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Zusammenfassung

EINLEITUNG. Ischamisch-neovaskulare Retinopathien (u.a. Frihgeborenenretinopathie

oder diabetische Retinopathie) sind die haufigste Erblindungsursache in
Industrienationen und stellen somit eine Herausforderung fur die Augenheilkunde dar.
Der Einsatz von anti-VEGF-A-Antikdrpern hat die Therapie revolutioniert, jedoch
profitieren nicht alle Patienten davon. Interessanterweise reduziert eine
Makrophagendepletion im Modell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie (einem
Tiermodell der Frihgeborenenretinopathie) pathologische retinale Neovaskularisation.
Daher wurde bisher das von Makrophagen synthetisierte VEGF-A als
pathophysiologisch relevante Quelle pro-angiogener Stimuli vermutet. Ziel dieser Arbeit
war, mit Hilfe zellspezifischer Mausmutanten und in vitro Methoden die Rolle myeloider
Zellen im Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie zu untersuchen, um

Konzepte fur selektivere therapeutische Eingriffsmoglichkeiten aufzuzeigen.

METHODEN. Mause, die selektiv fur VEGF-A in Zellen der myeloiden Zellreihe defizent
sind, konnten durch Kreuzung von VEGF™- mit LysMCre-Mdusen auf einem
genetischen C57BL/6J-Hintergrund erzeugt werden. Sowohl unbehandelte, als auch
durch Clodronat-Liposomen makrophagendepletierte VEGF-A-defiziente LysMCre
Mause wurden im Vergleich zu Geschwisterkontrolltieren im Modell der Sauerstoff-
induzierten Retinopathie untersucht. Die Analyse der Netzhaute der Tiere erfolgte an
den postnatalen Tagen 14 und 17 mittels quantitativer Real-Time PCR,
immunhistochemischer Verfahren und Durchflusszytometrie. Parallel wurde in vitro die
Menge des VEGF-A Transkripts in MIO-M1 Zellen, einer humanen Mduller-Zelllinie, in
alleiniger Kultur und in Ko-Kultur mit der murinen Mikrogliazelllinie BV-2 Gberpruft.

ERGEBNISSE. Ubereinstimmend mit der Literatur zeigte sich an systemisch

makrophagendepletierten Mausen im Modell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie
eine Reduktion der avaskularen und neovaskularen Flache, die jedoch keine
statistische Signifikanz erreichte. Parallel fielen deutliche immunhistochemische VEGF-
A Signale in Mullerzellen auf.

Eine durchflusszytochemische Analyse von Netzhauten neugeborener Mause
bestatigte Makrophagen als die bei weitem grote Gruppe von Immunzellen. Die FACS-



basierte Subspezifizierung von Makrophagen und Mikroglia zeigte, dass der Anteil
residentieller Mikroglia nach Sauerstoffoehandlung signifikant anstieg. Jedoch hatte die
zellspezifische VEGF-A-Defizienz in myeloiden Zellen keinen Einfluss auf die relative
MRNA Expression von VEGF-A in der Gesamtretina. Weder die Netzhautmorphologie,
noch die Gro3e der avaskularen Flache als Ausdruck einer anti-angiogenen Wirkung
war in den gendefizienten Mausen verandert. Immunhistochemisch stellten sich die
Mullerzellen nach Sauerstoffexposition morphologisch aktiviert dar. Eine Zellkulturstudie
zeigte, dass die relative mRNA Expression von VEGF-A in MIO-M1 Mdllerzellen
signifikant hoher war, wenn sie in Gegenwart von BV-2 Mikrogliazellen kultiviert

wurden.

SCHLUSSFOLGERUNGEN. Unsere Ergebnisse aus dem Modell der Sauerstoff-indu-
zierten Retinopathie legen nahe, dass nicht das aus myeloiden Zellen sezernierte

VEGF-A pathologische retinale Neovaskularisation stimuliert. Aufgrund unserer in vitro
erhobenen Befunde vermuten wir vielmehr einen indirekten Mechanismus. Wir
postulieren, dass Makrophagen Uber die Freisetzung von Mediatoren die VEGF-A

Sekretion aus Mdullerzellen induzieren.



Abstract

INTRODUCTION. Ischemic neovascular retinopathies (e.g. retinopathy of prematurity or

diabetic retinopathy) still challenge the ophthalmic community as they represent the
leading cause for blindness in industrialized countries. While the application of anti-
VEGF-A-directed antibodies has revolutionized the treatment regime, some patients do
not benefit due to a lack of response. Interestingly, depletion of macrophages reduces
pathological neovascularization in the model of oxygen-induced retinopathy (an animal
model for retinopathy of prematurity). Since, VEGF-A expression by macrophages has
been considered to be the pathophysiologically relevant source of VEGF-A.

The aim of this study was to analyze the relevance of myeloid cells in oxygen-induced
retinopathy by using cell-specific mouse mutants and in vitro methods to reveal new

therapeutical strategies.

METHODS. Mice that selectively lack VEGF-A-expression in myeloid cells were
generated by crossbreeding VEGF"™ and LysMCre mice on a C57BL/6J background.
Knockout mice with or without macrophage-depletion through systemic administration of
clodronate-liposomes were analyzed in the model of oxygen-induced retinopathy. Their
retinas were analyzed on postnatal days 14 and 17 by quantitative Real-Time PCR,
immunohistochemistry, and flow cytometry.

Furthermore, relative expression of VEGF-A was measured in an in vitro model in MIO-
M1 cells, a human Mdller cell line, cultured solitary and in co-culture with BV-2 cells, a

murine microglia cell line.

RESULTS. In accordance with the literature, we found that macrophage-depleted mice
in the mouse model of oxygen-induced retinopathy showed a reduced avascular and
neovascular area which did not reach statistical significance in our studies. However,
striking were the concomitantly prominent VEGF-A signals in immunohistochemical
stainings of Muller cells. Flow cytometric analyses in retinas of newborn mice confirmed
that macrophages represent by far the most dominant group of immune cells. FACS-
based differentiation of macrophages and microglia showed that the relative number of
residential microglia significantly increased after oxygen exposure. However, the
myeloid-specific knockout of VEGF-A did not affect relative VEGF-A mRNA expression,



retinal morphology or the size of the avascular area. Muller cells were morphologically
activated in immunohistochemical stainings following oxygen-treatment. Relative
VEGF-A mRNA expression in MIO-M1 cells was significantly higher in co-culture with

BV-2 cells than alone.

CONCLUSIONS. Our data obtained from the model of oxygen-induced retinopathy
suggest that myeloid cells do not stimulate retinal neovascularization through direct

VEGF-A secretion. Instead, our in vitro data rather indicate that myeloid cells indirectly
acitvate retinal VEGF-A via Mduller cells. Thus we hypothesize that macrophages

stimulate Muller cells to secrete VEGF-A through the release of soluble mediators.



1. Stand der Forschung

,Das Auge war vor allen anderen das Organ, womit ich die Welt fal3te [sic!].“ [1]

Mit diesen wenigen Worten bringt Johann Wolfgang von Goethe die Macht
menschlichen Sehens und damit die Bedeutung des Auges zum Ausdruck.
Evolutionsbiologisch ist das Auge als Teil des Diencephalons und damit des zentralen
Nevervensystems zu verstehen. Seine Funktion reicht von der dreidimensionalen
optischen Wahrnehmung im Raum Uber die Befahigung uber non-verbale
Kommunikation mit unserer Umwelt in Kontakt zu treten, bis hin zur Steuerung von
Hormon- und Korperfunktionen im Rahmen des Tag/Nacht Rhythmus. Einschrankung
und Verlust der Sehfahigkeit bedeuten folglich massive Eingriffe in unsere
Eigenstandigkeit und damit einhergehend nicht zuletzt auch ein Verlust an
Lebensqualitat.

Neben den angeborenen Sehschwachen gehoren vor allem die erworbenen
Augenleiden zu den medizinisch und gesundheitspolitisch immer bedeutsameren
Erkrankungen. Insbesondere Retinopathien treten haufig als Komplikationen von
Wohlstandserkrankungen wie der diabetischen Retinopathie oder als Folge der hoheren
Lebenserwartung, zum Beispiel bei der altersbedingten Makuladegeneration, auf.
Folglich reprasentieren die sogenannten ischamisch-neovaskularen
Netzhauterkrankungen, zu denen auch die Fruhgeborenenretinopathie und retinale
Venenastverschlusse gehoren, die weltweit haufigsten Erblindungsursachen in
Industrienationen [2]. Mit dem Einsatz von Ranibizumab (Lucentis®), einem
humanisierten rekombinanten monoklonalen Fab-Antikorperfragment, das durch
Bindung an den vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) diesen inhibiert, hat sich
die visuelle Prognose der Patienten, die an altersbedingter Makuladegeneration und am
diabetischen Makuladdem leiden, dramatisch verbessert. Jedoch kann ein Teil der
Patienten nicht von der Therapie mit Anti-VEGF-A-Antikorpern profitieren, sodass
weiterhin mit Hochdruck an neuen, innovativeren therapeutischen
Eingriffsmoglichkeiten geforscht wird [3].

VEGF-A gehort zu der funf Mitglieder umfassenden VEGF-Familie (VEGF-A bis VEGF-
D, sowie placenta growth factor), die aus loslichen Glykoproteindimeren mit einer
apparenten Molmasse von 34-42 kDa bestehen. Alle Mitglieder der VEGF-Familie
wirken als Liganden der Rezeptor-Tyrosinkinasen VEGFR-1 bis VEGFR-3. VEGF-A



wurde initial als vaskularer Permeabilitatsfaktor, der vaskulare Leckagen begunstigt,
von Senger und Kollegen (1983) beschrieben [4]. Unter den verschiedenen Isoformen
von VEGF-A, die durch alternatives Splicing entstehen, hat die 165 Aminosauren
umfassende Isoform VEGF-A1g5 die grofdte Bedeutung fur okulare vaskular-assoziierte
Erkrankungen [5]. Frihere Studien konnten =zeigen, dass VEGF-A in hohen
Konzentrationen in verschiedenen Kompartimenten in den Augen von Patienten mit
ischamischen Retinopathien vorhanden ist [6]. Hintergrund ist ein Mechanismus, bei
dem es unter hypoxischen Bedingungen zur Stabilisierung der 1a-Untereinheit des
sogenannten hypoxia-inducible protein complex (HIF) kommt. HIF-1a und HIF-1(3 bilden
ein stabiles Heterodimer, das in den Nukleus transloziert und Hypoxie-sensible Gene
wie das VEGF-Gen aktiviert [7]. Die meisten biologischen Effekte von VEGF-A werden
durch den VEGFR-2 vermittelt. Dieser wiederum stimuliert vor allem pro-angiogene
vaskulare Effekte [8].

Aktuell stellt das Tiermodell der Fruhgeborenenretinopathie, die Sauerstoff-induzierte
Retinopathie, den Goldstandard zur Untersuchung ischamisch-neovaskularer
Retinopathien dar. In einem an die murine Entwicklung angepassten Protokoll werden
hier die beiden pathomechanistisch entscheidenden Phasen der
Frihgeborenenretinopathie simuliert: Mause, deren retinales Gefal3netz im Unterschied
zu humanen Neonaten zum Geburtstermin unausgereift ist, werden postnatal von Tag
sieben bis zwolf einer hyperoxischen Umgebung, die 75% Sauerstoff enthalt,
ausgesetzt. In dieser Phase kommt es durch das Uberangebot an Sauerstoff zu einer
vaskularen Regression. Sobald die Tiere aus dieser Umgebung wieder unter
normoxischen Bedingungen gehalten werden, fuhrt die nun einsetzende relative
Hypoxie zur Stimulation einer unkoordinierten Neovaskularisation in Folge exzessiver
VEGF-A Synthese. Die Bildung qualitativ minderwertiger Blutgefale bedingt wiederum
vaskulare Leckagen, die =zu retinalen Blutungen fuhren, sowie vitreo-retinale
Proliferationen, die im schlimmsten Fall, wie auch im humanen Krankheitsbild, eine
traktive Netzhautablosung begunstigen konnen [9].

Ein spezifischer Forschungsansatz beschaftigt sich bei den ischamisch-neovaskularen
Netzhauterkrankungen intensiv. mit den wechselseitigen Beziehungen zwischen
Neovaskularisation und Inflammation. Im Mausmodell der diabetischen Retinopathie
konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass die Blockade der Leukozyten-
Adhasion an und die Diapedese durch das Gefaliendothel an den Ort der Entziindung
durch Inhibition von cluster of differentiation 18 (CD18) und intercellular adhesion



molecule 1 (ICAM-1) den endothelialen Zelltod verhindert [10,11]. Interessanterweise
reduzierte die Depletion von Makrophagen durch Injektion von Clodronat-Liposomen
die VEGF-A Sekretion und choroidale Neovaskularisation im Modell der exsudativen
Form der altersbedingten Makuladegeneration [12,13]. Unter ischamischen
Bedingungen migrieren Makrophagen an den Ort pathologisch-vaskularer
Proliferationen [14], wo sie an der vitreo-retinalen Grenzflache nachweislich VEGF
exprimieren [15]. SchlieBlich konnte auch im Modell der Sauerstoff-induzierten
Retinopathie gezeigt werden, dass Makrophagendepletion durch lokale oder
systemische Clodronat-Liposomen-Injektion beziehungsweise durch genetische
Alteration pathologische Neovaskularisation reduziert [16,17]. Dies fuhrte zu der
Hypothese, dass Makrophagen VEGF-A in pathomechanistisch relevantem Male
sezernieren.

In einer kurzlich veroffentlichten Studie von Christiana Ruhrberg und Kollegen (2015)
konnte gezeigt werden, dass das von myeloiden Zellen gebildete VEGF-A sowie HIF-1a
in verschiedenen Tiermodellen der ischamisch-neovaskularen Retinopathien keinen
Einfluss auf pathologische okulare Neovaskularisation hat [18]. Die Frage, warum die
Makrophagendepletion zu  einer  reduzierten  vaskularen  Antwort  nach
Sauerstoffoehandlung fuhrt, blieb jedoch ungeklart.

Ziel dieser Arbeit war sowohl die bereits von Ruhrberg et al. (2015) erhobenen Daten
im Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie zu verifizieren als auch dartber
hinaus einen alternativen Pathomechanismus aufzuzeigen, um so in Zukunft

spezifischere therapeutische Eingriffsmoglichkeiten zu ermoglichen.

2. Methoden

2.1. Tiere und tierexperimentelle Arbeiten

Wir verwendeten konditionale gendefiziente Mause beiderlei Geschlechts zur
Untersuchung der Hypothese, ob myeloide Zellen an ischamisch-bedingter
pathologischer retinaler Neovaskularisation beteiligt sind. Durch Kreuzung von VEGF-
A" Mausen mit LysMCre Tieren konnten Mause generiert werden, die selektiv in der
myeloiden Zellreihe fur VEGF-A defizient sind [19,20]. Alle Tiere wurden auf einem
C57BL/6J Hintergrund gezlchtet und unter standartisierten Bedigungen gehalten. Die
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Versuche wurden nach Maligabe der ARRIVE-Bestimmungen der EU-Richtlinie
2010/63/EU beantragt und durchgefuhrt. Die Genehmigung der Versuche erfolgte durch
das Komitee fur Tierexperimente der Charité — Universitatsmedizin Berlin und die
Berliner Landesbehorde (Landesamt fur Gesundheit und Soziales, LaGeSo, Berlin:
G0366/12).

Zur Induktion pathologischer Neovaskularisationen hielten wir uns an das von Lois
Smith publizierte Originalprotokoll (1994) der Sauerstoff-induzierten Retinopathie [21]:
Muttertier und Jungtiere wurden zunachst ab dem postnatalen Tag sieben (P7) bis P12
unter hyperoxischen Bedingungen in einer speziell dafir angefertigten Box (Modell
THF3384, EHRET Labor- u. Pharmatechnik GmbH, Emmendingen, Deutschland)
gehalten. Einmal taglich wurde die Box zur Kontrolle der Tiere getffnet. Im seltenen Fall
des Versterbens eines Muttertiers wurde eine Leihmutter eingesetzt. Anschliefend
wurden die Tiere wieder den dann relativ hypoxischen Raumluftbedingungen
ausgesetzt und entweder an P14 (dem Beginn der pathologischen Neovaskularisation)
oder P17 (dem Hohepunkt der pathologischen Neovaskularisation) untersucht. Alle
Tiere wurden an P12 durch Ohrbiopsien und nach Abschluss des Experimentes an P14
oder P17 mittels Schwanzbiopsie re-genotypisiert. Parallel dazu wurden
Raumluftkontrolltiere zu jedem Zeitpunkt unter Raumluftkonditionen gehalten.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden VEGF"™ LysMCre'¥* (hier VEGF™*° genannt)
Mause zum Zwecke systemischer Makrophagendepletion taglich mit 50 ul Clodronat-
oder PBS-Liposomen intraperitoneal injiziert. Die Tiere wurden nach Abschluss des
Experimentes an P17 genotypisiert.

Alle verwendeten Mause wurden zunachst mit einer Kombination aus 10 mg/g
Korpergewicht (KG) Ketamin (Ketamine—Actavis®, Actavice Group PTC ehf.,
Hafnarfjordur, Island) und 0,015 mg/g KG Xylazin (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland)
narkotisiert und anschliel3end mittels zervikaler Dislokation euthanisiert.

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. DNA- und RNA-Isolation

Die DNA oder RNA verschiedener muriner Gewebe wurden mit dem DNEasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Deutschland), dem RNA Mini Kit (Machery Nagel, Duren,
Deutschland) oder dem RNEasy Mini Kit (QIAGEN) isoliert. Gewebe, die der Isolation
von RNA dienen sollten, wurden im RNA-stabilisierenden Reagenz RNA/ater (QIAGEN)
in RNAse freien Tubes gelagert, um so die Degradation der RNA zu verhindern. Fir die
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retinale Analyse verwendeten wir jeweils eine Netzhaut pro Tier. Die Konzentration der
Nukleinsduren wurde mittels eines NanoDrop Gerates (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) gemessen. Fur die untersuchte RNA wurde das Verhaltnis 260/280
nm mit Werten um 2,0 akzeptiert.

2.2.2. Reverse Transkription

Zur Herstellung von cDNA (copy DNA) aus RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase, das ursprunglich in Retroviren gefunden wurde, verwendeten wir das
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA) fur murine Gewebe und fur die Zellkulturexperimente das QuantiTect Reverse
Transcription Kit (QIAGEN). Die so gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.2.3. Genomische PCR

Die Genotypisierung der Versuchstiere, sowie die Testung der Rekombinationseffizienz

in Hirn und CD11b positiven Zellen aus Knochenmark nach magnetischer
Zellseparation erfolgte qualitativ mittels genomischer PCR (Polymerase Kettenreaktion).
Wir setzten folgende Primer zur VEGF flox-Genotypisierung ein: VEGF fwd: §-CCT
GGC CCT CAA GTA CAC CTT-3’, VEGF rev: 5-TCC GTA CGA CGC ATT TCT AG-3'.
Diese detektieren die lox P-Sequenz in Intron 2-3 etwa 780 Basenpaare vor Exon 3 des
VEGF-A-kodierenden Gens in transgenen Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrolltieren. Der Nachweis der lox P-Sequenz war durch eine 168 Basenpaare lange
Bande im Vergleich zu einer 100 Basenpaare langen Bande bei Wildtyp-Tieren moglich.
FUr den qualitativen Nachweis erfolgreicher Exzision des VEGF-A-kodierenden Gens
nach Rekombination mussten die Primer das VEGF-A-kodierende Gen umspannen,
sodass hier der Reverse-Primer durch einen alternativen Primer ersetzt wurde: VEGF
recom rev: 5-ACA TCT GCT GTG CTG TAG GAA G-3'. Nach Rekombination in
VEGF™*°, das heilt in VEGF" LysMCre'9* Tieren, kam eine 420 Basenpaare lange
Bande zum Vorschein, wahrend bei Wildtyp-Tieren eine 1866 Basenpaare lange Bande
die Anwesenheit des VEGF-A-kodierenden Gens signalisierte.

Fiar die Cre-PCR im Rahmen der Genotypisierung wurden drei verschiedene Primer
bendtigt, um zwischen Cre-positiven (700 Basenpaare) und Cre-negativen (350
Basenpaare) Tieren unterscheiden zu konnen (eingesetzte Primer: Cre ko 5-CCC AGA
AAT GCC AGA TTA CG-3', Cre wt + ko 5-CTT GGG CTG CCA GAA TTT CTC-3’ und
Cre wt 5-TTA CAG TCG GCC AGG CTG AC-3)).
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Da die homozygote Auspragung einer Pdeb™’-Mutation zu einer postnatal rapide
einsetzenden retinalen Degeneration fuhrt und somit unsere Ergebnisse verfalschen
wurde, setzten wir zum Ausschluss dieser Mutation auf Genomebene folgende Primer
ein [22]: rd3: 5-TGA CAA TTA CTC CTT TTC CCT CAG TCT G-3’, rd4: 5- GTA AAC
AGG AAG AGG CTT TAT TGG GAA C-3’ und rd6: 5- TAC CCA CCC TTC CTA ATT
TTT CTC AGC-3'. Fur die jeweilige PCR wurden 60 — 80 ng DNA eingesetzt.

2.2.4. Quantitative Real-Time PCR

Zur Testung, ob das von myeloiden Zellen exprimierte VEGF-A in relevantem Malde zur

Gesamtmenge des VEGF-A-Transkriptes in der Netzhaut nach Sauerstoffbehandlung
beitragt, fuhrten wir quantitative Messungen des VEGF-A-Expressionsniveaus mittels
Real-Time PCR an unseren Mausmutanten und den Geschwisterkontrolltieren durch.
Da der qualitative Nachweis der Rekombinationseffizienz mittels genomischer PCR in
der Netzhaut nicht erfolgreich war, interessierten wir uns daruber hinaus fur die

F™° und Kontrolltieren.

Expression des Cre-Transgens in VEG
FiUr jede Messung wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt, um Primer-Dimere
oder unspezifische Amplifikationsprodukte aus der Berechnung ausschliellen zu
konnen. Wir verwendeten das B-Aktin-kodierende Gen als Standard, da Sauerstoff das
Expressionsniveau des  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase = (GAPDH)-
kodierenden Gens beeinflusst, was ublicherweise verwendet wird. Fur die
Untersuchungen in der Netzhaut wurde das SensiFAST SYBR Kit (Bioline,
Luckenwalde, Deutschland) und folgende Primer eingesetzt: Cre fwd: 5’-GAT TTC GAC
CAG GTT CGT TC-3’, Cre rev: 5-GCT AAC CAG CGT TTT CGT TC-3', die ein 195
Basenpaare langes Produkt kodieren, VEGF-A fwd: 5-CAG CTA TTG CCG TCC GAT
TGA GA-3’ und VEGF-A rev: 5-TGC TGG CTT TGG TGA GGT TTG AT-3’, die ein 201
Basenpaare langes Produkt kodieren, sowie 3-Aktin fwd: 5- AAG GCC AAC CGT GAA
AAG AT-3’ und B-Aktin rev: 5- GTG GTA CGA CCA GAG GCA TAC-3', die ein 110
Basenpaare langes Produkt kodieren. Die Proben wurden auf eine 96-Well-Platte
aufgetragen und im LightCycler 480 (Roche, Basel, Schweiz) sowie der
entsprechenden Software analysiert.

Daruber hinaus untersuchten wir das VEGF-A-Expressionsniveau in einer humanen
Muller-Zelllinie (siehe 2.3.2.). Hierfir wurden folgende Primer verwendet: VEGF-A fwd:
(5'-AGG AGG AGG GCA GAA TCA TCA-3') und VEGF-A rev: (5-CTC GAT TGG ATG
GCA GTA GCT-3'), die ein 76 Basenpaare langes Produkt amplifizieren und B-Aktin
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fwd: (5'-GCC GCC AGC TCA CCA T-3') und B-Aktin rev: (5-GAT GCC TCT CTT GCT
CTG GG-3'), die ein 206 Basenpaare langes Produkt amplifizieren. Die Proben wurden
im Rotor-Gene analysiert und die Auswertung erfolgte mittels der Rotor-Gene Software
(QIAGEN)

2.2.5. Agarose-Gelelektrophorese

StandardmafRig wurden 2,5%ige Agarose-Gele verwendet. Dafur wurde die
entsprechende Menge Agarose in TE-Puffer aufgelost und 2 pl Ethidiumbromid
zugefugt. Ein konstantes elektrisches Feld von 90 Volt fuhrte zur Auftrennung der
Fragmente entsprechend ihrer GroR3e. Durch Interkalierung von Ethidiumbromid in die
Helix der DNA konnten die Amplifikationsprodukte unter UV-Licht mittels Chemidoc-
Analyseapparatur (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) sichtbar gemacht werden.

2.3. Zellbiologische Methoden

2.3.1. Immunzytochemische Untersuchungen

Zur Untersuchung der quantitativen Verteilung von Immunzellen in der Netzhaut unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen setzten wir immunzytochemische
Verfahren ein. Die Methode wurde nach dem von Liu et al. publizierten Protokoll (2013)
in modifizierter Form angewandt [23]: Beide Netzhaute einer Maus wurden durch ein
Zellsieb mit 40 ym grof3en Maschen gepresst. Die gewonnenen Zellen wurden in PBS
re-suspendiert und der Uberstand verworfen. Die Zellsuspension wurde bei 380 x g flr
8 Minuten zentrifugiert und in 100 pl 1:500 Fc-block (anti-ms-FcyR Klon 2.4G2, 6,03
mg/ml, DRFZ, Berlin, Deutschland) in PBS/BSA re-suspendiert. Folgende Fluorochrom-
gekoppelte Antikorper wurden verwendet: FITC anti-Maus F4/80 Klon BM8, PerCP-
Cy5.5 anti-Maus Ly6C Klon HK1.4, APCCy7 anti-Maus NK1.1 Klon PK136 (alle von Bio
Legend, San Diego, CA, USA), PE anti-Maus CD45 Klon 30- F11, PE-Cy7 anti-Maus
CD11b Klon M1/70, APC anti-Maus Ly6G Klon 1A8 (alle von BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA), und AF405 anti-CD3 Klon KT3 (DRFZ). Nach Zentrifugation wurden
die Zellen in PBS/BSA re-suspendiert und auf einem LSRFortessa (BD Biosciences)
gemessen und die Daten mittels der FlowJo Software (Version 9.8.1; Treestar, Ashland,
OR, USA) analysiert. Zelldebris, Konglomerate und DAPI-negative Zellen wurden von
der Analyse ausgeschlossen.
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2.3.2. Zelllinien und Zellkulturexperimente

Unsere initialen Ergebnisse lielen vermuten, dass Makrophagen nicht die
pathomechanistisch bedeutsame Quelle fur VEGF-A im Modell der Sauerstoff-
induzierten Retinopathie sein konnten. Wir testeten daher in vitro, ob Makrophagen
beziehungsweise Mikrogliazellen die Expression von VEGF-A in Maullerzellen
beeinflussen. Dazu kultivierten wir zum einen MIO-M1 Zellen [24] (UCL Business PLC,
London, U.K., P = 28), eine humane Muller-Zelllinie, sowie zum anderen BV-2 Zellen,
eine murine Mikroglia-Zelllinie [25] (Heppner, Charité - Universitatsmedizin Berlin,
interne Passage 9) mit einer 80%igen Konfluenz. Die MIO-M1 Zellen wurden auf 0,4 um
Polyester Transwell Membraneinlagen (Corning Inc., Kennebunk, ME, USA) und die
BV-2 Zellen auf einer 24-Well Styroporplatte (Corning Inc.) ausgesat. Als Nahrmedium
wurde zunachst DMEM (1x)+Glutamax-l mit 4,5 g/l D-glucose, Pyruvat (Life
Technology, Grand Island, NY, USA), 10% FCS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
und 1/% Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) verwendet. Die
Membraneinlagen, die die MIO-M1 Zellen enthielten, wurden dann in neue Wells
umgesetzt, die entweder das Nahrmedium mit 5% hitzeinaktiviertem FCS alleine oder
Nahrmedium mit BV-2 Zellen enthielten. Nach 24 beziehungsweise 48 Stunden wurden
die Zellen mit PBS gewaschen, in 350 pl RLT-buffer (QIAGEN) re-suspendiert und bei
-80 °C fur die RNA-Isolation (siehe 2.3.1.) gelagert.

2.4, Histologische Methoden

2.4.1. Gewebefixierung

Die Gewebsproben (Netzhaut und Milz) wurden fur 48 Stunden in modifizierter
Davidson-Losung (95% Ethanol, 37% Formaldehyd, Ethansaure und Leitungswasser in
einem 3:2:1:3 Verhaltnis) bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde das Gewebe fir je 30
Minuten in 50% und 70% Ethanol dehydriert, in Paraffin eingebettet und auf

Objekttragern zugeschnitten.

2.4.2. Hamatoxylin Eosin (HE)-Farbung von Paraffin-eingebetteten Schnitten

Die in Paraffin eingebetteten Gewebsschnitte wurden mittels Xylen, Isopropyl und einer
absteigenden Ethanol-Reihe zunachst deparaffinisiert. Die Zellnukleus-Farbung erfolgte
durch Inkubation in Hamatoxylin (Hamalaunlosung sauer nach Mayer, Carl Roth GmbH
& Co.KG; Karlsruhe, Deutschland) fur 10 Minuten. Die Schnitte wurden zunachst in

destilliertem Wasser, dann in warmem Leitungswasser fur 10 Minuten und
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anschliefend wieder in destilliertem Wasser gewaschen. Fur die Zytoplasma-Farbung
wurden die Schnitte fur 10 Minuten in Eosin (Eosin G-Losung, Carl Roth GmbH &
Co.KG) gefarbt und anschlieBend wieder mit destillietem Wasser gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Dehydratation in einer aufsteigenden Ethanol-Reihe,
Isopropanol und Xylen. Danach wurden die Schnitte in Cytoseal XYL (Microm

International GmbH, Walldorf, Deutschland) eingedeckelt.

2.4.3. Immunhistochemische Farbungen von Paraffin-eingebetteten Schnitten

Auf der Suche nach alternativen Quellen fur VEGF-A legten wir unser Augenmerk
insbesondere auf Mullerzellen, also spezialisierte Astrozyten der Netzhaut. Zur Farbung
von Mullerzellen auf Paraffin-eingebetteten Netzhautschnitten farbten wir Vimentin, ein
Intermediarfilament, das der Membranstabilitat dient, in Kreuzfabrung mit saurem
Gliafaserprotein (GFAP) als Aktivitatsmarker, das an reaktiver retinaler Gliose als
Antwort auf Schadigungen der Netzhaut beteiligt ist. Sowohl Schnitte unbehandelter
VEGF™*° und Kontrolltiere, als auch Schnitte Clodronat- und PBS-Liposomen
behandelter VEGF™™° Tiere unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
wurden gefarbt. Die Schnitte der Liposomen-vorbehandelten Augen wurden VEGF-A
gefarbt. Fur alle Farbungen nutzten wir die indirekte immunhistochemische Methode,
die auf spezifischen Antigen-Antikorper-Bindungen basiert. Dabei wird ein spezifischer
primarer Antikorper verwendet, der gegen das Epitop von Interesse gerichtet ist. In
einem zweiten Schritt wird ein mit einem fluoreszierenden Chromogen gekoppelter
sekundarer Antikorper zum Einsatz gebracht, der gegen den primaren Antikorper
gerichtet ist. Im Unterschied zur direkten Immunfarbung kommt es beim indirekten
Verfahren zu einer amplifizierten Signalverstarkung, da zwei sekundare an einen
primaren Antikorper binden koénnen. Auch die fur Immunfarbungen verwendeten
Schnitte wurden zunachst nach oben genanntem Protokoll deparaffinisiert.

Nach Inkubation mit Proteinase K wurde die Membranpermeabilitat durch 0,25% des
Detergens Triton-X-100/TBS erhoht. Unspezifische Antigenbindungen wurden durch
einstundige Inkubation mit 5% bovinem Serumalbumin unterbunden. Anschlie3end
wurde der Antikorper Master Mix mit den primaren Antikorpern (anti-GFAP, 1:250,
DAKO, Glostrup, Danemark und monoklonaler Maus-anti-Vimentin Antikorper, 1:50,
Santa Cruz, Dallas, Tx, USA) Uber Nacht in einer dunklen befeuchteten Kammer bei
4°C inkubiert. Als sekundarer Antikorper diente ein Ziege-anti-Kaninchen I1gG-Cy3
(1:200; Dianova, Hamburg, Deutschland) in 0,8% BSA/TBS, der gegen den primaren
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anti-GFAP-Antikorper gerichtet war. Anschlieend wurde Kaninchen-anti-Maus 1gG-
Alexa488 (1:200; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), der gegen den primaren anti-
Vimentin-Antikorper gerichtet war, inkubiert. So wurde eine Interaktion zwischen den
sekundaren Antikorpern verhindert. Alle Schnitte wurden mit DAPI (4',6-Diamidin-2-
phenylindol), einem fluoreszierendem Zellnukleus-Farbstoff, in einer Konzentration von
3 UM gegengefarbt und in Fluorescent Mounting Medium (DAKO) eingedeckelt.

Zur Farbung von VEGF-A wurden die Schnitte von Clodronat- beziehungsweise PBS-
Liposomen behandelten VEGF™*° Mausen mit dem primaren Antikdrper (Kaninchen-
anti-VEGF-A, 1:100, Abcam, Cambridge, UK) und dem sekundaren Antikorper (Esel-
anti-Kaninchen AlexaFluor488, 1:10000 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) inkubiert.
Parallel wurde eine Wasserkontrolle, die lediglich den sekundaren Antikorper enthielt,
durchgefuhrt, um unspezifische Fluorochrombindungen detektieren zu kdnnen.

2.4.4. Streptavidin-Biotin-Farbung von Makrophagen auf Paraffin-eingebetteten

Milzschnitten

Wir farbten Makrophagen auf Milzschnitten von Clodronat- beziehungsweise PBS-
Liposomen vorbehandelten Mausen, um die Tiere ausschlieRen zu konnen, bei denen
Clodronat nicht zur Makrophagendepletion gefuhrt hatte. Dazu wurden die Schnitte
zunachst fur 10 Minuten in Natriumcitrat-Puffer (pH 6) gekocht. Anschliefend wurde
das Immuno Cruz rabbit LSAB Kit (Santa Cruz) verwendet und ein gegen CD11b
gerichteter Kaninchen-Antikorper (Kaninchen-anti-CD11b, 1:100, Novus Biologicals,
Littleton, CA, USA) eingesetzt.

2.4.5. Praparation und Farbung retinaler Flachpraparate

Anders als im Menschen, bei dem sich das retinale Gefallnetz von zentral nach
peripher entwickelt, kommt es in der Maus umgekehrt zur einer von peripher nach
zentral fortschreitenden retinalen Vaskularisation. Dies kann durch Farbung des
GefalRendothels auf retinalen Flachpraparaten dargestellt werden. Ziel war es,
pathologische Gefalalterationen durch die Gendefizienz selbst oder durch
Sauerstoffbehandlung feststellen zu kénnen und dartber hinaus avaskulare und
neovaskulare Flachen als Mall der vaskularen Antwort auf den Sauerstoffreiz
quantifizieren zu konnen. Dazu wurden die Tiere an P14 beziehungsweise P17 mittels
zervikaler Dislokation nach gewichtsadaptierter Narkotisierung getotet, enukleiert und
die Augen in 4%iger Paraformaldehydldsung fur insgesamt 15 Minuten fixiert.
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AnschlieRend wurden Uberschussiger Muskel, der optische Nerv, die Linse und die
Hornhaut entfernt, sodass lediglich der Augenbecher ubrig blieb. Durch vier radiale
Schnitte konnte dieser in einer Kleeblattform geebnet und die Netzhaut von der
Choroidea an der Ora serrata und dem optischen Nerven abgetrennt werden. Eine
Membranpermeabilisierung erfolgte durch Inkubation in 0,1%Triton X-100/TBS fur 10
Minuten, bevor die Netzhaute in TBS gewaschen wurden. Unspezifische
Antigenbindung wurde durch Inkubation mit 15% normalem Ziegenserum unterbunden.
Ratte-anti-Maus CD11b (antibodies-online.com, Atlanta, GA, USA) in 10% NGS/TBS
wurde als primarer Antikorper bei 4 °C Uber Nacht unter abgedunkelten Verhaltnissen
inkubiert. Als sekundarer Antikdrper wurde Ziege-anti-Ratte-Cy3 (1:200, Dianova) in
10% NGS/TBS uber zwei Stunden inkubiert und alle Praparate mit AF488-konjugiertem
Isolectin-1B4 (Invitrogen) in 10% NGS/TBS uber Nacht kreuzgefarbt und anschlie3end
in Fluorescent Mounting Medium (Dako) eingedeckelt.

2.4.6. Mikroskopie und Auswertung retinaler Flachpraparate

Wir verwendeten das Imager.M2 Mikroskop mit einer AxioCam MRm Kamera (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Germany), und nutzten die Zen 2012 Software zur
Dokumentation. Fur die retinalen Flachpraparate wurden dreimal drei Kachelbilder
angefertigt. Abgesehen von Anpassung des Kontrastes am gesamten Bild und
Reduktion unnoétigen Hintergrundes in Imaged (Version 1.41; National Institutes of
Health, Bethesda, USA) wurden die Bilder nicht verandert.

Zur Gewinnung unvoreingenommener Resultate wurden die avaskularen und
neovaskularen Flachen durch einen verblindeten Auswerter mittels Imaged nach dem
Protokoll von Connor et al. (2009) ermittelt [26].

2.5. Statistische Auswertung

Wir werteten alle quantitativ erhobenen Daten mit der Prism 6 Software fur Mac von
GraphPad (La Jolla, CA, USA) aus. Fur die statistische Erfassung von Analysen mit
zwei oder mehr Gruppen wurde eine einfache ANOVA-Auswertung mit anschlieRender
Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde ein
ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur angewandt. In jedem Fall wurde ein P-Wert von
0,05 oder kleiner als statistisch signifikant anerkannt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung myeloid-spezifischer VEGF-A-defizienter Mausmutanten
Uber Jahre hinweg wurde das von Makrophagen sezernierte VEGF-A als
mechanistisch relevante Quelle im Rahmen ischamisch-neovaskularer Retinopathien
angesehen. Zur Prifung dieser Hypothese verwendeten wir Mausmutanten, die selektiv
in der myeloiden Zellreihe VEGF-A-defizient waren [18]. Dies wurde durch eine vom
zellspezifischen Promotor abhangige Expression der Cre-Rekombinase, die das durch
zwei lox P-Sequenzen markierte VEGF-A-Gen erkennt und herausschneidet, sicher
gestellt. Unsere VEGF-A"" LysMCre'¥* Mause (VEGF™*°) wurden auf einem C57BL/6J
Hintergrund gezuchtet. Sie waren lebensfahig und fertil.

Die Rekombinationseffizienz der Tiere wurde auf Basis genomischer PCR-Daten von
CD11b-positiven Zellen von Knochenmark und Hirn adulter Mause bestimmt [27]. Der
positive Rekombinationsnachweis im Hirn bestatigte, dass auch in der Mikroglia eine
Rekombination stattfindet [27, 28]. Da der qualitative Rekombinationsnachweis in der
Netzhaut nicht gelang, fuhrten wir Messungen des Expressionsniveaus des Cre-
Transgens in der Netzhaut von VEGF™*° und Kontrolimausen durch. Diese bestitigten,
dass die Cre-Expression auf die Mausmutanten beschrankt war [27]. Ebenso schlossen
wir in den Tieren eine Pdeb™’ -Mutation mittels genomischer PCR aus, die zu einer
postnatal rapide fortschreitenden Netzhautdegeneration fuhrt [27], sodass die von uns
verwendeten Mause fur alle folgenden Untersuchungen geeignet waren. Zur Induktion
hypoxisch-bedingter pathologischer Neovaskularisationen verwendeten wir das aktuelle
Standardverfahren, das Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie nach dem
Protokoll von Smith et al. (1994) [21].

3.2. Retinale Morphologie

Sowohl in den HE-gefarbten Schnitten als auch in den AF488 Isolectin-IB4-gefarbten
retinalen Flachpraparaten zeigte sich unter Raumluftbedingungen bei beiden
Genotypen eine altersgerechte Netzhautmorphologie (Fig. 1A in der Publikation). Wie
bereits durch Lois Smith et al. (1994) im Originalprotokoll fur das Retinopathie-Modell
beschrieben, fanden sich wie erwartet Sauerstoffbehandlung praretinale Proliferationen
(sogenannte Tufts) und pathologische Blutgefal3formationen [21]. Auch hier zeigte sich
kein Unterschied zwischen Mausmutanten und Kontrolltieren (Fig. 1A und B).
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Die Auswertung der GrolRe der avaskularen Flache nach Sauerstoffbehandlung als
vaskulare Antwort auf den hypoxischen Stimulus ergab ebenfalls keinen statistisch

signifikanten Unterschied zwischen den VEGF™*°

und Kontrollmausen (Fig. 1C).
Ubereinstimmend mit der Literatur [18] interpretierten wir diese Daten als ersten
Hinweis darauf, dass myeloide Zellen nicht durch Sekretion von VEGF-A zu

pathologischer Neovaskularisation unter hypoxischen Bedingungen beitragen.

3.3. VEGF-A Expression in der Retina

In einer weiteren Versuchsreihe fuhrten wir Messungen des Expressionsniveaus des
VEGF-A-Transkriptes mittels quantitativer Real-Time PCR durch, um zu untersuchen,
ob die VEGF-A-Defizienz in myeloiden Zellen zu einer Verminderung des
Gesamtexpressionsniveaus in der Netzhaut fuhrt.

Die Daten zeigen, dass unter normoxischen Bedingungen an P14 VEGF™* und
Kontrollmause ein ahnliches Expressionsniveau haben, das gleichermallen wie
erwartet unter hypoxischen Bedingungen ansteigt. Unter normoxischen Bedingungen
zeigte sich jedoch an P17 statistisch signifikant weniger VEGF-A-Transkript in
VEGF™*° Mausen im Vergleich zu den Geschwisterkontrolltieren. Unter hypoxischen
Bedingungen erreichten die Mausmutanten an P17 jedoch wieder das
Expressionsniveau der Kontrolltiere (Fig. 1D).

3.4. Immunzytochemische Analysen

Zur Quantifizierung der Immunzell-Subtypen in der Netzhaut von P14 und P17 alten
VEGF™™*° und Kontrollmdusen unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
nutzten wir immunzytochemische Methoden der Durchflusszytometrie.

Zunachst wurden alle Leukozyten durch Gating auf alle CD45 positiven Zellen
herausgefiltert (Fig. 2A). Dabei zeigte sich, dass von P14 auf P17 der relative Anteil an
Leukozyten um circa 50% in beiden Genotypen lediglich unter normoxischen
Bedingungen sank (Fig. 2B). Alle anderen Bedingungen zeigten gleichbleibende Werte.
Makrophagen wurden durch positives Gating auf CD11b und F4/80 identifiziert und als
Anteil aller Leukozyten (CD45 positiver Zellen) berechnet (Fig. 2A). Makrophagen
stellten mit einem mittleren Anteil von etwa 38% die bei weitem grofdte Gruppe der
Immunzellen in der Retina dar. Wie es auch schon bei den Leukozyten der Fall war,
sank der relative Anteil an Makrophagen lediglich unter normoxischen Bedingungen von
P14 auf P17 (Fig. 2C).
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Granulozyten (CD11b positiv und Ly6G positiv als relativer Anteil an CD45 positiven
Zellen) machten nur ca. 1% aller Immunzellen in der Retina aus. Auch hier zeigte sich
ein Abfall der Zellzahlen in beiden Genotypen von P14 auf P17 unter normoxischen
Konditionen (Fig. 2D). Weiterhin beobachteten wir an P17 einen signifikanten
Unterschied in den Zellzahlen beider Genotypen unter hypoxischen Bedingungen.

Die Zahl der T-Zellen (der CD3 positive Anteil an CD45 positiven Zellen) stieg
signifikant in den VEGF™*° Mausen unter hypoxischen Bedingungen von P14 auf P17
an (Fig. 2E).

Mittels einer selektiven Gating-Strategie in den FACS-Analysen nach Vorlage von
Vainchtein et al. (2014) [29] gelang uns eine weitere Unterscheidung zwischen
infiltrierenden Monozyten und Mikroglia (Fig. 2F). Zusammenfassend wurden in unserer
Analyse infiltrierende Monozyten als F4/80" CD45" von NK1.1 negativen CD3
negativen CD11b positiven Ly6G negativen Zellen nachgewiesen (Fig. 2F). Hierbei
zeigte sich ein Genotyp-unabhangiger Abfall der Zellzahlen unter hypoxischen
Bedingungen sowohl an P14, als auch an P17 im Vergleich zu den normoxischen
Messbedingungen (Fig. 2H).

Im Gegensatz dazu stieg der Anteil residentieller Mikroglia (F4/80° CD45" von NK1.1
negativen CD3 negativen CD11b positiven Ly6G negativen Zellen) nach hypoxischem
Stimulus in den VEGF™° M&usen an P14 und in den Kontrollmiusen an beiden
Untersuchungszeitpunkten an (Fig. 2I).

3.5. Miiller-Zell-Aktivierung in der Mausretina

Die bisher dargestellten Resultate lassen den Schluss zu, dass myeloide Zellen keine
relevante Quelle fur VEGF-A in der hypoxischen Retina im Mausmodell der Sauerstoff-
induzierten Retinopathie sind. Die Daten verschiedener fruherer Arbeiten liellen uns
jedoch vermuten, dass Mullerzellen eine relevante Quelle fur VEGF-A in der Retina sein
konnten [30]. Wir untersuchten daher den Aktivierungszustand von Mdullerzellen durch
Kreuzfarbung von Vimentin (struktureller Marker) und saurem Gliafaserprotein (GFAP
als Aktivitatsmarker) (Fig. 3). Unter normoxischen Bedingungen konnte sowohl an P14
als auch an P17 keine Gliose als Nachweis aktivierter Mullerzellen festgestellt werden
(Fig. 3). Nach Sauerstoffbehandlung war jedoch eine deutliche Aktivierung von
Mdallerzellen sowohl an P14 als auch P17 als potenzieller Nachweis einer
pathomechanistisch relevanten Beteiligung ersichtlich (Fig. 3).
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3.6. Retinaler Phianotyp in Clodronat-behandelten VEGF™*° Mausen

Frihere Arbeiten legen nahe, dass die systemische Depletion von Makrophagen im
Tiermodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie die pathologische retinale
Neovaskularisation signifikant reduziert [16,17]. Wir Uberpriuften diese Befunde unter
Verwendung unserer zellspezifischen Mausmutanten der myeloiden Zellreihe. Dazu
wurden VEGF™™° Mause im Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie
entweder PBS- oder Clodronat-Liposomen intraperitoneal von P12 bis P17 appliziert.
Die Auswertung der avaskularen und neovaskularen Flache in Isolectin-IB4 gefarbten
retinalen Flachpraparaten (Fig. 4A) zeigte jedoch keinen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen (Fig. 4B und C). Wir sahen lediglich eine
statistisch insignifikante Reduktion der relativen neovaskularen Flache in Clodronat-
behandelten Mausen (Fig. 4C). Dies werteten wir als weiteren Hinweis darauf, dass
Makrophagen durch andere Mechanismen als durch eine eigene VEGF-A Expression
an der pathologischen Neovaskularisation beteiligt sind. Eine Muller-Zell-Farbung auf
Paraffin-eingebetteten Retinaschnitten zeigte deutliche Muller-Zell-Aktivierungen
sowohl in Clodronat- als auch PBS-behandelten Mausen (Fig. 4D). Eine VEGF-A
Farbung ebenfalls in den Liposomen-behandelten Schnitten bestatigte ein VEGF-A
Signal in Mullerzellen als Nachweis einer VEGF-A Expression in diesen Zellen in
beiden Gruppen (Fig 4E).

3.7. VEGF-A Expression in MIO-M1 Zellen in vitro

Um die Hypothese, dass myeloide Zellen die Expression von VEGF-A in Mullerzellen
aktivieren, weiter zu untersuchen, haben wir die VEGF-A mRNA Expressionsniveaus in
vitro in einer humanen Muller-Zelllinie (MIO-M1) alleine und in Ko-Kultur mit der
murinen Mikroglia-Zelllinie (BV-2) nach 24 und 48 Stunden Inkubation bestimmt.

Die quantitative Real-Time PCR zeigte ein dreifach hoheres VEGF-A mRNA
Expressionsniveau in MIO-M1 Zellen, wenn diese fur 24 Stunden in Ko-Kultur mit BV-2
Zellen gehalten wurden. Nach 48 Stunden zeigte sich sogar ein 5,4 facher Anstieg
(Fig. 5).

Dies bestatigte unsere Vermutung, dass Makrophagen Mdllerzellen zur VEGF-A

Expression anregen.
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4. Klinische Anwendung / weiterfuhrende Fragestellungen

Ischamische neovaskulare Retinopathien reprasentieren die weltweit haufigste
Erblindungsursache in Industrienationen [2]. Die Therapie mit anti-VEGF-Antikorpern
war ein wesentlicher medizinischer Fortschritt, jedoch kann ein Teil der Patienten nicht
davon profitieren, sodass auch weiterhin intensiv an neuen Therapieansatzen geforscht
werden muss [3].

Karzlich publizierte Befunde haben die Uber Jahre hinweg vorherrschende Hypothese,
dass das zu pathologischer Neovaskularisation fuhrende VEGF-A durch myeloide
Zellen sezerniert wird, in Frage gestellt [18]. Dies konnten wir durch Verwendung
VEGF-A-defizienter Mausmutanten der myeloiden Zellreihe im Mausmodell der
Sauerstoff-induzierten Retinopathie bestatigen. So hat die zellspezifische Defizienz von
VEGF-A in myeloiden Zellen keinen Einfluss auf die avaskularen und neovaskularen
Flachen auf retinalen Flachpraparaten. Auch gab es keine statistisch signifikanten
Unterschiede in den VEGF-A mRNA-Expressionsniveaus in der Netzhaut zwischen
Kontrollen und VEGF™* Mausen [18,31].

Uber die bekannten Befunde hinaus haben wir auf der Suche nach dem Mechanismus
der VEGF-A Wirkung durch immunzytochemische Analysen Hinweise darauf gefunden,
dass es nach Sauerstoffboehandlung zu einem signifikanten Anstieg des relativen
Anteils an residentiellen Mikroglia kommt. Dies unterstiutzt frihere Erkenntnisse einer
Hypoxie-induzierten Mikrogliaproliferation. Im Gegenzug konnten wir ausschlie3en,
dass hamatogene Makrophagen auf den ischamischen Stimulus hin in die Netzhaut
einwandern.

Interessanterweise zeigte sich jedoch an P17 signifikant weniger VEGF-A-Transkript in
den VEGF™*° Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren unter normoxischen
Bedingungen, sodass moglicherweise das von myeloiden Zellen gebildete VEGF-A
unter physiologisch normoxischen Bedingungen von Bedeutung sein konnte. Dies
musste in weiteren Untersuchungen abgeklart werden.

Unsere bis dahin erhobenen Befunde gaben jedoch keine Erklarung dafur, warum eine
Makrophagendepletion die pathologische retinale Neovaskularisation inhibiert, sodass
wir nach alternativen Pathomechanismen suchten.

Zu den weiteren Hauptproduzenten von VEGF-A in der Netzhaut gehoren Mdullerzellen,
Gefaliendothelzellen, retinale Ganglienzellen und retinale Pigmentepithelzellen [29,32-
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34]. Fruhere Arbeiten hatten bereits die besondere Rolle von Millerzellen in diesem
Kontext untersucht: In knockout Mausen, die eine Mullerzell-spezifische VEGF-
Defizienz aufwiesen, konnte tatsachlich eine Reduktion der pathologischen
Neovaskularisation im Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie gefunden
werden [32], sodass wir uns auf das Zusammenspiel zwischen Mdullerzellen, myeloiden
Zellen und VEGF-A Synthese konzentrierten.

Durch in vitro Experimente konnten wir nachweisen, dass die Anwesenheit einer
Mikrogliazelllinie die VEGF-A Synthese in einer Muller-Zelllinie stimuliert. Aufgrund der
Tatsache, dass in unserem experimentellen Aufbau beide Zelllinien raumlich
voneinander getrennt waren, ist die Vermutung einer parakrinen Stimulation durch
einen loslichen Faktor naheliegend. Die zuklnftigen Arbeiten sollten deshalb darauf
gerichtet sein, durch Kombination von in vitro und in vivo Versuchsansatzen diesen
Faktor zu identifizieren und im Tiermodell zu bestatigen. Der bisherige Goldstandard
zur Therapie ischamisch-proliferativer Netzhauterkrankungen mit einem monoklonalen
Fab-Antikdrperfragment zur Hemmung von VEGF-A (Ranibizumab; Lucentis®) zielt
darauf ab, jegliche retinale VEGF-Expression zu hemmen, sodass auch das
physiologisch bendtigte Mall einer VEGF-Stimulation in der Netzhaut nicht mehr
gewahrleistet wird. Unsere Befunde einer mechanistisch bedeutsamen Zell-Zell-
Interaktion zwischen Mikroglia und Mdllerzellen kdonnte den Weg zu gezielten und
nebenwirkungsarmeren Therapieansatzen bahnen, sodass eine physiologische VEGF-
Homoostase gewahrt wird. Ziel ist es, bessere Langzeit-Ergebnisse in der Therapie
ischamisch-proliferativer Netzhauterkrankungen und damit einer Verbesserung der
Lebensquailtat zu erreichen [35].
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