaktor

IFN Interferon

IgG, IgM, IgA Immunglobuline

IGF Insulin Like Growth Factor, insulinähnlicher Wachstumsfaktor
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IL-1 bis 18 Interleukin-1 bis -18, Zytokine, von Leukozyten sezernierte

Kommunikationsproteine

KGF Keratinocyte Growth Factor, Keratinozytenwachstumsfaktor

LDGF Lens Epithelium Derived Growth Factor, vom Linsenepithel ge-

bildeter Wachstumsfaktor

MAP-Kinase mitogen aktivierte Proteinkinase

MHC Major Histocompatibility Complex, Haupthistokompatibilitäts-

komplex

MIF Migrationsinhibierender Faktor

mRNA messenger Ribonucleic acid, messenger Ribonukleinsäure

NO chemische Formel für Stickstoffmonoxid

o. g. oben genannt

paVK periphere arterielle Verschlusskrankheit

PDGF Platelet Derived Growth Factor, von Blutplättchen freigesetzter

Wachstumsfaktor

PEDF Pigment Epithelium Derived Factor, neurotrophes, neuropro-

tektives und antiangiogenes Protein des Pigmentepithels

PDR proliferative diabetische Retinopathie

PKC Proteinkinase C

PlGF Placental Growth Factor, plazentarer Wachstumsfaktor

PVR proliferative Vitreoretinopathie

Raf Rapidly Growing Fibrosarcoma, Proteinkinase des MAP-

Kinase-Wegs

Ras Rat Sarcoma, Proto-Onkogen, Proteinkinase des MAP-Kinase-

Wegs

RPE retinales Pigmentepithel

SD standard deviation, Standardabweichung

TGF Transforming Growth Factor, Transformierender Wachstums-

faktor

TIMP-3 Tissue Inhibitor Matrix Protease 3, Protease-3-Inhibitor
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TNF Tumor Necrosis Factor, Tumor Nekrose Faktor

TPO Thrombopoeitin

u. a. unter anderem

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor, Vaskulärer Endothelialer

Wachstumsfaktor

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor, Rezeptor für den

Vaskulären Endothelialen Wachstumsfaktor

VPF Vaskulärer Permeabilitätsfaktor

vs. versus

z. B. zum Beispiel
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