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Einleitung

1 Einleitung

Die diabetische Retinopathie ist die haufigste durch mikrovaskuldre Schédigung bedingte
Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus. In Industrielandern stellt sie die Hauptursache fir neu
auftretende Erblindung von Erwachsenen im erwerbstatigen Alter dar (Clermont et al., 2006)
und betrifft 50-70 % aller Patienten nach mehr als 10-jahriger Diabetesdauer (Klein et al.,
1998). Die Gefahr der Erblindung kann zwar durch optimale Blutzuckereinstellung, regelmaRige
ophthalmologische Kontrollen und rechtzeitige Therapie mittels Laser eingeddmmt, letztendlich
aber nicht vollig gebannt werden. Eine zufriedenstellende, gering invasive Therapie der

diabetischen Retinopathie existiert bislang nicht.

1.1  Epidemiologie der diabetischen Retinopathie

Die epidemiologischen Daten zur diabetischen Retinopathie variieren je nach Diabetestyp.

1.1.1 Typ 1 Diabetes mellitus

Die Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy (WESDR) stellt eine Prévalenz von
ca. 95 % nach 15 bis 20-jahriger Diabetesdauer fest, eine proliferative Retinopathie entwickeln
nach 20 Jahren Diabetes mellitus Uber 50 % der Betroffenen (Klein et al., 1984a). Mittels
Fundusphotographie wurde in der Diabetes Control and Complication Trial (DCCT) eine
Retinopathie bei 44,4 % der Patienten mit weniger als 5 Jahren Diabetesdauer ermittelt
(Malone et al., 2001). AuBerdem findet sich nach 15-jahriger Diabetesdauer bei bis zu 15 % der
Patienten eine diabetische Makulopathie (Klein et al., 1995).

1.1.2 Typ 2 Diabetes mellitus

Bei 36 % der Typ 2 Diabetiker besteht bei Diagnosestellung bereits eine diabetische
Retinopathie (UKPDS Group, 1998). Nach 15 bis 20-jahriger Diabetesdauer findet sich bei 50
% der Betroffenen ohne Insulinbehandlung und bei 80 % der Patienten mit einer
Insulinbehandlung eine diabetische Retinopathie (Klein et al., 1984b). Eine Makulopathie zeigt
sich bei 25 % nach mehr als 15-jahriger Diabetesdauer (Klein et al., 1995).

1.2  Klinisches Bild und Stadieneinteilung der diabetischen Retinopathie
Die vaskuldren Verénderungen bei der diabetischen Retinopathie entwickeln sich schleichend.
Alltagsrelevante Symptome treten erst in weit fortgeschrittenen Stadien der Netzhauterkrankung

auf. Eine  fruhzeitige Diagnose  ist  daher  von besonderer  Bedeutung.
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Erstes morphologisches Zeichen der diabetischen Retinopathie ist der Verlust von Perizyten,
gefolgt von der Ausbildung von azellularen Kapillaren, der Entstehung von Mikroaneurysmen
und der Verdickung der Basalmembran. Spater kommt es zu Kapillarverschliissen und retinaler
Ischédmie, die eine Hypoxie-induzierte Neovaskularisierung nach sich ziehen kann. In jedem
Stadium kann es durch eine erhdhte Gefadlpermeabilitat zu einem Zusammenbruch der Blut-
Netzhautschranke mit nachfolgendem Makulaédem kommen (Hammes, 2005).

Man unterscheidet eine nichtproliferative (NPDR) von einer proliferativen diabetischen
Retinopathie (PDR) sowie die diabetische Makulopathie. Tabelle 1 zeigt die Stadieneinteilung
nach den Leitlinien der Deutschen Diabetes Gesellschaft, den ophthalmologischen Befund und
die entsprechenden Therapieempfehlungen bei diabetischer Retinopathie und diabetischem
Makulaédem (Hammes et al., 2008).

Tab. 1: Stadieneinteilung, ophthalmologischer Befund und Therapie
Modifiziert nach (Hammes et al., 2008).

Stadium ophthalmologischer Befund ophthalmologische Therapie

1.1 nichtproliferative diabetische Retinopathie

milde Form Mikroaneurysmen keine Laserkoagulation

maRige Form zusatzlich einzelne intraretinale keine Laserkoagulation
Blutungen, perlschnurartige Venen
(vendse Kaliberschwankungen)

schwere Form ,»4—2-1-Regel“ > 20 einzelne Laserkoagulation nur bei
Mikroaneurysmen, intraretinale Risikopatienten
Blutungen in 4 Quadranten oder
perlschnurartige Venen
in 2 Quadranten oder intraretinale
mikrovaskulare Anomalien

1.2 proliferative diabetische Retinopathie

Papillenproliferation; papillenferne  Laserkoagulation
Proliferation

Glaskorperblutung Laserkoagulation, wenn mdglich;
Netzhautablésung sonst eventuell Vitrektomie

2. diabetische Makulopathie

2.1 fokales Makulatdem punkt- / fleckférmige Zone(n) von  keine Laserkoagulation

Odem, harten Exsudaten
oder intraretinalen Blutungen am
hinteren Pol
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wie oben, jedoch makulanah gezielte Laserkoagulation
visushbedrohende Sonderform =
klinisch signifikantes Makuladdem

2.2 diffuses Makuladdem ausgedehntes Odem der Makula nur in Ausnahmefallen
und dariber hinaus gitterférmige Laserkoagulation
mit harten Exsudaten und
intraretinalen Blutungen

2.3 ischdmische Makulopathie Diagnose durch keine Therapie mdglich
Fluoreszenzangiografie: Untergang
des perifoveolaren Kapillarnetzes

1.3  Pathogenetische Faktoren der diabetischen Retinopathie

Neben arterieller Hypertonie (Klein et al., 1989) und hormonellen Umstellungsphasen (Danne et
al., 1997; Klein et al., 1990) ist die chronische Hyperglykamie (UKPDS Group, 1998) ein
gesicherter kausaler Faktor der diabetischen Mikroangiopathie. Der hyperglykdmische
GefaRschaden wird durch verschiedene pathobiochemische Mechanismen hervorgerufen
(Brownlee, 2001).

1.3.1 Polyolstoffwechsel -Weg

Die Aldose-Reduktase, das erste Enzym im Polyolstoffwechsel, hat unter physiologischen
Bedingungen eine geringe Affinitat zu Glukose. Unter hyperglykamischen Situationen kommt es
zur Aktivierung des Enzyms, wodurch unter NADPH-Verbrauch Sorbitol gebildet wird. Die
Sorbitoldehydrogenase wiederum oxidiert Sorbitol unter Bildung von NADH zu Fruktose. Zu
den Konsequenzen, die sich aus der verstarkten Sorbitolbildung ergeben, zéhlen unter anderem
ein Sorbitol induzierter osmotischer Stress fur die Zellen, eine verringerte Na+/K+-ATPase
Aktivitat, ein erhohter cytosolischer NADH/NAD+ Quotient und ein Abfall des cytosolischen
NADPHs.

Aktuelle Studien deuten jedoch auf einen geringen Stellenwert des Aldose-Reduktase-Weges
bei der Pathogenese der diabetischen Retinopathie hin. So seien die genannten Verénderungen
nicht ausgeprégt genug beziehungsweise konnen auch durch andere Mechanismen hervorgerufen

werden (Brownlee, 2001).

1.3.2 Advanced Glycation Endproducts (AGES)
In diabetischen Retinagefélien finden sich erhéhte Spiegel an Advanced Glycation Endproducts
(AGEs) (Stitt et al., 1997). Entscheidende Mechanismen bei der Bildung der AGEs sind die

intrazellulare Autooxidation von Glukose zu Glyoxal, der Abbau von Amadori-Produkten zu

10
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3-Deoxyglukoson und die Fragmentierung von Glyceraldehyd-3-Phosphat zu Methylglyoxal.
Diese reaktiven Dikarbonyle reagieren mit den Aminogruppen bestimmter intra- und
extrazellulérer Proteine letztendlich zu den AGEs (Thornalley, 1990; Wells-Knecht et al., 1995).
Die Zielzellen werden durch die AGEs (ber drei verschiedene Wege geschadigt. So verandern
die durch AGEs modifizierten intrazelluldaren Proteine ihre Funktion. Die extrazelluldren
Matrixkomponenten gehen eine veranderte Interaktion mit anderen Matrixkomponenten und
Matrix-Rezeptoren ein (Brownlee, 2001). Des Weiteren fiihrt die Interaktion von AGEs mit
AGE-Rezeptoren auf Makrophagen, Mesangial- und Endothelzellen zur verstarkten Synthese
von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und tiber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors

NF-kB indirekt zum programmierten Zelltod von Perizyten und zu einer verstarkte Expression

vom Vascular Endothelial Growth Factor (YYamagishi et al., 2002) .

1.3.3 Proteinkinase C

Hohe Blutglukosespiegel gehen mit einer vermehrten Bildung von Diacylglycerol (DAG) einher,
welches vor allem die Isoformen  und & der Proteinkinase C (PKC) aktiviert (Koya et al., 1998).
Die Aktivierung der PKC bringt durch die Beeinflussung der Expression von
Stickstoffmonoxidsynthethasen (eNOS), Endothelin 1 (ET1), Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), Transforming Growth Factor B (TGF-B), Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1
(PAI-1) und durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und der NADPH Oxidase
eine Reihe von pathogenetischen Folgen mit sich. Dazu zahlen veranderter Blutfluss, erhohte
GefaBpermeabilitat, Angiogenese, Kapillar- und GefaRkonstriktion sowie die vermehrte Bildung

von proinflammatorischen Faktoren (Brownlee, 2001).

1.3.4 Hexosaminstoffwechsel

Das vermehrte Einschleusen von Fruktose-6-Phosphat in den Hexosaminstoffwechsel kann
ebenfalls zu diabetischen Komplikationen fuhren. Durch die Glykosylierung des
Transkriptionsfaktors Sp-1 kommt es zu einer verstarkten Expression von TGF-p (Kolm-Litty et
al., 1998) und PAI-1, welches unter anderem zu Geféal3okklusionen beitragt (Du et al., 2000).

1.3.5 Oxidativer Stress

Als gemeinsame Grundlage der zelluldren Veranderungen beim Diabetes mellitus kann die
Hyperglykdmie-bedingte, vermehrte Bildung von Superoxiden in der mitochondrialen
Atmungskette angesehen werden (Giugliano et al., 1996). Die daraus folgende Inhibierung des

11
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Enzyms Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GADPH) fiihrt zu einem vermehrten
Einschleusen von Metaboliten in den Polyol- und Hexosaminstoffwechsel. AuRerdem kommt es
zu einer Aktivierung von PKC und Bildung von AGEs (siehe Abb. 1).

Die oben genannten Stoffwechselwege scheinen demnach Folge der Anhaufung von reaktiven

Sauerstoffradikalen und Superoxiden in der Atmungskette zu sein (Nishikawa et al., 2000).

NADPHy NADP NAy‘ NADH+
» Sorbitol T Fruktose T

Glukose T E—
Polyolstoffwechsel
Glukose-6-P ?
l Gln Glu
Fruktose-6-P 4 » Glukosamin-6-> + . upp-clcnac

Hexosaminstoffwechsel

NADH+ NAD

Glycerinaldehyd-3-P

NADH+
vf GAPDH | ¢ o, 4

NAD+ v Methylglyoxal T > AGEs T
1,3-Diphosphoglyzerat

v / DHAP T—» a-Glyzerol-P T" DAG T — PKCT

Proteinkinase C- Weg

AGE-Bildung

Abb. 1: Potentieller Mechanismus, durch den die Hyperglykamie-induzierte, mitochondriale Uberproduktion
von Sauerstoffradikalen die vier Wege hyperglykdmischer Schadigungen aktiviert.
Modifiziert nach (Brownlee, 2001).

Unter den zahlreichen Faktoren, die an der Pathogenese der diabetischen Retinopathie beteiligt

sind, scheint auch das Renin-Angiotensin-System (RAS) eine bedeutende Rolle zu spielen (siehe
Abb. 3) (Funatsu et al., 2003).

12
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Hyperglykamie
Y Y

Aktivierte biochemische Mechanismen —— RAS-Aktivierung

Polyol-
stoffwechselweg AGEs

< —>
Oxidativ? Stress 4:>—<:> PKC
\ Y

Zytokinnetzwerk

Y v v

Diabetische Retinopathie
Erhohte Gefapermeabilitdt  GefaRverschluss Neovaskularisierung

Abb. 2: Pathogenese der diabetischen Retinopathie

Neben verschiedenen anderen biochemischen Mechanismen wird auch das Renin-Angiotensin-System (RAS) durch
eine bestehende Hyperglykamie aktiviert. Folge ist die Herausbildung charakteristischer Eigenschaften der
diabetischen Retinopathie. Dazu zéhlen erhohte GefalRpermeabilitat, Gefalverschluss und Neovaskularisierung.
Modifiziert nach (Funatsu et al., 2003).

1.4  Das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System ist eines der phylogenetisch dltesten Hormon-Systeme und spielt
eine bedeutende Rolle bei der Regulation von Plasmavolumen, Osmolaritat und Blutdruck.
Tigerstedt und Bergmann entdeckten 1898 in der Niere eine blutdrucksteigernde Susbstanz und
bezeichneten diese als Renin. Dies legte den Grundstein fur die schrittweise Identifizierung der
gesamten zur Angiotensin 11-Synthese flihrenden enzymatischen Kaskade(de Gasparo et al.,
2000; Steckelings et al., 2005).

1.4.1 Komponenten

Am Anfang des Renin-Angiotensin Systems steht die Freisetzung des Hormons Renin, welches
aus Angiotensinogen Angiotensin | abspaltet. Dieses wiederum wird vom Angiotensin-
Konversions-Enzym in Angiotensin 11 umgewandelt. Angiotensin Il ist das Hauptwirkhormon
des Renin-Angiotensin System und interagiert im Wesentlichen mit 2 Rezeptoren, dem
Angiotensin Typ 1 (AT;) und Angiotensin Typ 2 (AT,) Rezeptor (de Gasparo et al., 2000) (siehe
Abb. 3).
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1.4.1.1 Angiotensin Typ 1 Rezeptor (ATi-Rezeptor)

Der AT;-Rezeptor gehort zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Er enthélt 359
Aminosduren, sein Gen liegt auf dem Chromosom 3 bei gq22. Die Bindung von Angiotensin Il
fuhrt zu einer Konformationsédnderung des Rezeptors, welche wiederum eine G-Protein
vermittelte Aktivierung von bestimmten Signalkaskaden herbeifiihrt. Wichtige Enzyme bei der
Signaltransduktion sind unter anderem die Phospholipasen C und A2, die Adenylatcyclase und
die spannungsabhangige Calciumkanale vom L- und T-Typ. Weitere AT;-Rezeptor gekoppelte
unabhéngig von G-Proteinen verlaufende Signaltransduktionswege sind der Ras-Raf-MAPK-
Signaltransduktionsweg und der JAK/STAT-Signalweg, der auch von vielen Zytokinen aktiviert
wird. Exprimiert wird der AT;-Rezeptor von den meisten Geweben, wie unter anderem in Herz,
Lunge, Leber, Niere, Prostata, GefaRen, im Gehirn und Auge (de Gasparo et al., 2000). Er ruft
die meisten der bislang von Angiotensin Il bekannten physiologischen Wirkungen hervor. Zu
den  klassischen  Funktionen  zdhlen die generalisierte  Vasokonstriktion,  die
Aldosteronfreisetzung aus der Nebennierenrinde sowie die Regulierung des Elektrolythaushaltes,
des Zellwachstums und der Proliferation (Otani et al., 2000; Suzuki et al., 2003; Aguilera et al.,
1996). Aulerdem ist der ATi-Rezeptor beteiligt an der Herausbildung arteriosklerotischer
Verénderungen, an der Pathogenese von Nierenerkrankungen und bei der Tumorgenese (Kim et
al., 2000; Gilbert et al., 2003).

1.4.1.2 Angiotensin Typ 2 Rezeptor (AT,-Rezeptor)

Der AT,-Rezeptor weist ebenfalls die fur die G-Protein gekoppelten Rezeptoren
charakteristischen sieben transmembrandren Domanen auf, zeigt aber nur eine 32-34-prozentige
Sequenziibereinstimmung mit dem AT;-Rezeptor. Ob der AT,-Rezeptor uber G-Protein-
Kopplung signalisiert, ist bis heute nicht eindeutig geklart. Er besteht aus 363 Aminosauren, das
codierende Gen liegt auf dem X Chromosom bei 22-9g23 (Wright et al., 2008). Die
Entschlisselung der Signalwege des AT,-Rezeptors erweist sich komplizierter als die des AT;-
Rezeptors. Die Stimulation des AT,-Rezeptors fiihrt zur Aktivierung verschiedener Protein-
Phosphatasen (mitogen-activated protein kinase phosphatase 1 (MKP-1), SH2 domain-
containing phosphatase (SHP-1) und protein phosphatase 2A (PP2A)), des NO/cGMP —Systems
und zur Stimulierung der Phospholipase C (Nouet et al., 2000). Im fetalen Gewebe dominiert der
AT,-Rezeptor. Postnatal sinkt seine Expression drastisch ab und beschrénkt sich auf ein paar
wenige Organe wie Gehirn, Herz, Niere, Myometrium, Nebennieren und Ovarien (Grady et al.,
1991; de Gasparo et al., 2000). Allerdings kommt es unter pathologischen Situationen,

insbesondere bei Prozessen mit Gewebszerstérungen, zu einer verstarkten Expression des AT,-
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Rezeptors (Steckelings et al., 2005). Der AT,-Rezeptor scheint ein Modulator wichtiger und
komplexer biologischer Programme zu sein, zu denen sich embryologische Entwicklung,
Zelldifferenzierung, Apoptose, Regulierung der Nierenfunktion und Blutdruck zéhlen lassen
(Carey et al., 2000; de Gasparo et al., 2000). In verschieden in vivo und in vitro Studien wurde
gezeigt, dass eine Stimulation des AT,-Rezeptors zu antiproliferativen Effekten fiihren kann
(Stoll et al., 1995; Meffert et al., 1996a; Fischer et al., 2001; Levy et al., 1996; Munzenmaier et
al.,, 1996). Zudem spielt der AT,-Rezeptor eine wichtige Rolle beim ,,Remodeling” von
kardiovaskuldaren Geweben nach einem Herzinfarkt oder Hypertonie (Wu et al., 2002, 2001).
Des Weiteren leistet der AT,-Rezeptor einen wichtigen Beitrag bei der Regeneration nach
Nervenschadigungen (Lucius et al., 1998; Rosenstiel et al., 2002; Iwai et al., 2004). So scheint
die in Studien beobachtete vermehrte Expression des AT,-Rezeptors nach einem Schlaganfall
(Makino et al., 1996; Li et al., 2005), nach Durchtrennung des Ischiasnervs (Gallinat et al., 1998;
Reinecke et al., 2003), bei Chorea Huntington oder Alzheimer (Ge et al., 1996) einen positiven

Einfluss auf die Nervenregeneration auszutben.

S

L ey

-l‘
AngIl

= Vasokonstriktion

= Na"-Retention / \

= Aldosteronfreisetzung « Antiproliferation

= Proliferation = Zelldifferenzierung
= Fibrose = Regeneration

= Inflammation ATI1-R AT2-R  ® Apoptose

Abb. 3: Das Renin-Angiotensin-System

Angiot: Angiotensinogen Ang: Angiotensin; ACE: Angiotensin-Konversions-Enzym; AT1-R: Angiotensin Rezeptor
Typ 1; AT2-R: Angiotensin Rezeptor Typ 2;

Modifiziert nach (Unger et al., 1996).
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1.4.2 Das lokale Renin-Angiotensin-System im Auge

Neben dem klassischen systemischen Renin-Angiotensin-System gibt es auch sogenannte lokale
Renin-Angiotensin-Systeme. Diese wurden bereits fur die Nebenniere, das Herz, den Thymus
und fir die Gefalle beschrieben. Immer mehr Studien sprechen aber auch fir die Existenz eines
lokalen Systems im Auge (Strain et al., 2002). So konnten alle wichtigen Komponenten des
Renin-Angiotensin-Systems im Auge identifiziert werden. Die Idee vom lokalen System wird
auch dadurch bestarkt, dass die lokale Menge an Angiotensin Il im Auge wesentlich héher als
die im Serum ist. Erhéhte Spiegel an Prorenin, Renin und Angiotensin fanden sich bei Patienten
mit proliferativer diabetischer Retinopathie und diabetischem Makulaédem (Funatsu et al., 2002;
Danser et al., 1994). Man geht sogar davon aus, dass die Hohe der Spiegel mit dem Grad der
diabetischen Retinopathie korreliert (Wilkinson-Berka, 2006). Mdgliche physiologische
Funktionen von Angiotensin Il im Auge stellen die Regulation von intraokularem Blutfluss und
Druck dar. Des Weiteren erhoht Angiotensin 11 die Gefal3permeabilitat und den oxidativen Stress
im Auge und kann in einen engen Zusammenhang mit der intraokuldren Angiogenese gebracht
werden (Funatsu et al., 2003).

1.5 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) - Mittler zwischen
Hyperglykamie, Hypoxie und GeféaRveranderungen
Studien belegen, dass Hyperglykamien in vivo oder erhéhte Glukosekonzentrationen in vitro die
Bildung von vasoaktiven Faktoren induzieren (Chakrabarti et al., 2000). Unter diesen Faktoren
kann VEGF als bedeutender Mediator bei der Entstehung diabetischer Geféallverdnderungen
angesehen werden (siehe Abb. 4) (Miller et al., 1997). Infolge alternativen Splicings oder
Degradation der Primar-RNA gehéren der VEGF Familie 5 verschiedene Glykoproteine an:
VEGF-A (einige Isoformen mit z.B. 121, 145, 165 183, 189 oder 206 Aminoséauren), -B, -C, -D,
und -E (Ferrara, 2004; McMahon, 2000). VEGF-A (auch als VEGF bezeichnet) wurde als erstes
beschrieben und ist das best erforschte Mitglied der VEGF-Familie. Verschiedenste Zellen, unter
anderem retinale Pigmentepithelzellen, Perizyten, Astrozyten, Mullerzellen und Endothelzellen,
sind in der Lage, VEGF zu exprimieren (Adamis et al., 1993; Simorre-Pinatel et al., 1994;
Behzadian et al., 1998). Dabei erh6hen Hypoxie, oxidativer Stress und Hyperglykdmie seine
Expression. VEGF interagiert mit den zwei spezifischen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren VEGFR-1
und VEGFR-2, die vorwiegend auf vaskuldren Endothelzellen lokalisert sind. Die beiden
Rezeptoren unterscheiden sich in ihrer biologischen Funktion. VEGFR-1 spielt eine Rolle bei der

Zellmigration, VEGFR-2 induziert die Endothelzellproliferation und ist bei den
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Phosphatidylinositol 3"-Kinase vermittelten antiapoptotischen Prozessen beteiligt. (Caldwell et
al., 2003).

VEGF fuhrt am Endothel zu einer Reihe von Reaktionen: Endothelzellproliferation,
Angiogenese, Vasodilatation und Hypermerbeabilitat (Ferrara, 2004).

So belegen Studien die Korrelation zwischen einer verstarkten Expression von VEGF und einem
sich herausbildenden Permeabilitatsdefekt (Qaum et al., 2001). Die Ursache scheint in der
Unterbrechung der endothelialen Zellkontakte durch die VEGF-induzierte uPAR (Urokinasetyp
Plasminogenaktivator Rezeptor) Expression zu liegen (EI-Remessy et al., 2003). Auch konnte
eine Diabetes-induzierte Permeabilitatssteigerung in vivo mittels Hemmung der VEGF-
Expression verhindert werden (Joussen et al., 2002).

Hypoxie Ischamie und Reperfusion AGEs  Ischamie
freie Sauerstoffradikale IGF

!

VEGF-Expression 4

I N

Nicht-Proliferative Retinopathie Kapillarverschliisse
l Ischdmie
Proliferative Retinopathie < VEGF-Hochregulation

Abb. 4: VEGF - ein bedeutender pathogener Faktor der diabetischen Retinopathie

Diabetesassoziierte Verédnderungen wie Hypoxie oder AGEs aktivieren die Expression des Wachstumsfaktors
VEGF. Er gehért zu den wichtigsten Mediatoren zwischen nichtproliferativen und proliferativen Formen der
diabetischen Retinopathie.

Modifiziert nach (Joussen et al., 2003).

1.6  Perizyten

1.6.1 Morphologie und Lokalisation der Perizyten

Vor ungefahr 100 Jahren wurde erstmalig von Eberth und Rouget der Zelltyp der perivaskularen
Zellen beschrieben. Zimmermann fiihrte schlieBlich den Fachausdruck ,,Perizyten* ein. Er

beschrieb sie als sich an Kapillaren anlagernde, in einer groflen Vielzahl von Geweben
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verschiedener Spezies vorkommende Zellen (Hirschi et al., 1996). Ihr Zellkorper, von dem sich
lange Fortsatze herausstrecken, besteht aus einem prominenten Zellkern, umgeben von einem
schmalen Zytoplasma. Zellkdrper und Fortsétze sind in die Basalmembran eingeschlossen. Die
Fortsatze der Perizyten kdnnen die Basalmembran durchbrechen, um zum darunter liegenden
Endothel Kontakt aufzunehmen und umgekehrt (Allt et al., 2001).

Die Anzahl der Perizyten variiert in verschieden Geweben und zwischen unterschiedlich grof3en
GefaRBen. Dabei weisen Retinagefdlle den hdchsten Perizytenanteil auf (Motiejanaite et al.,
2008). So sind bei der Ratte 41 % der retinalen Kapillarfliche mit Perizyten bedeckt,
wohingegen im Cerebrum nur 22-32 %, im Skelettmuskel 21 % und im Herzmuskel nur 11 %
der Kapillarflache mit Perizyten ummantelt sind (Sims, 1991).

1.6.2 Funktion der Perizyten und ihre pathophysiologische Bedeutung bei der
diabetischen Retinopathie

Perizyten weisen vielfaltige Funktionen auf. Die Mdglichkeit zur Kontraktion und Relaxation
verleit ihnen die Fahigkeit, bei der Regulation des Blutflusses mitzuwirken (Edelman et al.,
2006). Mikrofilamente, die eine wichtige Rolle bei der Kontraktion spielen, wie Aktin, Myosin,
Tropomyosin und die GMP-abhangige Proteinkinase konnten in den Perizyten nachgewiesen
werden (Joyce et al., 1985a, 1985b).

Wahrend der Geféalentwicklung kontrollieren Perizyten sowohl die GefaRbildung als auch den
GefaBumbau. In vivo Experimente deuten daraufhin, dass eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren
(VEGF, Angiopoietine, PDGF-B und TGF-B) bei der Ausreifung von Retinagefalen beteiligt
sind (Hammes, 2005). Dabei werden die Perizyten (iber den Faktor PDGF-B rekrutiert. Dieser
Wachstumsfaktor wird vom Endothel, der entsprechende Rezeptor PDGFR- von den Perizyten
selbst gebildet. Dies lasst auf eine parakrine Interaktion zwischen den zwei Zelltypen schlie3en.
Die Abwesenheit von einem PDGF-B Allel bei Knockout-Mdusen fiihrt zu einem
Perizytenverlust und einem signifikanten Anstieg von azelluldren Kapillaren (Ejaz et al., 2008).
Das Gefalsystem ohne Perizyten weist dann ahnliche Merkmale auf wie das der diabetischen
Retina: Mikroaneurysmen, Odeme und Hamorrhagien. Auch unterstreicht eine Verringerung der
PDGF-B Expression bei diabetischen Mdausen die mogliche Rolle von PDGF-B beim
Perizytenschwund (Motiejtnaite et al., 2008).

Erstes morphologisches Zeichen der diabetischen Retinopathie ist der Verlust an Perizyten, der
eine endotheliale Dysfunktion nach sich zieht. Destabilisierung, Funktionseinschrankung und
geringerer Widerstand der Geféalie gegenlber metabolischem Stress sind die Folge. Typische

Zeichen der nichtproliferativen diabetischen Retinopathie bilden sich aus. Studien belegen, dass
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das von Perizyten produzierte TGF-p die Migration und Proliferation von Endothelzellen
inhibiert, ein Perizytenverlust kann somit eine Endothelzellproliferation fordern (Orlidge et al.,
1987; Barnard et al., 1990). Diese Beobachtung l&sst darauf schlieen, dass eine Abnahme von
Perizyten  nicht nur zu  vasodynamischen  Anderungen, sondern auch  zu
Neovaskularisierungserscheinungen bei der proliferativen diabetischen Retinopathie fuhrt (siehe
Abb. 5).

_VEGF 4 Hypoxie,
~ Bildung von
~-~  Angiogenesefaktoren

-

Perizytenverlust \ /

Endotheldysfunktion :
GefaBverschluss und Destabilisierung der Gefalie

Abb. 5: Die Entwicklung von charakteristischen GefaRveranderungen bei der diabetischen Retinopathie
Modifiziert nach (Motiejiinaite et al., 2008).

1.6.3 Perizytenverlust durch Apoptose

Untersuchungen verdeutlichen, dass Perizyten der diabetischen Retina durch Apoptose zu
Grunde gehen (Mizutani et al., 1996a). Als Ursachen werden eine erhohte Aktivitat des
Polyolstoffwechsels, des lokalen Renin-Angiotensin-Systems, eine AGE-Akkumulation und
Oxidativer Stress angesehen (Motiejunaite et al., 2008).

In der Wissenschaft versteht man unter dem Begriff Apoptose, welcher 1972 von Kerr und
Mitarbeitern zur Abgrenzung gegeniiber der Nekrose eingefuhrt wurde, den physiologisch
programmierten Zelltod (Hiramine, 1997). Unterschiedliche Stimuli kénnen zum gesteuerten
Untergang der Zelle fuhren. Der Vorgang der Apoptose l&sst sich in eine Initiationsphase und
eine Exekutionsphase unterteilen. Die Initiationsphase kann Uber den extrinsischen Signalweg,
initiiert Uber Todesrezeptoren wie TNF (Tumor-Nekrose-Faktor) und CD95 (Fas/APO-1) oder
dem intrinsischen Signalweg, bei dem die Mitochondrien eine wichtige Rolle spielen, aktiviert
werden (Reed, 2000). Hyperglyk&dmien induzieren in der mitochondrialen Atmungskette eine

chronische Uberproduktion von Superoxiden, welche die DNA und Lipidmembran der
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Mitochondrien schadigen (Kowluru, 2005). So wurde in diabetischen Mdusen eine Schwellung
von Mitochondrien beobachtet (Kanwar et al., 2007). Bei einer Dominanz von proapoptotischen
Proteinen wird schliel3lich die mitochondriale Membran permeabilisiert, wodurch mitochondriale
Proteine wie z.B. Cytochrom C ins Zytosol freigesetzt werden (Kowluru et al., 2007).
Zusammen mit Apaf-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) und Procaspase-9 bildet
Cytochrom C das sogenannte Apoptosom. Die Initiator-Caspase-9 wird aktiviert und prozessiert
daraufhin Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6, -7), welche zu den apoptotisch bedingten
metabolischen Veranderungen der Zelle fuhren (Pop et al., 2006).

Ein anderer apoptotischer Vermittler der Perizyten ist der Transkriptionsfaktor NF-kB, der unter
diabetischer Stoffwechsellage ebenfalls aktiviert wird (Kowluru et al., 2003). Dabei moduliert

NF-kB die Expression von proinflammatorischen Faktoren (Schreck et al., 1992).

1.7  Fragestellung

Neben Hypertonie (Klein et al., 1989), chronischer Hyperglykamie (UKPDS Group, 1998) und
hormonellen Umstellungsphasen (Danne et al., 1997; Klein et al., 1990) scheint auch das Renin-
Angiotensin-System (RAS) eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung diabetischer
GeféaBveranderungen zu spielen (Funatsu et al., 2003). Ein lokales RAS im Auge
beziehungsweise der Retina (Strain et al., 2002) tragt in diesem Zusammenhang vermutlich zu
erhéhten Spiegeln an Prorenin, Renin und Angiotensin 1l in den Glaskérpern von Patienten mit
proliferativer diabetischer Retinopathie und Makuladdem bei (Danser et al., 1989). Ergebnisse
aus in vivo-Experimenten deuten darauf hin, dass die Blockade des Renin-Angiotensin-Systems
mit ACE-Hemmern oder AT;-Rezeptorblockern glnstige Auswirkungen auf die diabetische
Retinopathie hat (Wilkinson-Berka, 2006). In einer internationalen klinischen Studie (DIRECT —
»The Dlabetic REtinopathy Candesartan Trials Programme®) wurde die Wirkung einer
vorbeugenden Therapie mit dem AT;-Blocker Candesartan auf das Voranschreiten der
diabetischen Retinopathie unter Einschluss von tber 5000 Patienten untersucht (Chaturvedi et
al., 2002). Dabei konnte die Inzidenz einer diabetischen Retinopathie bei normotensiven Typ 1
Diabetikern durch die Behandlung mit Candesartan reduziert werden. Bei normo- und
hypertensiven Typ 2 Diabetikern flihrte die Behandlung zu einer Regression bei schon
bestehender Retinopathie (Chaturvedi et al., 2008; Sjglie et al., 2008). Die einer mdglichen
protektiven Wirkung der AT;-Rezeptorblocker zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen
sind jedoch bisher kaum verstanden. Welches therapeutische Potential dem AT,-Rezeptor bei der

diabetischen Retinopathie zukommt ist noch unzureichend geklart.
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Da Perizyten maflgeblich an frihen pathologischen Veranderungen in der Retina bei diabetischer
Retinopathie beteiligt sind, sollte in den hier beschriebenen Versuchen an bovinen Perizyten in
vitro untersucht werden, inwieweit sich Hyperglykamie-bedingte Verénderungen in Perizyten
durch Behandlung mit AT;-Rezeptorblockern oder AT,-Rezeptoragonisten therapeutisch
beeinflussen lassen. Dabei untersuchten wir die Genexpression von Markern, deren Bedeutung
bei der diabetischen Retinopathie bekannt ist. Hierzu wahlten wir den angiogenen
Wachstumsfaktor VEGF, das pro-entziindliche Interleukin-6 sowie die Apoptosemarker

Caspase-3 und Bax.

21



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Geréate und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage Sartorius, Gottingen, D

Feinwaage Sartorius, Gottingen, D

Inkubator HERAcell 150 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Klebefolie, optisch klar Sarstedt, Nimbrecht, D

Khlzentrifuge Mikro 22R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D
Lichtmikroskop Leica DM IL Leica, Wetzlar GmbH, Frankfurt a.M., D
Mikroskop Leica DM IRE2 Leica, Wetzlar GmbH, Frankfurt a.M., D
Mini-Zentrifuge neo-Lab, Heidelberg, D

NanoDrop R Spectrometer ND-1000 peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
PCR-Maschine Mx 3000P™ Stratagene, La Jolla, USA

Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, D

Tischzentrifuge Mikro 20, Typ 2004 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D
Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, D

10 ml BD Discardit TM 1l Spritze mit LUER- BD Biosciences, Heidelberg, D
Ansatz
96 Well Multiply® — PCR Platte Sarstedt, Nimbrecht, D

Zellkulturzubehor

Anatomische Pinzette Medi — King, Oyten, D
Chirurgische Schere Medi — King, Oyten, D
Cellulose-Acetat-Filter Whatman, Dassel, D
Chirurgische Pinzette Medi — King, Oyten, D
Eppendorfgefalie Eppendorf, Hamburg, D
Homogenisator mit Teflon Pistill Potter Mercateo AG, Miinchen, D
Elvehjem

Serologische Pipetten Nunc, Wiesbaden, D
T-Flaschen (25 cm?, 75 cm?, 175 cm?) Sarstedt, Newton, USA
Zellkulturplatten (div. GroRen) Sarstedt, Newton, USA
Zellschaber 24 cm Techno Plastic Products AG, Trasadingen, CH
Zentrifugengefalie (Falcon) BD Biosciences, Heidelberg, D

22



Material und Methoden

2 ml-Kryordhrchen Sarstedt, Nimbrecht, D
10 pl-, 100 pl-, 1000 pl -Eppendorfspitzen Eppendorf, Hamburg, D

2.1.2 Chemikalien und Substanzen
Angiotensin Il, human Sigma, Steinheim, D
Anti-von-Willebrand-Factor Sigma, Steinheim, D

antibody produced in rabbit

Antikorper Cy3 Goat Anti-Rabbit Dianova, Hamburg, D

Compound 21 Vicore Pharma, Goteborg, S

Candesartan Takeda Pharmaceutical Company Limited,
Osaka, J

Collagenase/Dispase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

DAPI Boehringer, Mannheim, D

D-(+)-Glucose Sigma, Steinheim, D

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Steinheim, D

Donkey Serum Biocompare, San Francisco, USA

Dulbecco’s  Modified Eagle’s Medium Sigma, Steinheim, D
(DMEM) - low glucose

Ethanol J. T. BAKER, Deventer, NL
Fluorescence Mounting Medium Dako, Hamburg, D

Fotales Kalberserum (FBS) Gibco TM Invitrogen, Karlsruhe, D
L-alanyl-L-glutamin, 200 mM Biochrom AG, Berlin, D

Methanol Merck, Darmstadt, D

M-MLYV Revesere Transkriptase Promega, Mannheim, D
Monoclonal Anti-a-Smooth-Muscle- Sigma, Steinheim, D

Actin -FITC antibody produced in mouse

PD 123319 Sigma, Steinheim, D
Penicillin-Streptomycin Biochrom AG, Berlin, D
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) Invitrogen, Karlsruhe, D

Power SYBR Green® Mastermix Applied Biosystems, Foster City, USA
Random Primers Promega, Mannheim, D

RNAse-Zap Sigma, Steinheim, D

rRNasin RNase Inhibitor Promega, Mannheim, D
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Set of dATP, dGTP, dCTP, dTTP
Triton X 100

Trypsin / EDTA (1x)

Ultra Pure Water

NucleoSpin RNAII-Kit

2.1.3 Wachstumsmedien
Wachstumsmedium M1 (20 % FBS)

Wachstumsmedium M2 (10 % FBS)

Hungermedium

Promega, Mannheim, D

Sigma, Steinheim, D

PAA Laboratotorics GmbH, Pasching, D
Biochrom AG, Berlin, D

Machery-Nagel, Diren, D

400 ml DMEM - low glucose

100 ml FBS

10 ml L-alanyl-L-glutamin, 200 mM
5 ml Penicillin-Streptomycin

450 ml DMEM - low glucose

50 ml FBS

10 ml L-alanyl-L-glutamin, 200 mM
5 ml Penicillin-Streptomycin

500 ml DMEM - low glucose

10 ml L-alanyl-L-glutamin, 200 mM

5 ml Penicillin-Streptomycin
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden in vitro Experimente mit aus der Retina von Rinderaugen
isolierten Perizyten durchgefiihrt. Das Zellmodell wurde im Rahmen dieser Arbeit im Center for
Cardiovascular Research in Berlin erstmals etabliert, da dort bis dato noch keine priméren,
bovinen, retinalen Perizyten Verwendung gefunden hatten.

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

2.2.1.1 Isolierung von primaren, bovinen, retinalen Perizyten

Die Zellisolierung erfolgte in Anlehnung an die beschriebenen Methoden von Wong et al. und
Mcltosh et al. (MclIntosh et al., 1988; Wong et al., 1987).

Es wurde ausschlielRlich mit sterilen Instrumenten und Hilfsmitteln gearbeitet.

Etwa 20 Augen von frisch geschlachteten Rindern wurden gekuhlt auf Eis vom Schlachthof zum
Labor transportiert. Die Augen wurden nach der Enukleation maximal 24 Stunden bei 4 °C
aufbewahrt. Die Praparation erfolgte unter einer sterilen Zellkulturbank. Zunachst wurden die
Augen von Fett und Bindegewebe befreit und zur Desinfizierung des dulReren Gewebes in ein
mit verdinntem Sterillium gefulltes Becherglas gegeben. Nach anschlieBender Reinigung mit
sterilem PBS, wurden die Augen in spezielle sterile Halter hineingesetzt. Mit Hilfe eines
Skalpells wurden die Augen dicht hinter dem Limbus (Ubergangszone zwischen Horn- und
Lederhaut des Augapfels) aufgeschnitten, der Glaskdrper herausgenommen und schlief3lich die
Neuroretina mit Hilfe von Pinzetten vom darunter liegendem Pigmentepithel abgelost. Jeweils
10 Retinae wurden in ein Gefal} gefillt mit 20 ml Hungermedium zwischengelagert. In einem
nachsten Schritt wurden die Retinae in einen Teflonhomogenisator tberfuhrt, um durch Auf- und
Abbewegen des Kolbens eine Mikrogefalisuspension zu erzeugen. Diese Mikrogefalsuspension
wurde mit einer 20 ml Spritze aufgenommen und durch einen Metallfilter, der ein Nylon-Netz
(PorengrélRe 85um) enthielt, filtriert. Der Nylonfilter wurde in eine Petrischale mit 10 mi
Hungermedium und 10 mg Collagenase/Dispase gelegt, die vom Netz gefangenen Mikrogefalie
mit einem sterilen Zellschaber heruntergeschabt und schlief3lich im Brutschrank fur 30 Minuten
bei 37 °C, 95 % O, 5 % CO; inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde die Petrischale alle 10
Minuten geschwenkt. Im Anschluss wurde der Inhalt der Petrischale auf ein 15 ml Falcon
tiberfilhrt und 8 Minuten bei 1200 rpm und 24 °C zentrifugiert. Der entstandene Uberstand
wurde verworfen, das Pellet in 2 ml Wachstumsmedium M1 resuspendiert und in eine 75 cm?
Kulturflasche, in der schon 10 ml Wachstumsmedium M1 vorlagen, tberflhrt. Nach 24 Stunden
im Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 95 % O, und 5 % CO, wurde das alte Medium der Zellen
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abgesaugt und die Zellen erneut mit 12 ml 37 °C warmen frischen Wachstumsmedium M1

versetzt.

2.2.1.2 Kultivierung der Perizyten

Die meisten Zellen bildeten nach kurzer Zeit groRe flache, irregulér begrenzte Zellkérper mit
dunnen langen Zytoplasmafortsédtzen aus und hefteten sich am Boden der Schale fest. Dicht
benachbart liegende Zellen schienen teilweise Uber die dinnen Zytoplasmafortsidtze Kontakte
auszubilden. Um eine gute Entwicklung der Zellen zu gewahrleisten, wurde das Medium alle 3

Tage gewechselt.

2.2.1.3 Subkultivierung der Perizyten

Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie subkultiviert. Das Medium M1 wurde abgesaugt
und die Zellen mit 37 °C warmen PBS gewaschen. Zum Abldsen der Perizyten wurden 2 ml

0,1 % Trypsin-EDTA-L6sung hinzugegeben und die 75 cm? Kulturflasche sofort bei 37 °C in
den Inkubator gestellt. Nach einigen Minuten konnte das Ablosen der Zellen unter dem
Mikroskop beobachtet werden. Daraufhin wurden 5 ml Wachstumsmedium M1 zu den in der
Trypsinldsung geltsten Zellen gegeben, das gesamte VVolumen in ein 15 ml Falcon tberfihrt und
im Anschluss 5 min bei 1000 rpm und 24 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Pellet in 5,5 ml frischem Medium M1 resuspendiert, um je 1,5 ml Zellsuspension auf 3 neue
75 cm2 Kulturflaschen, in denen je 10,5 ml Medium M1 vorgelegt waren, zu verteilen. In den
Versuchen wurden Kulturen von der zweiten bis zur vierten Passage verwendet. Ab der zweiten

Passage enthielt das Medium nur noch 10 % FBS (Wachstumsmedium M2).

2.2.1.4 Einfrieren von Perizyten

Die Zellen einer Kulturflasche wurden trypsiniert, in 5 ml Medium aufgenommen und
zentrifugiert (5 min, 1000 rpm, 24 °C). Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in
Einfriermedium (4,75 ml FBS und 250ul DMSO) resuspendiert und in Kryoréhrchen gegeben.

Diese wurden zundchst bei -80 °C und spéter in Flussigkeitsstickstoff gelagert.

2.2.1.5 Auftauen von Perizyten

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen im 37 °C warmen Wasserbad erwéarmt.
Dabei war darauf zu achten, die Zellen so kurz wie nur moglich mit dem toxischen
Einfriermedium in Kontakt zu belassen. Die Zellsuspension wurde in ein vorbereitetes, mit
Zellkulturmedium M2 gefulltes Falcon tberfiihrt, das Medium M2 abzentrifugiert (5 min, 1000
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rpm, 24 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet in 2 ml Medium M2 resuspendiert. Nun
konnte die Zellsuspension auf eine neue Kulturflasche ausgesat werden. Am néchsten Tag

erfolgte ein Mediumwechsel.

2.2.1.6 Charakterisierung der Zellen

Zur Abgrenzung der isolierten Zellen gegeniiber Endothelzellen und sicheren Identifizierung als
Perizyten wurden verschiedene Methoden angewandt. Das Wachstumsverhalten und die
Morphologie der isolierten Zellen wurden téglich unter dem Lichtmikroskop verfolgt. Zur
Dokumentation wurden Lichtbildaufnahmen angefertigt. Die indirekte Immunfluoreszenz stellte
eine weitere Methode zur Charakterisierung dieser Zellen dar. Uber den Nachweis von a-Aktin
und Uber die fehlende Anféarbbarkeit mit Anti-von-Willebrand-Faktor Antikdrpern erfolgte die
Identifizierung der Zellen. Endothelzellen (HUVEC, Humane Umbilikale VVenenendothelzellen)
dienten als Positivkontrolle fur die von-Willebrand-Faktor Farbung.

2.2.1.6.1 Immunfluoreszenz mit Anti-a-Smooth-Muscle-Actin Antikorper

Die Perizyten wurden auf Deckgléschen in 24-well Zellkulturplatten bis zu 70-100 % Konfluenz
kultiviert. Zur Vorbereitung der Immunfarbung wurden die Zellen zweimal mit warmen PBS
gewaschen, zur Fixierung in ein Methanolbad versetzt und 10 Minuten bei -20 °C gelagert. Im
Anschluss wurde die Methanollésung durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Die
Permeabilisierung der Zellen und die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen erfolgten
mittels einer 30-mindtigen Inkubation bei 4 °C mit 0,05 % Triton X-100 und 1 % BSA in PBS.
Ein weiterer dreimaliger Waschschritt mit PBS folgte. Die Inkubation mit der Antikorperldsung
(Monoclonal Anti-a-Smooth-Muscle-Actin-FITC antibody, 1:50 Verdinnung) erfolgte ber
Nacht im Dunkeln bei 4 °C. Als Kontrolle dienten Deckgléser, denen der erste Antikorper nicht
zugesetzt wurde. So wurde sichergestellt, dass der Fluoreszenznachweis auf der Reaktion des
ersten Antikorpers beruhte. Am ndchsten Tag wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen.
Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurden die Zellen mit DAPI-L6sung (Konzentration:100
ng/ml) versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS wurden die Proben-Deckglaschen auf Objekttrager mit Mounting Medium aufgebracht und
uber Nacht bei 4 °C ausgehértet.

2.2.1.6.2 Immunfluoreszenz mit Anti-von-Willebrand-Faktor Antikérper
Die in 24-well Zellkulturplatten auf sterilen Deckglédschen 70-100 % konfluente Perizyten

beziehungsweise Endothelzellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen und zur Fixierung
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in ein Methanolbad versetzt. Nach zehnminutiger Lagerung bei -20 °C wurden die Zellen erneut
zweimal mit PBS gewaschen und daraufhin zur Membranperforierung und Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen flr eine Stunde bei Raumtemperatur mit Donkey Serum (10 %)
und Triton X (0,1 %)- haltigem PBS inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation des ersten
Antikorpers (Anti-von-Willebrand-Factor antibody produced in rabbit, 1:200 verdunnt in 5 %
Donkey Serum in PBS) Uber Nacht bei 4 °C. Die Kontroll-Deckglédschen wurden nur mit PBS
ohne ersten Antikdper beschichtet. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde der sekundare
Antikorper (Anti-Rabbit Cy3, 1:300 verdiinnt in 5 % Donkey Serum in PBS) abgedunkelt fir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten Waschgang und der
Gegenféarbung der Zellkerne mit DAPI-Losung (siehe 2.2.1.6.1), wurden die Deckglaser
schlieflich mit der Zellseite nach unten auf den beschrifteten Objekttragern mit vorgelegtem
Mounting Medium eingebettet.

Die Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des Mikroskops Leica DM IRE2.

2.2.2 Stimulationsexperimente

2.2.2.1 Stimulationsexperimente unter normoglykamischen Bedingungen

Nach der Isolierung und Charakterisierung der bovinen Retinaperiyzten sollte zunédchst tberprift
werden, ob durch Stimulation mit Angiotensin Il, das wie im Vorherigen beschrieben bei
Diabetikern in der Retina vermehrt synthetisiert wird, die Expression von Markern induziert
werden kann, deren Bedeutung bei der diabetischen Retinopathie bekannt ist. Hierzu wurde der
angiogene Wachstumsfaktor VEGF, das pro-entzindliche Zytokin Interleukin-6 sowie die
Apoptoseparameter Caspase-3 und Bax bestimmt. Fur das Stimulationsexperiment wurden die
Zellen unter normoglykamsichen Bedingungen in 6-well Zellkulturplatten in 3 ml Medium (5,6
mM Glukosekonzentration) bis zur Konfluenz kultiviert. 24 Stunden vor der Stimulation wurde
das Medium auf Hungermedium (5,6 mM Glukosekonzenzentration) umgestellt. Am folgenden
Tag wurde nochmals das alte Medium abgesaugt und frisches Hungermedium (5,6 mM
Glukosekonzentration) zugesetzt. Dabei gab man pro Well 2 ml frisches Medium. Daraufhin
wurden die Perizyten mit den Substanzen Angiotensin 1l (Ang I1) und dem AT;-Rezeptorblocker
Candesartan (Cand) (siehe Tab. 2) behandelt, wobei mit Candesartan 30 Minuten vorinkubiert
wurde. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Kontrolliert wurde ebenfalls fir
Eigeneffekte des Losungsmittels fir Candesartan, DMSO. In Abbildung 6 ist die Belegung der
Wells fir das Stimulationsexperiment graphisch dargestellt. Die verwendeten Substanzen
wurden zuvor in ihren entsprechenden Losungsmitteln suspendiert, weiter verdinnt, aliquotiert

und bei -20 °C gelagert (siehe Tab.3). Pro Stimulationszeitpunkt wurden fur jeden Ansatz 2
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Wells verwendet. Die Zellen wurden 6 Stunden mit den Stimuli bei 37 °C und 5 % CO, im

Zellkulturbrutschrank inkubiert. Nach Abschluss der Stimulation erfolgte die Zellernte.

Unsti- Ang Il Ang 1l
muliert +
Cand
Cand DMSO

Abb. 6: Belegung der Platten flr das Stimulationsexperiment unter normoglykédmischen Bedingungen
Angiotensin 1 (Ang I1), Candesartan (Cand), Dimethylsulfoxid (DMSO)

2.2.2.2 Glukosezeitreihen

Die Zellen wurden in 6-well Zellkulturplatten bis zur Konfluenz 1, 2, 3 oder 7 Tage in Medium
M2 mit einer Glukosekonzentration von 28 mM Kkultiviert. Somit konnte der Effekt einer
erhdhten Glukosekonzentration in Perizyten untersucht werden. Eine Endkonzentration von 28
mM im Medium M2 erhielt man, indem 800 mg D-Glukose in 10 ml Medium M2 gel6st und
schlieflich in einer Verdiunnung von 1:20 dem Medium M2 zugesetzt wurden. Als Kontrolle
wurden Zellen in Medium M2, welches eine physiologische Glukosekonzentration (5,6 mM)
hatte, kultiviert. Jeder Ansatz umfasste zwei Wells. Zur Aufrechterhaltung der
Glukosekonzentration erfolgte alle zwei Tage ein Mediumwechsel.

2.2.2.3 Stimulationsexperimente unter hyperglykamischen Bedingungen

Basierend auf den Ergebnissen der Glukosezeitreihe (es konnte bei der Mehrheit der
untersuchten Marker ein Expressionsmaximum nach 7-tagiger Inkubation in hyperglykdmischen
Medium beobachtet werden) wurden die Zellen in 6-well Zellkulturplatten 7 Tage lang in je 3 ml
Medium mit einer erhohten Glukosekonzentration (28 mM) bis zur Konfluenz kultiviert. 24
Stunden vor der Stimulation wurde das Medium auf Hungermedium (28 mM
Glukosekonzentration) umgestellt. Am folgenden Tag wurde nochmals das alte Medium
abgesaugt und frisches Hungermedium (28 mM Glukosekonzentration) zugesetzt. Dabei gab
man pro Well 2 ml frisches Medium. Nach 7-tadgiger Kultivation in hyperglykdmischen Medium
fur eine weitere 6-stiindige Inkubation wurden den Zellen folgende Substanzen zugesetzt: 107 M
Angiotensin 11 (Ang 1), 10° M AT,-Rezeptorantagonist Candesartan (Cand), 10° M AT,-
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Rezeptoragonist Compound 21 (C21) und 10° M AT,-Rezeptorantagonist PD 123319 (PD).
Candesartan und PD 123119 wurden 30 Minuten vor Angiotensin Il beziehungsweise Compound
21 den Zellen zugegeben. Der alleinige Zusatz des Lésungsmittels fir Candesartan, DMSO,
diente als Kontrolle zum Ausschluss von DMSO Eigeneffekten. Auch dienten Zellen, die
gleichzeitig unter normoglykadmischen Bedingungen (5,6 mM Glukosekonzentration) kultiviert
wurden, als Kontrolle. Die verwendeten Substanzen wurden zuvor in ihren entsprechenden
Losungsmitteln suspendiert, weiter verdiinnt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert (siehe Tab. 2).
In Abbildung 7 ist die Belegung der Wells fur das Stimulationsexperiment graphisch dargestellt.
Pro Stimulationszeitpunkt wurden fir jeden Ansatz 2 Wells verwendet. Nach der Inkubationszeit
von 6 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; im Zellkulturbrutschrank erfolgte die Zellernte.

Unsti- Ang I Ang 11 DMSO
muliert +
Cand
Cand Cc21 Cc21
+
PD

Abb. 7: Belegung der Platten fur das Stimulationsexperiment unter hyperglykdmischen Bedingungen
Angiotensin 1l (Ang I1), Candesartan (Cand), Compound 21 (C21), PD 123319 (PD), Dimethylsulfoxid (DMSO)

Tab. 2: Losungmittel, Konzentration der Stocklésung und Konzentration der verwendeten Substanzen

Substanz Losungsmittel [Konzentration der Bendtigte Konzentration|Zugabe pro Well

Stockldsung

Angiotensin Il JAqua bidest. 10-4 M 10-7 M 2 ul
Compound 21 JAqua bidest. 10-3 M 10-6 M 2l
PD 123319 Aqua bidest. 10-3 M 10-5 M 20 pl
Candesartan DMSO 10-3 M 10-5 M 20 pl

2.2.2.4 Zellernte

Nach der Inkubationszeit erfolgte die Zellernte. Das Medium wurde abgesaugt, je Well 500 pl
PBS hinzugefiigt und mit einem Zellschaber die Zellen von der Unterlage geldst. Die Suspension
wurde je Ansatz auf ein Eppendorfgefa Uberfiihrt, 10 Minuten bei 4 °C und 10000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet bei -80 °C bis zur Weiterverarbeitung
gelagert.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 RNA-Isolation
Zur RNA-Isolierung wurde das NucleoSpin®RNA Il Kit (Macherey-Nagel, Diren, D)
eingesetzt.
Je Probe wurden folgende Substanzen verwendet:
= 350 ul RA1 Puffer
= 3,5 ul B-Mercaptoethanol
= 350 ul 70 % Ethanol
= 350 pl MDB (Membrane Desalting Buffer)
=  DNase-Reaktionsmix: 10 pl rDNase + 90 ul rDNase Reaktionspuffer
=  Waschgénge
= 200 pl RA2 Puffer
= 600 ul RA3 Puffer
= 250 pl nochmals RA3 Puffer
= 35 ul Aqua bidest. (RNase-frei)

Um die Zellen zu lysieren, wurden zu jedem Zellpellet 350 pl RA1 Puffer und 3,5 pl B-
Mercaptoethanol gegeben. Das aus einer Probe resultierende Lysat wurde mit Hilfe eines
NucleoSpin Filters in ein Sammeleppendorfgefal filtriert und bei 13.000 U/min zentrifugiert.
Der Filter wurde verworfen. Dem Filtrat wurden 350 ul 70 % Ethanol hinzugefiigt und die Probe
durch auf- und abpipettieren vermischt, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Die Probe
wurde im Anschluss auf eine NucleoSpin Sdule mit einem 2 ml Eppendorfgefal} uberfuhrt und
30 Sekunden bei 13000 U/min zentrifugiert. Der Durchlass wurde verworfen. Daraufhin fligte
man der NuceloSpin Saule 350 pl MDB hinzu, ein weiterer Zentrifugierungsschritt (1 min,
13000 U/min) folgte. Als néchstes erfolgte der DNA-Verdau mittels eines DNase-
Reaktionsmixes, bestehend aus 10 pl rDNase und 90 ul rDNase-Reaktions-Puffer. 95 ul dieses
DNase-Reaktionsmixes wurden mittig auf die Sdule aufgetragen und 25 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden schlossen sich drei Waschschritte an. Dabei wurde
nach jedem Waschgang der Durchlass verworfen. Um die rDNase zu deaktivieren wurden beim
ersten Waschschritt 200 pl RA2 in die Saule gegeben und 30 Sekunden bei 13000 U/min
zentrifugiert. Beim zweiten Waschgang erfolgte eine Gabe von 600 pl RA3 auf die Sdule und
wiederum eine Zentrifugation von 30 Sekunden bei 13000 U/min. Der letzte Waschgang bestand
aus einem Zusatz von 250 pl von RA3 und einem zweiminttigen Zentrifugieren bei 13000

U/min. Danach wurde die Sédule in ein neues Eppendorfgefal Gberflhrt. Schlielich wurde die
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RNA mit 35 pul Aqua bidest. (RNase-frei) eluiert. Das Wasser wurde auf die S&ule gegeben, eine
Minute bei Raumtemperatur inkubiert und eine Minute bei 13000 U/min zentrifugiert.

Die isolierte RNA wurde sofort bei -80 °C bis zur Weiterverwendung gelagert. Die Bestimmung
der RNA-Gesamt-Konzentration erfolgte durch Messung mit dem NanoDrop R Spectrometer
ND-1000.

2.2.3.2 cDNA Synthese (reverse Transkription)
Vor der quantitativen Real-time PCR erfolgte eine Umschreibung der isolierten RNA in

komplementére DNA (CDNA).

Zur Anwendung kamen dafir folgende Substanzen (Promega, Mannheim, D):
= Random Primer

=  M-MLV Reverse Transkriptase H Minus

»  5-MLV-Puffer

*= RNasin

= dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Die gefrorene RNA wurde aufgetaut und vermischt. Fir die Umschreibung wurden 200 ng RNA
flr jeden Ansatz verwendet. Die RNA wurde mit Aqua bidest. auf 15,5 ul aufgefillt und 2 pl
Random Primer (zuvor 1:10 verdiinnt) je Probe dazugegeben. Als néchstes erfolgte eine 10-
minutige Inkubation bei 70 °C. Daraufhin wurden die Proben 1 Minute auf Eis abgekihlt und im
Anschluss je 7,5 ul Mastermix zu den Proben hinzugefuigt. Als Kontrolle (RT- genannt) wurden
zusatzlich ein paar Proben mitgefuhrt, zu denen je 7 pl Mastermix ohne MLV Reverse
Transkriptase hinzugefugt wurde. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C wurden die
gewonnene cDNA beziehungsweise die RT- bei -20 °C aufbewahrt. Die gewonnene cDNA hatte

eine Konzentration von 8 ng/ul.

Der Mastermix enthielt je Probe folgende Substanzen:

= 5-MLV-Puffer 5 pl

= dNTP (je 10mM) 1,25 pl
= MLV Reverse Transkriptase 0,5 ul
= RNasin 0,75 ul

2.2.3.3 Quantitative Real-Time PCR
Die Quantitative Real-Time PCR beruht auf dem Prinzip einer konventionellen PCR. Im

Gegensatz zur semiquantitativen PCR ermdglicht sie jedoch die Zunahme der PCR-Produkte
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wahrend der PCR in Echtzeit zu verfolgen. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen durchgefuhrt. Eingesetzte Fluoreszenzfarbstoffe interkalieren mit dem DNA-
Doppelstrang. Dabei ist die gemessene Fluoreszenzintensitat der Menge an PCR-Produkt direkt
proportional. Generell verlauft eine PCR-Reaktion in vier verschiedenen kinetischen Stufen: die
lag-Phase, die log-Phase (exponentielle Phase), die Verzégerungsphase und die Plateauphase.
Beim Ubergang in die exponentielle Phase wird das Fluoreszenzsignal des PCR-Produktes
groRer als das Hintergrundsignal der Probe. Der PCR-Zyklus, in dem dieses Quantum an
Fluoreszenz zu messen ist, wird als Threshold-Zyklus (CT-Wert) bezeichnet. Je grofier der CT-
Wert, das heil3t je hoher die Zyklenzahl, bis die Probe diese Schwelle erreicht, desto geringer
fallt die cDNA Konzentration in der Probe aus. Mittels anschlieRender Schmelzkurvenanalysen
kann die Identitat des PCR-Produktes Uberprift und die Bildung von Primerdimeren erkannt
werden. Durch eine langsame kontinuierliche Erhdéhung der Temperatur werden die beiden
Einzelstrange der farbstoffmarkierten doppelstrangigen DNA in Abh&ngigkeit von der fur das
Fragment spezifischen Schmelztemperatur voneinander getrennt. Die daraus folgende
Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffes bedingt eine Abnahme der Fluoreszenz. Da die
doppelstrdngige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen héheren Schmelzpunkt hat, als
unspezifisch entstehende Primerdimere, ist eine Unterscheidung mdglich (Higuchi et al., 1993;
Heid et al., 1996).

2.2.33.1 Primer

Die Primer far 18S rRNA und IL-6 wurden mit dem Programm Primer3 unter
http://biotools.umassmed.edu entworfen. Fiur VEGF, Bax und Caspase-3 wurden die
Primersequenzen aus der Literatur entnommen. Mittels Sequenzvergleich mit Offentlich
verfligbaren annotierten Sequenzdatenbanken (European Bioinformatics Institute (EBI)
Ensembl, www.ensembl.org) wurde tberprift, inwieweit die Primersequenzen eine Exon-Exon-
Grenze des Zielgens berspannen. Aullerdem wurden die Primer jeweils gegen das gesamte
bovine Genom (http://www.ncbi.nIm.nih-.gov/BLAST/) geblastet. Die Primerpaare fiir Bax sind
in (Ushizawa et al., 2006), die von Caspase-3 in (Park et al., 2007) und die von VEGF in der
Arbeit von (Yao et al., 2006) beschrieben.

Eine Liste der verwendeten Primer findet sich in Tabelle 3.
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Tab. 3: Darstellung der Primersegenzen und Annealingtemperatur der verwendeten Primer

Gen Sequenz L Annealingtemperatur [°C]

18S rRNA  [forward 5-GGGGAGGTAGTGACGAAAAA-3 60
reverse 5-CGCTCCCAAGATCCAACTAC-3’

IL-6 [forward 5"-ATGGAGGAAAAGGACGGATG-3’ 60
reverse 5-TTGTGGCTGGAGTGGTTATT-3"

VEGF [forward 5"-CCCACGAAGTGGTGAAGTTCA-3’ 60
reverse 5-CCACCAGGGTCTCGATGG-3”

Caspase-3 [forward 5"-GGACCCGTCAATTTGAAAAA-3’ 55
reverse 5-CATGTCATCCTCAGCACCAC-3’

Bax [forward 5"-CGCCCTTTTCTACTTTGCCA-3’ 60
reverse 5-TCAACTCGGGCACCTTGG-3"

2.2.3.3.2 Durchfiihrung

Fur die quantitative Real-time PCR wurden pro Ansatz 20 ul (bei Verwendung des SYBR
Green® Housemix) (siehe Tab. 4) beziehungsweise 15 pl (bei Verwendung des kommerziellen
Power SYBR Green® Mastermix) des quantitativen Real-time PCR Mastermixes in einer
geeigneten 96-well Platte vorgelegt. Daraufhin wurden 10 pl der cDNA (ausgehend von einer
1:10 Verdinnung) hinzugefiigt. Es wurden jeweils Triplets der Proben pipettiert. Nach dem
Bedecken der Platte mit einer speziellen optischen Folie wurde sie eine Minute bei 4 °C und
1000 rpm zentrifugiert. Die Reaktionen wurden in der PCR-Maschine Mx 3000P™
durchgefuhrt, die Messung erfolgte mittels der dazugehérigen Mx Pro QRCR Software. In
Abhédngigkeit vom gewdhlten Primer und des genutzten quantitativen Real-time PCR
Mastermixes (siehe Tab. 5 und Tab. 6) wurden fir die quantitative Real-time PCR verschiedene
Temperaturprofile (siehe Tab. 7 und Tab. 8) verwendet. Den Amplifikationszyklen ging eine
Aktivierung der Tag-Polymerase bei 95 °C voraus. Es schlossen sich 40 Amplifikations-Zyklen
an bestehend aus der Denaturierungsphase, der Annealing Phase, in der sich die Primer
spezifisch an bestimmte Areale der nun einstrangigen DNA anlagerten und der
Elongationsphase. Zur Generierung der Schmelzkurve folgte ausgehend von 55 °C die

schrittweise Erhdhung der Temperatur bis zu einer maximalen Temperatur von 95 °C.
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Tab. 4: Zusammensetzung des SYBR Green® Housemix als 10 ml VVorratslésung

Endkonzentration in
Konzentration der Reaktion \Volumen [ml]

H20, ultra pure 8,91
KCI,25M 100 mM 50 mM 0,4
Tris-HCI, 1 M 20 mM 10 mM 0,2
Mg2+-Solution, 1 M 13 mM 6,5 MM 0,13
dATP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
dCTP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
dTTP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
dGTP, 100 mM 0,4 mM 0,2 mM 0,04
SYBR Green® 0,02 % 0,01 % 0,001
DMSO 4 % 2 % 0,001
Tween 20 0,01 % 0,005 % 0,001
ROX-Solution 2 % 1% 0,2
NP 40 0,01 % 0,005 % 0,001

Tab. 5: Komponenten des quantitativen Real-time PCR Mastermix mit dem SYBR Green® Housemix

Bestandteil

SYBR Green® Housemix
Primer foreward

Primer reverse
Tag-Polymerase

ddH20

pro Probe [ul]
15

0,6

0,6

0,075

1,3

Konzentration

10 uM
10 uM
5 U/ul

Tab. 6: Komponenten des quantitativen Real-time PCR Mastermix mit dem kommerziellen Power SYBR

Green® Mastermix

Bestandteil

pro Probe [ul]

Konzentration

SYBR Green® Mastermix

12,5

Primer foreward 0,6 10 uM
Primer reverse 0,6 10 uM
ddH20 1,3
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Tab. 7: Temperaturprofil einer quantitativen Real-time PCR mit SYBR Green® Housemix

Schritt Zeit Temperatur
Aktivierung 2 min 95 °C
Denaturierung* 155 95 °C
Annealing* 30s Primerabhangig (Tab. 3)
Elongation* 15s 72 °C
Dissotiationskurve 30 s 55 °C

30s 95 °C

* 40 Zyklen

Tab. 8: Temperaturprofil einer quantitativen Real-time PCR mit dem kommerziellen Power SYBR® Green

Mastermix
Schritt Zeit Temperatur
Aktivierung 10 min 95 °C
Denaturierung* 155 95 °C
Annealing* 60 s Primerabhangig (Tab. 3)
Elongation* 15s 72 °C
Dissotiationskurve 30 s 55 °C

30s 95 °C

* 40 Zyklen

2.2.3.3.3 Auswertung

In jedem quantitativen Real-time PCR Experiment wurden mehrere Negativkontrollen
mitgefihrt. So wurden statt der Probe 10 pl Aqua bidest. und 10ul der hergestellten RT-
eingesetzt.

Dabei sollten die CT-Werte dieser Kontrollen mindestens um 6 grofer sein als die der Proben.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur relativen Quantifizierung die Methode nach Livak und
Schmittgen herangezogen (Livak und Schmittgen, 2001).

Zur Normalisierung der Daten wurde die Expressionsrate des Referenzgenes 18S rRNA, ein
Gen, dessen Expression nur wenig von &uf3eren Bedingungen abh&ngt und auch als housekeeping
gene bezeichnet wird, in die Auswertung einbezogen. Als erster Schritt wurde fir jede
untersuchte Probe der CT-Wert des Referenzgens vom CT-Wert des zu untersuchenden Gens
subtrahiert (ACT = CT Zielgen — CT Referenzgen). Darauthin wurde vom ACT-Wert der
experimentell behandelten Proben der ACT-Wert einer Kontrolle abgezogen (AACT = ACT
Behandlung — ACT Kontrolle). Der relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der

Behandlung und der Kontrolle, normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine
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Standardprobe, ergab sich aus der Formel 27%““". Da die Ermittlung der CT-Werte in einer
Dreifachbestimmung erfolgte, wurde aus den bereits berechneten 2*“T-Werten das
arithmetische Mittel bestimmt und das Expressionsniveau schlieBlich relativ zur Kontrollprobe,
die als Standard mit 100 % gesetzt wurde, angegeben.

Die bei der quantitativen Real-Time PCR erhobenen CT-Werte wurden mittels one-way-Anova
und anschlieBendem Bonferroni post-hoc Test miteinander verglichen. Die Ergebnisse wurden
mit Hilfe der Statistiksoftware GraphPAD Prism ermittelt.

Es wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen, p<0,001 wurde als hochsignifikant

angesehen. Dargestellt ist ein représentativer von 2-3 Versuchen.
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3 Ergebnisse

3.1 Primare, retinale Perizyten vom Rind als Zellkulturmodell

Aus den Retinagefalen von
Rinderaugen wurden wie unter
2.2.1.1 beschrieben Perizyten
isoliert und charakterisiert (vgl.
2.2.1.6). Die Charakterisierung
dieser Zellen war besonders
wichtig, um sie sicher als
Perizyten zu identifizieren und

o) Klar gegeniiber

Endothelzellen abzugrenzen.
Wie fir Perizyten typisch Abb. 8: Typische Morphologie der Perizytenzellkultur

bildeten die isolierten Zellen groflRe, flache, irregulédr begrenzte Zellkdrper mit dinnen, langen
Zytoplasmafortsatzen aus (siehe Abb. 8). Ein pflastersteinartiges Muster, wie es fur
Endothelzellen charakteristisch ware, fand sich nicht. Hinsichtlich der Morphologie und des
Wachstumsverhaltens ergaben sich keine Unterschiede zwischen der frischen und der

eingefrorenen Zellkultur.

Als weitere Methode zur Charakterisierung der isolierten Zellen diente die indirekte
Immunfluoreszenz. Die Identifizierung der Zellen erfolgte iiber den Nachweis von a-Aktin und
tUber die fehlende Anfarbbarkeit mit Anti-von-Willebrand-Faktor Antikdrpern. Auch hier zeigten
sich keine Unterschiede zwischen den frischen und kryokonservierten Zellen. Bei den Perizyten
zeigte sich das a-Smooth-Muscle-Actin (a-SMA) als fibrillare Strange. Gleichzeitig erfolgte die
Visualisierung der Zellkerne durch die blaue Fluoreszenz der DAPI-Farbung (siehe Abb. 9).

Als Positivkontrolle fur die von-Willebrand-Faktor Farbung dienten Endothelzellen (HUVEC,
Humane Umbilikale Venenendothelzellen), bei denen sich im Gegensatz zu den Perizyten ein
typisches punktformiges zytoplasmatisches Muster (rote Fluoreszenz) erkennen lief (siehe Abb.
10 und Abb. 11).

38



Ergebnisse

Abb. 9: Darstellung von a-Smooth-Muscle-Actin in Perizyten
Aktinbiindel wurden durch spezifischen, FITC-markierten Antikorper gegen a-Aktin (griine Fluoreszenz) sichtbar

gemacht (A) Gleichzeitig erfolgte zur Visualisierung der Zellkerne die DAPI Farbung (blaue Fluoreszenz) (B)

.

Abb. 10: Fehlende Anférbbarkeit der Perizyten mit Anti-Von-Willebrand-Faktor Antikdrpern in der

indirekten Immunfluoreszenz

Perizyten wurden mit Anti-von-Willebrand-Faktor Antikdrpern (rote Fluoreszenz) markiert (A) und gleichzeitig mit
DAPI als Kontrolle (blaue Fluoreszenz) dargestellt (B)

.

Abb. 11: Darstellung vom Von-Willebrand-Faktor in Endothelzellen

Konfluente Endothelzellen (HUVEC, Humane Umbilikale Venenendothelzellen) wurden mit Anti-von-Willebrand-

Faktor Antikorpern (rote Fluoreszenz) markiert (A) und gleichzeitig mit DAPI als Kontrolle (blaue Fluoreszenz)
dargestellt (B)
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3.2  Stimulationsexperimente

3.2.1 Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von Angiogenese-, Inflammations-

und Apoptoseparametern in priméaren, bovinen, retinalen Perizyten

Nach der Isolierung und Charakterisierung der bovinen Retinaperizyten wurde Uberprift, ob
durch Stimulation mit Angiotensin Il die Expression von fir die diabetische Retinopathie
bedeutenden Markern induziert werden kann. Dabei wurde der angiogene Wachstumsfaktor
VEGF, das pro-entzundliche Zytokin Interleukin-6 sowie die Apoptosemarker Caspase-3 und
Bax untersucht. Flr das Stimulationsexperiment wurden die Zellen unter normoglyk&mischen
Bedingungen (5,6 mM Glukose) bis zur Konfluenz kultiviert und daraufhin fir 6 h mit
Angiotensin Il behandelt. Um zu Uberprifen, ob die durch Angiotensin Il hervorgerufenen
Effekte Uber den ATi-Rezeptor vermittelt werden, erfolgte die Blockierung des AT;-Rezeptors
durch eine 30-minitige Vorinkubation mit Candesartan. Als Negativkontrolle dienten
unbehandelte Zellen, als housekeeping Gen 18S rRNA. Madogliche Eigeneffekte des
Losungsmittels (DMSO) fur Candesartan wurden ebenfalls kontrolliert. Im weiteren Verlauf
wurde aus den Zellen RNA isoliert und mittels quantitativer Real-Time PCR die Expression von

VEGF, IL-6, Caspase-3 und Bax analysiert.
3.2.1.1 Genexpression von VEGF nach Behandlung mit Angiotensin |1

Es konnte gezeigt werden, dass nach 6 h Inkubation mit Angiotensin Il die VEGF Expression um
etwa 290 % gesteigert wurde. Die gleichzeitige Gabe von Candesartan reduzierte diese Mehr-
produktion bis fast auf den Ausgangswert zuriick. Die Expression von VEGF wurde durch die

alleinige Behandlung mit Candesartan oder DMSO dagegen nicht beeinflusst (siehe Abb.12).
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Abb. 12: Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von VEGF in Perizyten

Perizyten wurden in Medium mit 5,6 mM Glukose bis zur Konfluenz kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stlindige
Stimulation mit 10”7 M Angiotensin 11 (Ang 1), 10° M Candesartan (Cand) und DMSO. Die Ergebnisse sind in
Relation zur Kontrolle (unstimulierte Zellen) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).

3.2.1.2 Genexpression von IL-6 nach Behandlung mit Angiotensin 11

Die Stimulation mit Angiotensin Il fihrte zu einem signifikanten Anstieg der IL-6 Expression.
Die simultane Behandlung der Zellen mit dem AT;-Rezeptorblocker Candesartan fiihrte zu
keiner Expressionsanderung der Mehrproduktion. Auch hier hatte die alleinige Behandlung mit
Candesartan oder DMSO keinen signifikanten Effekt auf die IL-6 Expression (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von IL-6 in Perizyten

Perizyten wurden in Medium mit 5,6 mM Glukose bis zur Konfluenz kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige
Stimulation mit 107 M Angiotensin 11 (Ang 11), 10° M Candesartan (Cand) und DMSO. Die Ergebnisse sind in
Relation zur Kontrolle (unstimulierte Zellen) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).

3.2.1.3 Genexpression von Caspase-3 und Bax nach Behandlung mit Angiotensin 11

Prozentual erhohte sich die Expression des Apoptoseparameters Caspase-3 nach 6-stiindiger
Inkubation mit Angiotensin Il um etwa 96 %. Die Vorinkubation mit Candesartan konnte diese
Angiotensin ll-abhdngige Induktion inhibieren. Sowohl DMSO als auch Candesartan

beeinflussten die basale Caspase-3 Expression nicht (siehe Abb. 14).

Die Inkubation der Perizyten mit Angiotensin Il hatte keinen Effekt auf die Bax-Expression.
Allerdings fuhrte die Behandlung der Zellen mit Angiotensin Il und Candesartan zu einer
Reduktion der Bax-kodierenden mRNA unter basale Levels. Candesartan alleine und DMSO
hatten keine signifikanten Effekte (siehe Abb. 15).
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Abb. 14: Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von Caspase-3 in Perizyten

Perizyten wurden in Medium mit 5,6 mM Glukose bis zur Konfluenz kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige
Stimulation mit 107 M Angiotensin 1l (Ang 1), 10° M Candesartan (Cand) und DMSO. Die Ergebnisse sind in
Relation zur Kontrolle (unstimulierte Zellen) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05, ** p<0,001).
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Abb. 15: Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von Bax in Perizyten

Perizyten wurden in Medium mit 5,6 mM Glukose bis zur Konfluenz kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige
Stimulation mit 107 M Angiotensin 1l (Ang 1), 10° M Candesartan (Cand) und DMSO. Die Ergebnisse sind in

Relation zur Kontrolle (unstimulierte Zellen)dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).
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3.2.2 Einfluss einer Kultivation unter hyperglykdmischen Bedingungen auf die
Expression von Angiogenese-, Inflammations- und Apoptoseparametern in

primaren, bovinen, retinalen Perizyten

Um den Effekt einer erndhten Glukose-Konzentration im Medium — dhnlich der diabetischen
Stoffwechsellage — in Perizyten zu untersuchen, wurden die Zellen in Medium mit einer
Glukosekonzentration von 28 mM Kkultiviert. Auf eine zusatzliche Inkubation der Zellen mit
Mannitol zur Imitation des osmotischen Effekts des Glukoseansatzes wurde verzichtet, da bereits
mehrfach gezeigt wurde, dass mogliche Expressionsverdnderungen direkte Folge der erhohten
Glukosekonzentration und nicht eines osmotischen Effektes sind (Nehmé et al., 2008; Gillies et
al., 1993; Li et al., 1998).

Die Perizyten wurden 1, 2, 3 oder 7 Tage in Medium mit 28 mM Glukosekonzentration
kultiviert. Daraufhin wurden mittels quantitativer Real-Time PCR die Genexpressionsraten von
VEGF, IL-6, Caspase-3 und Bax bestimmt. Als Bezugspunkte dienten die Werte der unter
normoglykadmischen Bedingungen kultivierten Negativkontrolle, sowie die Expressionswerte des
housekeeping-Gens 18S rRNA.

3.2.2.1 Genexpression von VEGF in primaren, bovinen, retinalen Perizyten bei Kultivation

unter hyperglykdmischen Bedingungen

Die Kultivierung der Perizyten im Medium mit erhéhter Glukosekonzentration ging mit einer
signifikanten Erhéhung der Expression von VEGF im Vergleich zu unter normoglykamischen
Bedingungen kultivierten Zellen einher. Dabei flihrte die erhdhte Glukosekonzentration zu einem
kontinuierlichen Expressionsanstieg innerhalb des Zeitverlaufs. Die 7-tdgige Behandlung mit
dem hyperglykdmischen Medium erbrachte ungefahr eine Verdopplung der Expression von
VEGEF (siehe Abb. 16).
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Abb. 16: Glukosezeitreihe — VEGF mRNA Expression

Perizyten wurden in Medium mit 28 mM Glukose (iber verschiedene Zeitrdume kultiviert. Die Ergebnisse sind in
Relation zur Kontrolle (K= Zellen in Medium mit 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05,

** n<0,001).

3.2.2.2 Genexpression von IL-6 in priméaren, bovinen, retinalen Perizyten bei Kultivation

unter hyperglykdmischen Bedingungen

Nach Inkubation der Perizyten mit 28 mM Glukose zeigte sich ein zweigipfliger Anstieg der
Expression von IL-6 im Vergleich zur Kontrolle. Bereits nach eintdgiger Behandlung konnte
eine ca. doppelt erhohte Expression festgestellt werden. Nach zwei Tagen kam es jedoch zu einer
Reduktion der IL-6 Expression fast auf den Ausgangswert zuriick. Diese stieg nach 3 Tagen
erneut kontinuierlich an, bis sich die IL-6 Expression schlieflich nach 7-tagiger erhohter

Glukosegabe wieder ca. verdoppelt hatte (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Glukosezeitreihe — IL-6 MRNA Expression

Perizyten wurden in Medium mit 28 mM Glukose uber verschiedene Zeitrdume kultiviert. Die Ergebnisse sind in
Relation zur Kontrolle (K= Zellen in Medium mit 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%)

(*p<0,05, ** p<0,001).

3.2.2.3 Genexpression von Caspase-3 und Bax in primaren, bovinen, retinalen Perizyten bei
Kultivation unter hyperglykamischen Bedingungen

Auch die Expression von Caspase-3 stieg kontinuierlich in den Perizyten, die

hyperglykamischen Bedingungen ausgesetzt wurden, an. Im Vergleich zur Kontrolle, die 100 %

gesetzt wurde, kam es nach 7-tagiger Inkubation zu einer Erhdhung um ca. 120 % (siehe Abb.

18).

Es konnte beobachtet werden, dass eine zweitdgige Glukosebehandlung einen signifikanten

Anstieg der Bax-Expression bewirkte. Nach dreitdgiger Glukosebehandlung fiel die Bax-
Expression wieder ab (siehe Abb. 19).

46



Ergebnisse

200 - *

=

150

-

Zz,

100 | I

4 2]

[==]

= 50

0 T T T
1 2 3 7

K

relative Genexpression Caspase-3 vs.

Dauer der Stimulation mit 28 mM Glukose [d]

Abb. 18: Glukosezeitreihe — Caspase-3 mMRNA Expression
Perizyten wurden in Medium mit 28 mM Glukose Uber verschiedene Zeitrdume kultiviert. Die Ergebnisse sind in
Relation zur Kontrolle (K= Zellen in Medium mit 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (*p<0,05).
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Abb. 19: Glukosezeitreihe — Bax mMRNA Expression
Perizyten wurden in Medium mit 28 mM Glukose (iber verschiedene Zeitrdume kultiviert. Die Ergebnisse sind in
Relation zur Kontrolle (K= Zellen in Medium mit 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (*p<0,05).
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3.2.3 Effekte einer pharmakologischen Interferenz mit dem Renin-Angiotensin-System im
in vitro Modell der diabetischen Retinopathie

Auf Grundlage der Ergebnisse der Glukosezeitreihe (siehe oben), die fur die Mehrheit der
untersuchten Marker ein Expressionsmaximum nach 7-tdgiger Inkubation in hyperglykdmischem
Medium zeigte, wurden die Zellen 7 Tage lang in einer erhdhten Glukosekonzentration
kultiviert. Um die Auswirkungen eines pharmakologischen Eingriffs in das Renin-Angiotensin-
System auf die Genexpression von Angiogenese-, Inflammations- und Apoptoseparametern zu
uberprifen, erfolgte anschlieBend eine jeweils 6-stiindige Inkubation mit verschiedenen
Substanzen, namlich mit dem Angiotensin AT;-Rezeptorblocker Candesartan (10°M) oder mit
dem Angiotensin AT,-Rezeptoragonisten Compound 21 (10°M). Auch hier dienten Zellen, die
unter normoglykamischen Bedingungen kultiviert worden waren, als Kontrolle. Aus den Zellen
wurde mRNA isoliert und mittels quantitativer Real-Time PCR die Expression von VEGF, IL-6,

Caspase-3 und Bax analysiert. 18S rRNA diente als housekeeping gene.

3.2.3.1Einfluss des AT;i-Rezeptorantagonisten Candesartan auf die Expression von
Angiogenese-, Apoptose- und Inflammationsparametern in priméaren, bovinen,

retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykamischen Bedingungen

Um zu untersuchen, ob eine pharmakologische Blockade des Angiotensin ATi-Rezeptors in der
Lage ist, die durch die hyperglykdmischen Kulturbedingungen erhéhten Genexpressionlevels
verschiedener Marker flir Angiogenese, Apoptose beziehungsweise Inflammation in primaren,
bovinen, retinalen Perizyten zu reduzieren, wurden die Zellen nach 7-tdgiger 28 mM
Glukoseinkubation fir 6 h mit Angiotensin 1l und/oder dem AT;-Rezeptorantagonisten
Candesartan behandelt. Dabei wurde Candesartan 30 Minuten vor Angiotensin Il den Zellen
zugegeben. Zellen, die mit 5,6 mM Glukose kultiviert worden waren, dienten als Kontrolle. Als
housekeeping-Gen wurde 18S rRNA verwendet. Der alleinige Zusatz des Ldsungsmittels fur

Candesartan, DMSO, diente als Kontrolle zum Ausschluss von DMSO Eigeneffekten.
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3.2.3.1.1 Einfluss von Candesartan auf die Genexpression von VEGF in primaren,
bovinen, retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykdmischen

Bedingungen

Die Expression von VEGF stieg nach 7-tagiger Kultivation unter erhéhter Glukosekonzentration
signifikant um etwa 32 % an. Candesartan reduzierte die Glukose-induzierte Mehrexpression
von VEGEF signifikant auf Werte vergleichbar mit der VEGF Expression in Perizyten unter
normoglykédmischen Bedingungen. Die Angiotensin 1l Gabe fuhrte zu keiner weiteren statistisch
signifikanten Erhéhung der Glukose-induzierten VEGF Expression. DMSO bewirkte keine

Expressionsverédnderung (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: Einfluss von Candesartan auf die Expression von VEGF in Perizyten unter hyperglykédmischen
Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 107 M
Angiotensin 11 (Ang 11), 10° M Candesartan (Cand) und/oder DMSO. Die Ergebnisse sind in Relation zur Kontrolle
(unstimulierte Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).
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3.2.3.1.2 Einfluss von Candesartan auf die Genexpression von IL-6 in primaren, bovinen,
retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykédmischen Bedingungen

Wie in Abbildung 21 dargestellt erhéhte sich die IL-6 Expression nach Kultivation in 28 mM
Glukose-haltigem Medium (ber einen Zeitraum von 7 Tagen um mehr als 200 % gegeniiber der
normoglykdmischen Kontrolle. Diese Mehrexpression konnte durch die Ko-Inkubation mit
Candesartan signifikant verringert werden. Die Behandlung mit Angiotensin Il fiihrte wiederum
nicht zu einem weiteren Anstieg des Inflammationsparameters. Auch hier zeigte DMSO keine

signifikanten Anderungen im Expressionsverhalten (siehe Abb. 21).
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Abb. 21: Einfluss von Candesartan auf die Expression von IL-6 in Perizyten unter hyperglykdmischen
Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 107 M
Angiotensin 1l (Ang 11), 10 M Candesartan (Cand) und/oder DMSO. Die Ergebnisse sind in Relation zur Kontrolle
(unstimulierte Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).

3.2.3.1.2 Einfluss von Candesartan auf die Genexpression von Caspase-3 und Bax in
priméren, bovinen, retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglyk&dmischen

Bedingungen

Die Inkubation unter erhdhter Glukosekonzentration fiihrte zu einer vermehrten Expression von
Caspase-3. Die alleinige Behandlung mit Candesartan erbrachte keine Expressionsanderung von
Caspase-3 gegentber der mit 28 mM Glukose behandelten Kontrolle. Der Zusatz von

Angiotensin Il erhohte additiv und signifikant die Caspase-3 Expression, welche durch die
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Zugabe von Candesartan signifikant wieder verringert werden konnte. Das Losungsmittel DMSO
dagegen fuhrte zu keinen signifikanten Abweichungen (siehe Abb. 22).

Die Bax Expression zeigte keinen signifikanten Anstieg nach 7-tdgiger Glukosebehandlung.
Nach der Stimulation mit Candesartan konnte eine signifikante Reduktion der Bax Expression
gegenuiber der mit 28 mM Glukose behandelten Kontrolle verzeichnet werden. Die Inkubation
mit Angiotensin Il fiihrte zu einer Senkung der Glukose-bedingten Bax mRNA Mehrexpression.
Dabei zeigte sich jedoch eine hohe Standardabweichung. Das Lésungsmittel DMSO rief

wiederum keine signifikanten Abweichungen der Bax Expression hervor (siehe Abb. 23).
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Abb. 22: Einfluss von Candesartan auf die Expression von Caspase-3 in Perizyten unter hyperglykdmischen
Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 107 M
Angiotensin 11 (Ang 11), 10° M Candesartan (Cand) und/oder DMSO. Die Ergebnisse sind in Relation zur Kontrolle
(unstimulierte Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).
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Abb. 23: Einfluss von Candesartan auf die Expression von Bax in Perizyten unter hyperglykdmischen
Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 107 M
Angiotensin Il (Ang 11), 10° M Candesartan (Cand) und/oder DMSO. Die Ergebnisse sind in Relation zur Kontrolle
(unstimulierte Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05, ** p<0,001).

3.2.3.2 Einfluss des AT,-Rezeptoragonisten Compound 21 auf die Expression von
Angiogenese-, Apoptose- und Inflammationsparametern in priméaren, bovinen,

retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykamischen Bedingungen

Nach 7-tagiger Vorbehandlung in 28 mM Glukose wurden die Perizyten fiir 6 h mit dem AT,-
Rezeptoragonisten ~ Compound 21  inkubiert. ~Um  zu  (berprifen, ob  der
genexpressionsverandernde Effekt von Compound 21 tatsachlich auf die Stimulation des AT2-
Rezeptors und nicht auf einen unspezifischen Effekt an einem anderen Rezeptor zuriickzufiihren
ist, wurde ein Teil der Zellen zusétzlich mit dem AT,-Rezeptor Antagonisten PD 123319 fir 30
Minuten vor Zugabe von Compound 21 vorinkubiert.

3.2.3.2.1 Einfluss von Compound 21 auf die Genexpression von VEGF in primaren,
bovinen, retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglyk&dmischen

Bedingungen

Die 7-tagige Vorbehandlung mit 28 mM Glukose flhrte zu einem signifikanten Anstieg der
VEGF mRNA Expression gegeniiber den Zellen, die in 5,6 mM Glukose kultiviert wurden.
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Diese Uberexpression wurde durch die Stimulation mit Compound 21 vollstandig zuriickgefiihrt.
Durch die Vorinkubation mit PD 121339 konnte der Compound 21-Effekt nicht nur komplett
aufgehoben werden, sondern die VEGF Expression stieg um ca. 64 % Uber das Expressionslevel

von Perizyten in normoglyké&mischen Bedingungen an (siehe Abb. 24).
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Abb. 24: Einfluss von Compound 21 auf die Expression von VEGF in Perizyten unter hyperglykdmischen
Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 10° M
Compound 21 (C21) und 10° M PD 121339 (PD). Die Ergebnisse sind in Relation zur Kontrolle (unstimulierte
Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05, ** p<0,001).

3.2.3.2.2 Einfluss von Compound 21 auf die Genexpression von IL-6 in primaren,
bovinen, retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykdmischen

Bedingungen

Die 7-tdgige Kultivierung der Zellen in erhohter Glukosekonzentration lieR die IL-6 mMRNA
Expression signifikant um etwa 220 % gegeniiber der basalen Expression in Perizyten ansteigen.
Dieser Anstieg lieR sich signifikant durch Stimulation mit Compound 21 senken. PD 121339
konnte diesen Effekt nicht statistisch signifikant antagonisieren. (siehe Abb. 25).
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Abb. 25: Einfluss von Compound 21 auf die Expression von IL-6 in Perizyten unter hyperglykdmischen
Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 10° M
Compound 21 (C21) und 10° M PD 121339 (PD). Die Ergebnisse sind in Relation zur Kontrolle (unstimulierte
Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).

3.2.3.2.3 Einfluss von Compound 21 auf die Genexpression von Caspase-3 und Bax in
primaren, bovinen, retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykamischen

Bedingungen

Die Behandlung mit Compound 21 ergab eine signifikante Reduktion der durch die erhohte
Glukosekonzentration verursachten verstarkten Caspase-3 mRNA Expression um etwa 42 %. PD
121339 konnte diesen Effekt nicht signifikant hemmen (siehe Abb. 26).

Auch die glukosebedingte vermehrte Bax mMRNA Expression konnte durch den AT,-
Rezeptoragonisten Compound 21 signifikant reduziert, durch den Antagonisten PD 121339
jedoch nicht signifikant aufgehoben werden. (siehe Abb. 27).
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Abb. 26: Einfluss von Compound 21 auf die Expression von Caspase-3 in Perizyten unter
hyperglykédmischen Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 10° M
Compound 21 (C21) und 10° M PD 121339 (PD). Die Ergebnisse sind Relation zur Kontrolle (unstimulierte
Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05, ** p<0,001).
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Abb. 27: Einfluss von Compound 21 auf die Expression von Bax in Perizyten unter hyperglykdmischen
Bedingungen

Perizyten wurden 7 Tage in 28 mM Glukose kultiviert. Daraufhin erfolgte die 6-stiindige Stimulation mit 10° M
Compound 21 (C21) und 10° M PD 121339 (PD). Die Ergebnisse sind in Relation zur Kontrolle (unstimulierte
Zellen in 5,6 mM Glukose) dargestellt (Kontrolle = 100%) (* p<0,05).
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4 Diskussion

Die héufigste mikrovaskuldare Komplikation des Diabetes mellitus ist die diabetische
Retinopathie. In Industrielandern ist sie nach wie vor die Hauptursache fiir neu auftretende
Erblindungen von Erwachsenen im erwerbstatigen Alter. Der Bedarf nach einer praventiven oder
zumindest unterstlitzenden pharmakologischen Therapie erscheint als immer dringender
(Funatsu et al., 2003).

Perizyten sind mafRgeblich an friihen pathologischen Verédnderungen in der Retina bei
diabetischer Retinopathie beteiligt (Ejaz et al., 2008). Auch die Rolle des Renin-Angiotensin-
Systems bei der Entwicklung diabetischer Gefallverdnderungen gelangte in den Vordergrund
gegenwartiger Forschung und stellt einen moglichen Angriffspunkt neuer Therapiemdglichkeiten
dar (Strain et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde daher an priméren, bovinen, retinalen
Perizyten in vitro untersucht, inwieweit sich Glukose-induzierte Verénderungen in Perizyten
durch den Einsatz des AT;-Rezeptorblockers Candesartan oder des AT,-Rezeptoragonisten
Compound 21 therapeutisch beeinflussen lassen. Eine diabetische Stoffwechsellage wurde durch

die Kultivation der Zellen in Medien mit erhdhter Glukosekonzentration simuliert.

4.1 Einfluss von Angiotensin 1l auf die Expression von Angiogenese-,
Inflammations- und Apoptoseparametern in primdaren, bovinen, retinalen
Perizyten

Die Idee von der Existenz eines lokalen Renin-Angiotensin-Systems (RAS) im Auge wurde

bereits von vielen Arbeitsgruppen aufgegriffen und untersucht. So identifizierte man im Auge

alle wichtigen Komponenten des Renin-Angiotensin-Systems. Auf zellulérer Ebene wurden die

Komponenten in fetalen und adulten Nagetieren detektiert (Wilkinson-Berka, 2006). Mittels der

Methode der quantitativen Real-Time PCR konnte auch in der humanen Retina ein lokales RAS

identifiziert werden (Wagner et al., 1996). Vor allem die genaue Lokalisation der

Angiotensinrezeptoren im Auge war von besonderer Bedeutung. In einigen Spezies wurden

sowohl der AT;- als auch der AT,-Rezeptor auf Neuronen, Gliazellen und auf Gefél3zellen des

Auges identifiziert (Nagai et al., 2005; Sarlos et al., 2003). Nadal et al. beschrieben die

Expression beider Rezeptoren in Retinaperizyten vom Rind (Nadal et al., 2002).

Den Komponenten des lokalen aber auch des zirkulierenden Renin-Angiotensin-Systems wird

eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese der diabetischen Retinopathie zugeschrieben. Dies

wird durch eine wachsende Anzahl von Studien belegt. So fanden sich erhohte Spiegel an
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Prorenin, Renin und Angiotensin Il in den Glaskdrpern von an proliferativer diabetischer
Retinopathie und Makuladdem erkrankten Patienten (Danser et al., 1989).

Das wichtigste Effektorpeptid des Renin-Angiotensin-Systems ist das Angiotensin II. In dieser
Arbeit sollte daher Uberprift werden, ob durch Stimulation mit Angiotensin Il die Expression
von Markern, die eine entscheidende Rolle bei der Entstehung diabetischer GefaRveréanderungen

spielen, induziert werden kann.

4.1.1 Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von VEGF

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine 6-stiindige Inkubation der retinalen
Perizyten mit Angiotensin Il zu einem signifikanten Anstieg (um ca. 290 %) der VEGF
Expression flhrte. Da der AT;-Rezeptorantagonist Candesartan diese Mehrproduktion bis fast
auf den Ausgangswert zurtick reduzierte, kann man annehmen, dass die Angiotensin Il induzierte
VEGF Expression Uber den AT;-Rezeptor vermittelt wird. Otani et. al konnten ebenfalls eine
Angiotensin Il induzierte VEGF Expression in Perizyten zeigen (Otani et al., 2000). Williams et
al. beobachten in ihren in vitro Versuchen die stimulierende Wirkung von Angiotensin Il auf die
VEGF Expression in glatten Muskelzellen (Williams et al., 1997). Dariiber hinaus unterstreichen
in vivo Studien die fordernde Wirkung von Angiotensin Il auf die VEGF Expression in der
Retina. So konnte in der Studie von Gilbert et al. mittels des Einsatzes eines ACE Inhibitors die
diabetesbedingte vermehrte Expression von VEGF gesenkt werden (Gilbert et al., 2000). Eine
direkte Beziehung zwischen dem Renin-Angiotensin-System und dem Wachstumsfaktor VEGF
erscheint somit als sehr wahrscheinlich. VEGF fihrt am Gefal3system zu einer Reihe von
Reaktionen, wie Endothelzellproliferation, Angiogenese, Vasodilatation und Hyperpermeabilitat
(Caldwell et al., 2003). Dies bestarkt die Annahme, dass eine Angiotensin Il induzierte VEGF
Produktion eine entscheidende Schllsselrolle bei der erhéhten Gefalpermeabiliat im Rahmen
der diabetischen Retinopathie und bei dem Auftreten von Neovaskularisierungserscheinungen,

die ein typisches Charakteristikum der proliferativen diabetischen Retinopathie sind, spielt.

4.1.2 Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von IL-6

Das pro-inflammatorische Zytokin IL-6 hat eine Vielzahl von biologischen Funktionen und
scheint auch bei der Pathogenese der diabetischen Retinopathie beteiligt zu sein. So zeigten sich
erhdhte Level an IL-6 in der Glaskorperflissigkeit von diabetischen Patienten (Mocan et al.,
2006).

Die proinflammatorische Wirkung von Angiotensin Il auf das Gefa3system wurde bereits von

einigen Arbeitsgruppen beschrieben (Marchesi et al., 2008). Auch in der vorliegenden Arbeit
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fuhrte die 6-stundige Stimulation mit Angiotensin Il zu einem signifikanten Anstieg der IL-6
Expression, welche durch den AT;-Rezeptorblocker Candesartan deutlich reduziert werden
konnte. Obwohl keine statistische Signifikanz erreicht wurde, kann man auf Grund der
deutlichen Hemmung der IL-6 Expression und zahlreicher entsprechender Publikationen (Sano
et al., 2000; Rompe et al., 2010) trotzdem davon ausgehen, dass die inflammatorische Wirkung
von Angiotensin Il durch den AT;-Rezeptor vermittelt wird. Funakoshi et al. und Han et al.
zeigten bereits eine dhnliche Wirkung des Angiotensins Il auf die IL-6 Expression, allerdings in
glatten Muskelzellen der Ratte (Funakoshi et al., 1999; Han et al., 1999).

4.1.3 Einfluss von Angiotensin Il auf die Expression von Caspase-3 und Bax

Eine der vielen beschriebenen Angiotensin Il Wirkungen stellt die Induktion der Apoptose dar
(Bonnet et al., 2001). Die Rolle der beiden Angiotensinrezeptoren AT, und AT, dabei wird
kontrovers diskutiert. Es gibt eine Reihe an Studien, die eine AT,-Rezeptor vermittelte
Aktivierung der Apoptose in unterschiedlichen Zelltypen beobachteten. In einigen in vitro
Studien mit Myozyten und koronaren Endothelzellen dagegen wurde der ATi-Rezeptor fiir die
apoptotischen Prozesse verantwortlich gemacht (Li et al., 1999; Leri et al., 2000). Durvasula et
al. beobachteten an differenzierten murinen Podozyten eine proapoptotische Wirkung von
Angiotensin 1l. Dieser Effekt war ebenso wie die durch die mechanische Belastung
hervorgerufene Apoptose durch ATi-Blockade signifikant reduzierbar (Durvasula et al., 2004).
Auch in der vorliegenden Arbeit zeigen sich Hinweise fir eine AT;-Rezeptor-vermittelte
Apoptose. So war die Expression des Apoptosemarkers Caspase-3 nach einer 6-stiindigen
Inkubation der Perizyten mit Angiotensin Il um etwa 96 % gesteigert. Die Vorinkubation mit
dem AT;-Rezeptorantagonisten Candesartan konnte diese Induktion signifikant inhibieren. Dass
die Bax Expression durch die Stimulation mit Angiotensin Il nicht wesentlich beeinflusst wurde
und die gleichzeitige Inkubation mit Candesartan eine Reduzierung der Bax Expression
bewirkte, konnte auf eine endogene Angiotensin Il Produktion der Perizyten zurlickzufihren

sein.

In den vorliegenden Versuchen fiihrte die Inkubation der Perizyten mit Angiotensin Il zu einer
verstarkten mRNA-Expression von VEGF, IL-6 und des proapoptotischen Markers Caspase-3.
Diese Ergebnisse stehen damit im Einklang mit bereits publizierten Arbeiten, die zeigten, dass
Angiotensin 1l als wesentlicher pathogener Faktor bei der Herausbildung typischer

Charakteristika der diabetischen Retinopathie, wie zum Beipspiel Neovaskularisierung,
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Inflammation und Apoptose, angesehen werden kann (Danser et al., 1994, 1989; Sjglie et al.,
2002; Wilkinson-Berka, 2006).

4.2 Die Effekte der Hyperglykdmie im in vitro Modell der diabetischen
Retinopathie
Die chronische Hyperglykdmie ist ein bedeutender pathogener Faktor bei der Entstehung
typischer Charakteristika der diabetischen Retinopathie. Sie kann fiir viele frihe Zeichen der
diabetischen Retinopathie, beispielsweise die Mikroaneurysmen, die Membranverdickung, die
erhdhte GefaBpermeabiliat und der Veranderung des Bluttflusses, verantwortlich gemacht
werden (Khan et al., 2007). Ein deutlicher Anstieg von Wachstumsfaktoren und Zytokinen zeigt
sich bereits nach einer kurzen Diabetesdauer (Sone et al., 1997; Chou et al., 2002). Um in der
vorliegenden Arbeit die Auswirkung einer erhohten Glukosekonzentration im Medium zu
untersuchen, wurden die Zellen in Medium mit einer Glukosekonzentration von 28 mM

kultiviert.

4.2.1 Einfluss der Hyperglykadmie auf die Expression von VEGF

VEGF kann als ein entscheidender Mediator bei der Herausbildung diabetischer
GefaBveranderungen angesehen werden (Caldwell et al., 2003). So fanden sich erhohte
intraokulare VEGF Level bei Patienten mit einer diabetischen Retinopathie (Aiello et al., 1994).
Auch in diabetischen Tiermodellen konnte ein Anstieg der VEGF Expression festgestellt werden
(Sone et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit erbrachte die Kultivierung der Zellen unter hyperglykdamischen
Bedingungen einen kontinuierlichen Expressionsanstieg von VEGF gegeniber den unter
normoglykadmischen Bedingungen kultivierte Zellen. Dabei kam es nach 7 Tagen Kultivation mit
einer erhohten Glukosekonzentration ungefahr zu einer Verdopplung der VEGF Expression.
Ahnliche Resultate wurden auch in einer Studie von Kane et al. beschrieben, in der eine 7-tagige
30 mM Glukosebehandlung von Retinaperizyten einen Anstieg der VEGF Expression bewirkte
(Kane et al., 2005).

4.2.2 Einfluss der Hyperglykadmie auf die Expression von IL-6
Die Bedeutung von Inflammationsparametern, vor allem der Interleukine, bei der Pathogenese
der diabetischen Retinopathie ist ebenfalls Gegenstand der wissenschaftlichen

Diabetesforschung. Tatsachlich fanden sich erhéhte Level von IL-6 und IL-8 in der
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Glaskorperflissigkeit von Patienten mit einer proliferativen diabetischen Retinopathie (Yuuki et
al., 2001). Auch in experimentellen Studien mit diabetischen Ratten und Ma&usen wurde eine
vermehrte Bildung von Interleukinen beschrieben (Carmo et al., 1999; Kowluru et al., 2004). Die
in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zur IL-6 Expression unterstitzen die in der Literatur
gemachten Aussagen. So fuhrte die Uber siebentdgige Inkubation der Zellen mit 28 mM Glukose
zu einem signifikanten Anstieg der IL-6 Expression im Vergleich zu Zellen, die in
normoglykédmischen Medium kultiviert wurden. Interessanterweise konnte bereits nach
eintagiger erhohter Glukosebehandlung eine Verdopplung der IL-6 Expression festgestellt
werden. Diese fiel allerdings nach weiterer eintdgiger Behandlung fast bis auf den Ausgangswert
zuruck. Ab einer dreitagigen Behandlung war wieder ein kontinuierlicher Anstieg zu beobachten.
Mehrere Stoffwechselwege, wie die Bildung von Advanced Glycation Endproducts sowie die
Aktivierung der Proteinkinase C, werden bei Anwesenheit einer chronischen Hyperglykamie
induziert. Diese aktivieren wiederum (ber verschiedenste Wege und mit unterschiedlichen
Zeitverlaufen das Zytokinnetzwerk. Die beobachteten Peaks der IL-6 Expression nach ein- und
siebentdgiger Glukosebehandlung koénnten somit Ausdruck dieser unterschiedlichen

biochemischen Ablaufe sein.

4.2.3 Einfluss der Hyperglykadmie auf die Expression von Caspase-3 und Bax

Der Perizytenverlust stellt ein friilhes Zeichen der diabetischen Retinopathie dar. Dabei sehen
Mizutani et al. den apoptotischen Prozess als einen grundlegenden Mechanismus des
Zellverlustes an (Mizutani et al., 1996b).

An der Apoptose sind in entscheidender Art und Weise spezielle Proteasen beteiligt (die
Caspasen), die Bcl-2-Familie (bestehend aus einer Gruppe von Regulatorproteinen) sowie die
Mitochondrien der Zelle (Reed, 2000). Caspasen sind proteolytisch aktive Enzyme und stellen
die eigentlichen Exekutoren der Apoptose dar. Wahrend der sogenannten Caspase-Kaskade
konnen sich diese Enzyme gegenseitig aktivieren. Die aktivierten Effektor-Caspasen, zu denen
vor allem die Caspasen-3, -6 und -7 zahlen, ibernehmen die Ausfiuhrung des Todesprogramms.
(Slee et al., 2001).

Um die Auswirkung einer Hyperglykadmie auf die Expression von proapoptotischen Faktoren zu
uberprifen, wurden die Perizyten wie in Abschnitt 2.2.2.2 beschrieben unterschiedlich lang einer
28 mM Glukosekonzentration ausgesetzt. Dabei zeigte sich ein kontinuierlicher Caspase-3
Expressionsanstieg uber den untersuchten Zeitverlauf. Im Vergleich zur Kontrolle konnte nach
7-tagiger Inkubation eine Caspase-3 Expressionserhohung um etwa 120 % beobachtet werden.

Auch Kowluru und Koppolu beobachteten in ihren Versuchen apoptotische Effekte einer
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chronischen Hyperglykédmie. Endothelzellen und Perizyten, die fur 5 Tage mit einer 25 mM
Glukosekonzentration behandelt wurden, zeigten eine gesteigerte Caspase-3 Aktivitat. Ebenso
konnten sie in diabetischen Ratten eine erhohte Caspase-3 Aktivitét feststellen (Kowluru et al.,
2002). Miwa et al. kamen zu ahnlichen Ergebnissen. So erbrachte eine 5-tdgige Behandlung mit
20 mM Glukose einen signifikanten Anstieg der Caspase-3 Aktivitat in Retinaperizyten vom
Rind (Miwa et al., 2003). Anhand dieser Beobachtungen und der eigenen Ergebnisse scheint der
Caspase-3-Weg einen entscheidenden Anteil am Apoptoseprozess der diabetischen Retinopathie
einzunehmen.

Die Mitochondrien der Zelle spielen bei der intrinsischen Apoptoseinduktion eine entscheidende
Rolle. Sie konnen selbststandig oder aufgrund einer Porenbildung durch proapoptotische
Proteine der Bcl-2-Familie den Zelltod hervorrufen (Kroemer et al., 2000). Prinzipiell kann man
die Bcl-2-Familienmitglieder in zwei Gruppen gliedern, in die pro- und die antiapoptotisch
wirksamen Proteine. Zu den proapoptotischen Mitgliedern zéhlt unter anderem das in dieser
Arbeit aufgefuhrte Bax. In den durchgefiihrten Versuchen konnte bereits nach zwei Tagen
Behandlung mit 28 mM Glukose ein signifikanter Anstieg der Bax Expression verzeichnet
werden. Nach dreitdgiger Inkubation fiel die Bax Expression ab, eine weitere 4-tdgige
Glukosestimulation zeigte wieder einen Anstieg der Expression. Auch andere Arbeitsgruppen
konnten bereits einen positiven Zusammenhang zwischen Hyperglykdmie und der Bax
Expression nachweisen. So beschrieben Romeo et al. bei Perizyten einen signigfikanten Anstieg
der Bax Expression nach einwdchiger Behandlung mit 25 mM Glukose (Romeo et al., 2002).
Podesta et al. sahen erst nach einer dreiwdchigen Inkubationsperiode einen deutlichen Anstieg
der Bax Expression in Perizyten. Aullerdem stellten sie erhdhte Bax Level in der Retina von
diabetischen Patienten fest (Podesta et al., 2000). Auch das proapoptotische Protein Bax scheint
demnach eine bedeutende Rolle beim Zelltod von Perizyten, einem typischen Charakteristikum

diabetischer GefélRveranderungen, einzunehmen.

4.3 Effekte einer pharmakologischen Interferenz mit dem Renin-Angiotensin-
System im in vitro Modell der diabetischen Retinopathie

4.3.1 Einfluss des AT;-Rezeptorantagonisten Candesartan auf die Expression von
Angiogenese-, Inflammations- und Apoptoseparametern in primaren, bovinen,
retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykdmischen Bedingungen

Die Hyperglykdmie-induzierte RAS-Aktivierung fuhrt wie bereits beschrieben zu einer

vermehrten Bildung von angiogenen, inflammatorischen und proapoptotischen Mediatoren, die
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letztendlich die Gefalverdnderungen der diabetischen Retinopathie bewirken. In der
vorliegenden Arbeit wurde deshalb untersucht, inwieweit sich Hyperglykdmie-bedingte
Veranderungen in Perizyten durch Behandlung mit dem AT;-Rezeptorblocker Candesartan
therapeutisch beeinflussen lassen. Tatséchlich konnte Candesartan die Glukose-induzierte
Mehrexpression von VEGF in Perizyten signifikant reduzieren. Ahnliche Effekte zeigte
Candesartan auch fir die Expression von IL-6, Caspase-3 und Bax. Dabei verringerte
Candesartan die Glukose-induzierte Mehrproduktion von IL-6 und Bax signifikant, die Senkung
der Caspase-3 Expression verfehlte eine Signifikanz nur knapp. Hierbei ist zu erwahnen, dass
eine 7-tagige Inkubation in Medium mit hoher Glukosekonzentration keine statistisch
signifikante Mehrexpression von Bax erbrachte. In den vorangegangenen Versuchen zur
Ermittlung einer optimalen Inkubationsdauer der Perizyten in Medium mit hoher
Glukosekonzentration hatte sich bereits gezeigt, dass eine 7-tdgige Inkubation kein idealer
Zeitpunkt zur Messung von Bax sein wirde, da auch in den Vorversuchen die Steigerung der
Bax Expression nach 7 Tagen nicht signifikant war. Unter Berlicksichtigung aller zu messenden
Marker schien diese Inkubationsdauer allerdings trotzdem die beste.

Die zusatzliche Behandlung mit Angiotensin Il fihrte zu keiner weiteren, signifikanten
Erhohung der Glukose-bedingten Mehrexpression von VEGF, IL-6 und Bax. Die sich
dargestellte Reduktion der Bax Expression ist allerdings wegen der sehr hohen
Standardabweichung trotz Signifikanz mit Vorsicht zu bewerten. Die Mehrexpression von
Caspase-3 dagegen erhohte sich additiv durch den Zusatz von Angiotensin Il. Im Gegensatz zu
der offensichtlich angiogenen, inflammatorischen und proapoptotischen Wirkung von
Angiotensin 1l auf die unter normoglykdmischen Bedingungen kultivierte Zellen (siehe 4.1)
zeigte Angiotensin Il nur eine eingeschrankte zusétzlich schadigende Wirkung auf Perizyten, die
unter hyperglykdamischen Bedingungen kultiviert wurden. Dies kdnnte man auf eine
Hyperglykamie-bedingte eigenstdndige Angiotensin Il-Produktion der Perizyten zuriickfiihren.
Studien anderer Gruppen zeigten bereits eine vermehrte Bildung von einzelnen Komponenten
des Renin-Angiotensin-Ssystems unter hyperglykamischen Zustanden (Danser et al., 1994, 1989;
Franken et al., 1988). Dass aber Perizyten dazu befahigt sind, in einer diabetischen
Stoffwechsellage vermehrt Angiotensin Il zu bilden, muss noch experimentell bewiesen werden.
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit die Blockierung des AT;-Rezeptors mit
dem spezifischen Antagonisten Candesartan der Glukose-induzierten Mehrexpression von VEGF
IL-6 und Bax entgegenwirken. An dieser Stelle sei betont, dass fur den Effekt von Candesartan
keine vorherige Stimulation mit Angiotensin 1l notwendig war, sondern dass die Uberproduktion

der untersuchten Marker alleine Glukose-induziert war. Es gibt bereits eine Reihe von
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experimentellen Studien, in denen die Bedeutung einer Renin-Angiotensin-System Blockade im
Kontext der diabetischen Retinopathie untersucht wurde. So zeigten die in der Studie von
Moravski et al. einer relativen Hypoxie ausgesetzten neugeborenen Ratten die fir die
diabetische Retinopathie typische retinale Neovaskularisation. Wurden diese Tiere frihzeitig mit
Hemmstoffen des Renin-Angiotensin-Systems, das heif3t mittels des ACE Inhibitors Lisinopril
oder des AT;-Rezeptorantagonisten Losartan behandelt, traten diese Veranderungen nicht auf
(Moravski et al., 2000). In spontan hypertensiven Ratten, bei denen durch die Gabe von
Streptozotocin ein Diabetes induziert wurde, fihrte die Gabe des AT;-Rezeptorantagonisten
Candesartan zu einer Reduktion der Diabetes-bedingten retinalen Veranderungen (Nagisa et al.,
2001). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch in unserer Arbeitsgruppe. In in vivo Versuchen an
Ratten mit Streptozotocin-induziertem Diabetes mellitus fiihrte die Gabe von Candesartan zu
einer Reduktion von Apoptosemediatoren und zu einer Induktion von Neurotrophinen in
retinalem Gewebe (Steckelings et al., 2009). In der Studie von Horio et al. beugte die
Candesartanbehandlung von diabetischen Ratten dem fiir die Diabetes-bedingte
GefaBveranderung typischen, verlangsamten, retinalen Blutfluss vor (Horio et al., 2004).
Interessanterweise wurde kirzlich dem ATi-Rezeptorblocker Candesartan auch die Eigenschaft
als direktes Antioxidants zugeschrieben. So reduzierte Candesartan in hoher Dosierung in vitro
die TNF-a-induzierte Chemokinfreisetzung und ROS-Bildung sowie die TNF-a-induzierte NF-
kB-Aktivierung unabhangig von einer AT;-Rezeptor-Blockade (Chen et al., 2008).

Seit 1990 wird auch in verschiedenen Klinischen Studien die Bedeutung der RAS-Blockade
untersucht. Neben einer Reihe von kleineren Studien an Typ-1 Diabetikern (Chase et al., 1993;
Larsen et al., 1990) wurden auch zwei groRere Studien zur potentiellen praventiven
beziehungsweise therapeutischen Wirksamkeit einer RAS-Blockade bei diabetischer
Retinopathie durchgefiihrt. Die EUCLID-Studie untersuchte die Renin-Angiotensin-System-
Blockade durch den ACE-Hemmer Lisinopril (Chaturvedi et al., 1998). Lisinopril fuhrte in
dieser Studie zu einer signifikanten Reduktion der Progression der diabetischen Retinopathie und
Reduktion der Progression von einer nicht-proliferativen in eine proliferative Form; jedoch
waren diese Studienpunkte in EUCLID nur sekundérer Endpunkt. Daruber hinaus wurde die
Wirkung einer vorbeugenden Therapie mit dem AT;-Blocker Candesartan auf das
Voranschreiten der diabetischen Retinopathie in einer internationalen klinischen Studie unter
Einschluss von tber 5000 Patienten (DIRECT — ,,The DIabetic REtinopathy Candesartan Trials
Programme*) untersucht. Dabei handelt es sich um die bisher groBte Studie zum Einsatz von
RAS-blockierenden Substanzen bei der diabetischen Retinopathie (Chaturvedi et al., 2002). Die

Studienergebnisse bestarken die positiven Effekte von Candesartan bei Diabetikern. Hierbei
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konnte eine Behandlung mit Candesartan bei normotensiven Typ 1 Diabetiker die Inzidenz einer
diabetischen Retinopathie im Beobachtungszeitraum reduzieren, wéhrend bei normo- und
hypertensiven Typ 2 Diabetikern eine Regression bei schon bestehender Retinopathie zu
beobachten war (Chaturvedi et al., 2008; Sjglie et al., 2008). Vor dem Hintergrund dieser
Ergebnisse scheint der Einsatz von Candesartan somit neue therapeutische beziehungsweise
praventive Chancen fur den Diabetiker zu er6ffnen.

4.3.2 Einfluss des AT,-Rezeptoragonisten Compound 21 auf die Expression von
Angiogenese-, Inflammations- und Apoptoseparametern in priméaren, bovinen,
retinalen Perizyten bei Kultivation unter hyperglykéamischen Bedingungen

Dank der Neuentwicklung des nicht-peptidischen, spezifischen und selektiven AT,-

Rezeptoragonisten Compound 21 konnten in dem bereits beschriebenen Zellkulturmodell (siehe

2.2.2.3) erstmals die Effekte einer direkten AT,-Rezeptor-Stimulation auf die Glukose-induzierte

pathologische Mechanismen in Zellen retinalen Ursprungs untersucht werden.

Wie zu erwarten steigerte die einwdchige Inkubation mit 28 mM Glukose die mRNA Expression

des Wachstumsfaktors VEGF signifikant. Dieser Anstieg lie sich durch die 6-stindige

Inkubation mit Compound 21 aufheben. Der hemmende Effekt der AT,-Rezeptor-Stimulation

auf die mRNA-Expression konnte durch Ko-Inkubation mit dem spezifischen AT,-

Rezeptorantagonisten PD 123319 signifikant inhibiert werden, was dafiir spricht, dass die

Effekte von Compound 21 in der Tat AT,-Rezeptor vermittelt sind. Die durch den Einsatz von

Compound 21 verminderte VEGF Expression kénnte man als einen Mechanismus interpretieren,

der einer pathologischen Neovaskularisierung entgegenwirkt. Stoll et al. beobachteten bereits

einen antiproliferativen Effekt des AT,-Rezeptors in koronaren Endothelzellen (Stoll et al.,

1995). Unsere und andere Arbeitsgruppen konnten daraufhin diese Ergebnisse auf Rinder-

Endothelzellen der Aorta, humane Endothelzellen der Haut und Zellen neuronaler Herkunft

ausweiten (Fischer et al., 2001; Laflamme et al., 1996; Meffert et al., 1996b; Nakajima et al.,

1995; Tsutsumi et al., 1999). Im Gegensatz dazu beobachteten Sarlos et al. in einem diabetischen

Tiermodell einen antiproliferativen Effekt bei AT,-Rezeptor-Blockade (Sarlos et al., 2003).

Weitere Studien sind jedoch erforderlich, um die schutzende Rolle des AT,-Rezeptors bei der

diabetischen Retinopathie ndher zu charakterisieren. Eine therapeutische Einddmmung der

Neovaskularisierung konnte ein entscheidender Weg zur Prévention der proliferativen

diabetischen Retinopathie und Verhinderung weiterer Progression darstellen.

Auch die Glukose-bedingte Mehrexpression des Inflammationsparameters IL-6 konnte durch den

AT,-Rezeptoragonisten Compound 21 signifikant reduziert werden. Die gleichzeitige AT,-
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Rezeptorantagonisierung verringerte den Compound 21 Effekt, jedoch nicht signifikant. Ein
maoglicher Signaltransduktionsweg der antiinflammatorischen Wirkung von Compound 21
konnte die Aktivitatsminderung von NF-xB darstellen, die zu einer verminderten Transkription
proinflammatorischer Zytokine filhrt. So konnten Untersuchungen innerhalb unserer
Arbeitsgruppe zeigen, dass Compound 21 in primdren, humanen Fibroblasten der Haut die TNF-
a induzierte Aktivitit von NF-kxB hemmt und dadurch die Transkription von IL-6 vermindert
(Rompe et al., 2010). Ein antiinflammatorischer Effekt von Compound 21 konnte auch in von
unserer Arbeitsgruppe durchgefihrten in vivo Versuchen mit Ratten, die einem Myokardinfarkt
ausgesetzt wurden, beobachtet werden (Kaschina et al., 2008).

Die 6-stundige AT,-Rezeptor-Stimulation mit Compound 21 bewirkte weiterhin einen
inhibierenden Effekt auf die Glukose-induzierte Mehrexpression von Caspase-3 und Bax. PD
123319 konnte jedoch keine statistisch signifikante Hemmung des Effekts von Compound 21
erreichen. Eine inkomplette Hemmung von AT,-Rezeptor vermittelten Effekten mit dem
Antagonisten PD 123319 st ein in der Literatur haufig beschriebenes und auch in unseren
eigenen Versuchen haufig auftretendes Phanomen. Es ist zum Beispiel deutlich sichtbar in der
Abbildung 5 von Dhande et al. oder Abbildung 2 von Matavelli et al. (Dhande et al., 2013;
Matavelli et al., 2011). Wahrscheinlich ist eine partiell agonistische Wirkung von PD 123319
daflir verantwortlich, dass der Effekt von AT,-Rezeptoragonisten oftmals nur inkomplett
inhibiert wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen eine antiapoptotische Wirkweise von Compound 21
vermuten. Im Gegensatz dazu findet man in der Literatur in vitro Studien mit PC12W Zellen,
Ratten-Granulosazellen des Ovars und Rattenzellen neuronaler Herkunft, die proapoptotische
Effekte des AT,-Rezeptors beschreiben (Tanaka et al., 1995; Yamada et al., 1996; Shenoy et al.,
1999). Auch léste in humanen Endothelzellen aus der Nabelschnur die Stimulation des AT,-
Rezeptors eine Aktivierung von Caspase-3 aus, welche schlief3lich zu einer verstarkten Apoptose
fihrte (Dimmeler et al., 1997). In in vivo Versuchen unserer Arbeitsgruppe dagegen konnte der
AT,-Rezeptoragonist Compound 21 die Myokardinfarkt assoziierte Caspase-3 Expression
senken und somit eine verstarkte Apoptose der Kardiomyozyten vorbeugen (Kaschina et al.,
2008).

In der vorliegenden Arbeit konnten in einem in vitro Modell der diabetischen Retinopathie durch
die direkte Stimulation des AT,-Rezeptors mit dem spezifischen AT,-Rezeptoragonisten
Compound 21 gewebeprotektive Mechanismen ausgelost werden. Compound 21 zeigte in

Perizyten antiinflammatorische und antiapoptotische Effekte und hemmte die Expression des
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Schlusselmarkers der Retinopathie, VEGF. Compound 21 kdnnte somit fir die Zukunft eine
potentielle therapeutische Mdglichkeit zur Behandlung der diabetischen Retinopathie darstellen.
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5 Zusammenfassung

Die diabetische Retinopathie ist die haufigste Folgeerkrankung des Diabetes mellitus und in
Industrielandern nach wie vor die hdufigste Ursache fir neu auftretende Erblindungen von
Erwachsenen im erwerbstédtigen Alter. Bislang existiert noch keine zufriedenstellende, nicht-
invasive Therapie.

Das Renin-Angiotensin-System spielt bei der Pathogenese diabetischer GeféalRverdnderungen
eine entscheidende Rolle. Die Blockade des Renin-Anigotensin-Systems mit ACE-Hemmern
oder ATi-Rezeptorblockern scheint sich gunstig auf die diabetische Retinopathie auszuwirken.
Molekulare Mechanismen, die dem protektiven Effekt einer AT;-Rezeptorblockade in diesem
Kontext zu Grunde liegen, sind bisher unzureichend beschrieben. Das therapeutische Potential
des AT,-Rezeptors bei der diabetischen Retinopathie ist ebenfalls noch weitgehend ungeklart.
Den Perizyten wird bei der Entstehung friher pathologischer Veranderungen in der Retina eine
besondere Rolle zugeschrieben. Ziel dieser Arbeit war es daher, an priméaren, bovinen, retinalen
Perizyten in vitro die therapeutische Beeinflussbarkeit von Hyperglykdmie-bedingten
pathologischen Veranderungen durch den Einsatz von AT;-Rezeptorblockern oder AT,-
Rezeptoragonisten zu untersuchen.

Die Inkubation der Perizyten mit Angiotensin Il induzierte signifikant die mMRNA Expression
von VEGF, IL-6 und des proapoptotischen Markers Caspase-3. Diese Ergebnisse bestétigen, wie
bereits von anderen Gruppen publiziert, die Schlusselrolle von Angiotensin Il bei der
Herausbildung typischer Chrarakteristika der diabetischen Retinopathie, wie zum Beispiel
Neovaskularisierung, Inflammation und Apoptose. Zur Simulation der diabetischen
Stoffwechsellage wurden die Zellen in Medium mit 28 mM Glukose kultiviert. Dabei flihrte die
erhdhte Glukosekonzentration zeitabhangig zu einer verstarkten Expression von VEGF, IL-6,
Caspase-3 und Bax. Die Blockierung des AT;-Rezeptors mit dem spezifischen Antagonisten
Candesartan konnte der Glukose-induzierten Mehrexpression von VEGF, IL-6 und Bax
entgegenwirken. Die Neuentwicklung des nicht-peptidischen, spezifischen und selektiven AT,-
Rezeptoragonisten Compound 21 ermdglichte es, erstmals die Effekte einer direkten AT,-
Rezeptor-Stimulation auf die Glukose-induzierten pathologischen Mechanismen in Zellen
retinalen Ursprungs zu untersuchen. Dabei konnte die Hyperglyk&dmie-bedingte Mehrexpression
von VEGF, IL-6, Caspase-3 und Bax signifikant gesenkt werden. Die direkte Stimulation des
AT,-Rezeptors inhibierte alle Glukose-induzierten Prozesse und l6ste somit gewebeprotektive
Mechanismen aus. Darlber hinaus lieR sich eine inkomplette Hemmung von AT,-Rezeptor

vermittelten Effekten mit dem Antagonisten PD 123319 beobachten, ein in der Literatur haufig
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beschriebenes und auch in unseren eigenen Versuchen hdaufig auftretendes Phanomen.
Wahrscheinlich ist eine partiell agonistische Wirkung von PD 123319 dafir verantwortlich, dass
der Effekt von AT,-Rezeptoragonisten oftmals nur inkomplett inhibiert wird.

Zusammenfassend deuten alle Ergebnisse daraufhin, dass der pharmakologische Eingriff in das
Renin-Angiotensin-System ein entscheidendes therapeutisches Potential bei der diabetischen
Retinopathie hat. Der Einsatz von AT;-Rezeptorblockern scheint eine potentielle therapeutische
Madglichkeit zur Behandlung und Prévention der diabetischen Retinopathie darzustellen. Auch
die therapeutische Beeinflussung des Renin-Angiotensin-Systems mittels direkter Stimulation

des AT,-Rezeptors kdnnte perspektivisch therapeutische Chancen fiir den Diabetiker er6ffnen.
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