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Abstract - Deutsch

Hintergrund: Die vaskuldare Demenz ist eine Folge der chronischen zerebralen
Hypoperfusion. Im Gegensatz zur sofortigen Nekrose kommt es zu progressiven
neurodegenerativen Schaden. Es ist anzunehmen, dass es in der Retina zu einer
ahnlichen Dynamik kommt, welche die Sehfahigkeit beeintrachtigt. Das Mausmodell der
BCCAO (Bilateral Common Carotid Artery Occlusion) umfasst die bilaterale Okklusion
der Arteria carotis communis mittels Metallfedern mit der Absicht eine chronische
Hypoperfusion der Retina und des Gehirns zu bewirken. Schwerpunkt der Arbeit war die
histologische und molekularbiologische Charakterisierung der Retina 6 Wochen nach

Implantation der Microcoils, um ein Verstandnis Uber die Pathomechanismen zu erlangen.

Methodik: 6 Wochen nach Implantation der Microcoils in C57BL/6J- und MacGreen-
Mausen wurde die Retina entnommen und mittels immunhistochemischer Methoden (HE-
Farbung im Sagittalschnitt, Immunfluoreszenz auf Iba1, C1q, C3, PIGF, Renin) und
quantitativer PCR analysiert. Untersucht wurden im Rahmen der qPCR Marker der
Angiogenese (VEGF-A/B, PIGF, FIt1, sFIt1, Ang |, PDGF-A, PDGFR-A/B), der
Inflammation (IL1B8, TNFa, CD68, IL4R, CCL2), Komplementfaktoren (C1q, C3,
Properdin) und synaptische Adhasionsproteine (Nrxn1a/b, Nrxn3a, Nign1/2, DAG).

Ergebnisse: 6 Wochen nach BCCAO kam es in der Retina zu einem Verlust der OPL
(Synapsen) sowie zu einem erhdhten Vorkommen an Mikrogliazellen/Makrophagen. Es
wurde eine Erhohung der Genexpression von Markern der Angiogenese (VEGF-A, PIGF,
Fit1, sFlt1, PDGFR-B), Zytokinen der Inflammation (IL13, CD68, CCL2) und
Komplementfaktoren (C1q, C3) beobachtet.

Schlussfolgerung: Es bestehen Hinweise, dass die retinalen Schaden nach BCCAO
durch Mikroglia/Makrophagen, Komplementfaktoren (C1qg, C3) und angiogenetische
Wachstumsfaktoren (VEGF-A, PIGF) vermittelt werden.



Abstract - Englisch

Background: Chronic cerebral hypoperfusion commonly results in vascular dementia. In
contrast to necrotic cell death, progressive neurodegenerative damage occurs. It is
possible that similar dynamics take place in the retina resulting in impaired vision. The
mouse model of BCCAO (bilateral common carotid artery occlusion) utilizes metal springs
in order to obtain a chronic hypoperfusion of the retina and the brain. The focus of this
work was the histological and molecular characterization of the retina 6 weeks after
BCCAO in an attempt to understand the pathomechanisms underlying the retinal

degeneration.

Methods: 6 weeks after implantation of microcoils in C57BL/6J and MacGreen mice, the
retina was removed and analyzed by immunohistochemical methods (HE staining of
retinal sagittal sections, immunofluorescence for Iba1, C1q, C3, PIGF, renin) and
quantitative PCR. gPCR was used to investigate markers of angiogenesis (VEGF-A/B,
PIGF, Fit1, sFlt1, Ang |, PDGF-A, PDGFR-A/B), inflammation (IL1f3, TNFa, CD68, IL4R,
CCL2), complement factors (C1q, C3, properdin) and synaptic adhesion proteins
(Nrxn1a/b, Nrxn3a, Nign1/2/, DAG).

Results: 6 weeks after BCCAO, a loss of the OPL (synapses) and an increased number
of microglial cells/macrophages were observed. An increased gene expression of
markers of angiogenesis (VEGF-A, PIGF, FIt1, sFIt1, PDGFR-B), cytokines of
inflammation (IL1p3, CD68, CCL2) and complement factors (C1q, C3) was detected.

Conclusion: We hypothesize that the retinal damage after BCCAO is mediated by
microglial cells/macrophages, complement factors (C1q, C3) and angiogenic growth
factors (VEGF-A, PIGF).

Xl
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1 Einleitung

1.1 Anatomie der Retina

Die innerste Schicht des Auges, die Retina, entsteht aus einer Ausstulpung des
Hirnblaschens (Prosencephalon) und ist Teil des zentralen Nervensystems. Sie kann in
funf Schichten unterteilt werden. Von auflen (Chorioidea) nach innen (in Richtung
Glaskorper): Das Licht wird in der aul3en liegenden Photorezeptorenschicht (PR) in
elektrische Signale umgewandelt. Die Photorezeptoren liegen mit ihren
AuBensegmenten dem retinalen Pigmentepithel an, welches die Netzhaut von der
Chorioidea trennt. Letztere stellt die Blutversorgung der aul3eren Netzhaut sicher. Die
Zellkerne der Photorezeptoren befinden sich in der auf3eren Kornerschicht (engl. outer
nuclear layer, ONL). Die Photorezeptoren bilden Synapsen mit Bipolar- und
Horizontalzellen aus. Die Synapsenschicht wird als auflere plexiforme Schicht (engl.
outer plexiform layer, OPL) bezeichnet. Die Zellkerne der Amakrin-, Bipolar- und
Horizontalzellen befinden sich in der inneren Kornerschicht (engl. inner nuclear layer,
INL). Bipolar- und Amakrinzellen bilden wiederum Synapsen mit den retinalen
Ganglienzellen (engl. retinal ganglion cells, RGC). Diese Synapsen befinden sich in der
inneren plexiformen Schicht (engl. inner plexiform layer, IPL). Die retinalen
Ganglienzellen liegen in der Ganglienzellenschicht (engl. ganglion cell layer, GCL). Die

Axone der RGC bilden schlie3lich den optischen Nerv.

Abbildung 1: Hamatoxylin-Eosin-Farbung eines retinalen Sagittalschnittes einer C57/Bl6-Maus
Photorezeptorenschicht (OS), auliere Kérnerschicht (ONL), aulRere plexiforme Schicht (OPL), innere
Kdrnerschicht (INL), innere plexiforme Schicht (IPL), Ganglienzellschicht (GCL). Skalierungsbalken =
50um. Das Praparat wurde von der Arbeitsgruppe bereitgestellt [1].



Einleitung

1.2 Blutversorgung der Retina

Die Arteria carotis communis (engl. common carotid artery, CCA) stellt die zerebrale als
auch retinale Blutversorgung sicher. Sie teilt sich in die Arteria carotis externa (engl.
external carotid artery, ECA) und Arteria carotis interna (engl. internal carotid artery, ICA)
auf. Aus letzterer entspringt die Arteria ophthalmica. Diese versorgt die Retina Uber zwei
Systeme: Die innere Retina bezieht ihre Blutversorgung uber die retinale Zentralarterie,
welche entlang des Nervus opticus verlauft. Versorgt werden GCL, IPL und ein Teil der
INL. Die Gefalde sind in drei Ebenen lokalisiert: Der superficial plexus befindet sich in der
NFL, der intermediate plexus an der inneren Grenze der INL und der deep plexus an der
aulieren Grenze der INL. Die aufRere Retina wird aus der Chorioidea versorgt. Deren
Versorgung stammt aus der posterioren Ziliararterie. Versorgt werden INL, OPL, ONL

und Photorezeptoren [2].

1.3 Retinale Mikroglia

Das Augeninnere unterscheidet sich hinsichtlich seiner streng regulierten Immunabwehr
vom Rest des Korpers. Das sogenannte Immunprivileg des Auges bewahrt das
empfindliche Gewebe vor Uberschiefenden Immunreaktionen [3]. Daran beteiligt sind
unter anderem die Blutretinaschranke (BRB), ein immunsuppressives Milieu und
Mikrogliazellen [4]. Die Blutretinaschranke ist eine Barriere, welche den Ubertritt
bestimmter Substanzen aus der Chorioidea verhindert. Die innere Blut-Retina-Schranke
wird von Endothelzellen gebildet, die aulRere BRB von retinalen Pigmentepithelzellen
(RPE). Bei der Mikroglia handelt sich um lokale mononukleadre Phagozyten (MP), die
wahrend der embryologischen Entwicklung in das ZNS einwandern und dort getrennt
vom systemischen Immunsystem verbleiben [5,6]. Es existieren verschiedene Subsets
von Mikroglia, die sich in ihrer Lokalisation, Morphologie und Proteinexpression
unterscheiden [7].

Ihre Aufgaben gehen weit Uber die Immunabwehr hinaus. Mikrogliazellen sind beteiligt
an der Aufrechterhaltung einer Homoostase, Wundheilung und Beseitigung von
Zelltrimmern. Sie besitzen Rezeptoren fur Chemokine, Zytokine, Komplementfaktoren
und Antikérper. Ahnlich dendritischer Zellen kdnnen sie Antigene Uber MHC-II-

Rezeptoren prasentieren [8,9].



Einleitung

In der Retina sind Mikrogliazellen physiologisch in zwei Ebenen lokalisiert: oberflachlich
in der IPL, RGC und NFL und tiefergelegen in der OPL [10,11]. In der adulten Retina
stehen Mikrogliazellen in den beiden plexiformen Schichten (IPL & OPL) in unmittelbarem
Kontakt mit Axonen, Dendriten und Synapsen der Neurone [12]. Mikrogliazellen sind
unter physiologischen Bedingungen notwendig fur den strukturellen und funktionellen

Erhalt der Synapsen [13].

1.3.1 Mikroglia - Neuroinflammation

Im unstimulierten Zustand liegen Mikrogliazellen in der ramifizierten Form vor. Sie sind
morphologisch durch einen kleinen runden Zellkorper und dunne Auslaufer
charakterisiert. Diese Zellen kommunizieren Uber Auslaufer mit umgebenden Neuronen
und anderen Gliazellen, prasentieren fur T-Zellen (MHC-II) und Uberwachen ihre
Umgebung permanent [14,15]. Wahrend in der Vergangenheit der Begriff
.resting” (ruhende) Mikroglia fur den ramifizierten Zustand verwendet worden ist, wird
mittlerweile der Begriff ,surveillant” (Uberwachende) bevorzugt, um die standige Aktivitat
der Mikroglia zu betonen [16].

Nach Aktivierung - etwa durch neuronale Inflammation, LPS, Ischamie, oxidativen Stress,
Zytokine oder Thrombin - nehmen die ramifizierten Zellen eine amoboide Form an und
migrieren zu betroffenen Arealen. Diese Zellen weisen einen runden Zellkérper auf und
sind zur Phagozytose fahig [17,18].

Diese initiale Aktivierung der Mikroglia kann neuroprotektiv wirken und zur Regeneration
des Gewebes beitragen. Eine persistierende Aktivierung kann jedoch zur
Neurodegeneration fuhren, indem es zur standigen Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen kommt. Dieser Prozess wird als Neuroinflammation bezeichnet [19].

Wahrend inflammatorischer Zustande ist eine Infiltration durch systemische Monozyten
moglich, welche die Blut-Retina-Schranke Uberqueren und einen Mikroglia-ahnlichen
Phanotypen annehmen (BM (Bone Marrow) derived microglia) [20,21].

Diese Zellen sind von der residenten Mikroglia morphologisch nicht zu unterscheiden und
exprimieren ahnliche Marker (Iba1, CD68, CD11b, CD45, etc.) [21,22]. Da in der
vorliegenden Arbeit methodisch nicht zwischen den beiden Zellpopulationen
unterschieden werden konnte, wird im Folgenden der Begriff mononuklearer Phagozyt
(MP) verwendet. Eine Unterscheidung von Mikroglia und Makrophagen ist prinzipiell
moglich, jedoch technisch aufwendig [22].



Einleitung

1.3.2 Polarisation der Mikroglia — M1/M2-Paradigma

Phanotypisch lassen sich Makrophagen nach ihrem funktionellen Zustand in M1- oder
M2-Makrophagen einordnen. Es existieren klassische, proinflammatorische Zellen, M1-
Makrophagen genannt, und alternative, antiinflammatorische Zellen, welche als M2-
Makrophagen bezeichnet werden [23].

Der M1-Zustand ist durch Produktion von proinflammatorischen Molektlen
gekennzeichnet und M1-Makrophagen sind beispielsweise bei der Immunantwort
wahrend akuter Infektionen beteiligt. Es handelt sich unter anderem um Interleukin 1 beta
(IL-1B), Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), Interleukin 6 (IL-6) und Stickstoffmonoxid
(NO). Eine Aktivierung erfolgt unter anderem uber TNFa, Interferon alpha (INFa) und LPS.
M2-Makrophagen werden unter anderem durch Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 10 (IL-10),
Interleukin 13 (IL-13) und Glukokortikoide aktiviert. Sie sind durch die Sekretion von
antiinflammatorischen Molekllen charakterisiert. Hierzu zahlen Interleukin 1 receptor
antagonist (IL-1Ra), IL-4 und Interleukin 10 (IL10). Dieser Phanotyp spielt eine Rolle in
der Wundheilung und der Angiogenese und weist eine erhohte phagozytotische Aktivitat
auf [24—26].

Es handelt sich bei der Klassifikation in M1- und M2-Makrophagen um eine
Vereinfachung, die auf In-vitro-Versuchen basiert und aufgrund seiner Anschaulichkeit
herangezogen wird [27]. In vivo gestaltet sich die Aktivierung der Zellen komplexer und
das jeweilige Genexpressionsprofil der Zellpopulation ist abhangig vom Kontext und den
Signalen aus der Umgebung. Es wird diskutiert, dass Makrophagen einen Zustand auf
einem Spektrum zwischen M1 und M2 einnehmen [24,26,28].

Es ist unklar inwieweit sich das M1/M2-Konzept auf Mikrogliazellen Ubertragen lasst. In
der bestehenden Literatur wird die Klassifikation zum Teil auch fur Mikrogliazellen
ubernommen [29]. Es wird jedoch auch versucht Mikrogliazellen stattdessen Uber ihre
Funktion und ihren Aktivierungszustand zu definieren [30].

Weitere Marker der Neuroinflammation/MP sind unter anderem CCL2, CD68 und Iba1.
CC-chemokin-ligand-2 (CCL2), auch bekannt als monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), ist ein Teil der CC-Chemokine. Aktivierte Mikroglia stellen eine Hauptquelle von
CCL2 im ZNS dar [31,32]. Der Rezeptor CCR2 ist auf den meisten Monozyten exprimiert
und initiiert eine Migration in Richtung des Liganden CCL2 [33,34]. CD68 (in Mausen
Macrosialin genannt) ist ein lysosomales Protein, das von mononuklearen Phagozyten
exprimiert wird [35].
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lonized calcium-binding adaptor molecule 1 (lba1), auch bekannt als allograft
inflammatory factor (AIF), wird im ZNS spezifisch von Mikroglia auf der Membran und im
Zytoplasma exprimiert und findet Einsatz bei immunhistochemischen Farbungen [36].

1.4 Angiogenetische Wachstumsfaktoren: VEGF-A, VEGF-B, PIGF,
PDGF

Die Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Familie umfasst die angiogenetischen
Wachstumsfaktoren VEGF-A/B/C/D und PIGF. Diese VEGF-Isoformen binden an die
membranstandigen Rezeptoren VEGFR1-3 und den I6slichen Rezeptor sVEGFR1 (sFlt1)
[37,38]. Im Rahmen dieser Arbeit waren die Isoformen VEGF-A/B und PIGF und die
Rezeptoren VEGFR1/2 und sFIt1 von Interesse, da diese an der Angiogenese und der
Inflammation beteiligt sind. VEGF-C/D und VEGFR3 sind hingegeben bedeutsam fur
lymphatische Gefalde [39].

1.4.1 VEGF-A: Ligand von FIt1 und VEGFR2

VEGF-A ist der prominenteste angiogenetische Wachstumsfaktor und fuhrt zur
Proliferation und Migration von Endothelzellen, Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen,
Vasodilatation und Rekrutierung von Makrophagen und Granulozyten [38]. Die
Expression von VEGF-A wird induziert durch Hypoxie (abhangig von HIF), Zytokine,
Wachstumsfaktoren, Hormone und Tumorsuppressorgene [40]. VEGF-A bindet an Flt1
und VEGFR2, aber bindet mit hoherer Affinitat an FIt1. Unabhangig davon ist die
Tyrosinkinaseaktivitat von VEGFR2 der Hauptmechanismus der proangiogenetischen
Wirkung [41,42].

VEGF-A nimmt des Weiteren eine zentrale Rolle in der Entwicklung von vaskularen
retinalen Erkrankungen ein, etwa durch Bildung von retinalen und chorioidalen

Neovaskularisationen [43].

1.4.2 VEGF-B und PIGF: Liganden von FIt1

1.4.2.1 VEGF-B
VEGF-B ist am Erhalt von Blutgefalden beteiligt, nicht jedoch an der Neubildung [44].
VEGF-B-/- -Mause zeigen keine Auffalligkeiten in der retinalen Vaskulatur [45]. VEGF-B



Einleitung

zeigt einen antiapoptotischen Effekt auf Neurone in der Retina in Mausmodellen von

ophthalmologischen Neurodegenerationen und Ischamien [46].

1.4.2.2 PIGF

Placental growth factor (PIGF) wirkt als Mediator der Angiogenese und Inflammation. Es
wird physiologisch wahrend der Embryogenese exprimiert und stimuliert das Wachstum
und die Reifung von Gefalden [47]. Im gesunden adulten Zustand ist die Expression von
PIGF gering, jedoch kommt es in pathologischen Zustanden wie Inflammation,
Wundheilung oder Karzinomen zu einer Hochregulation [48,49].

Eine erhohte PIGF-Expression konnte bei Patienten mit AMD, diabetischer Retinopathie
und retinalem Zentralvenenverschluss beobachtet werden [50-52]. Erhdhte PIGF-
Spiegel im Auge fuhren im Tierexperiment zu pathologischen retinalen
Gefallneubildungen und zum Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke wie es fur die
diabetische Retinopathie typisch ist [47,53,54].

PIGF bindet spezifisch an Flt1 und kann hierdurch eine Rekrutierung von mononuklearen
Phagozyten bewirken [55,56]. In chronisch inflammatorischen Zustanden wie der
Atherosklerose oder Karzinomen kann PIGF durch Rekrutierung von Makrophagen und
T-Zellen zu einem degenerativen Schaden fuhren [57]. MP exprimieren durch PIGF
vermittelt vermehrt pro-inflammatorische Zytokine [58].

In der Therapie von retinalen Erkrankungen stellt PIGF ein potenzielles Target dar, da es
durch die Inhibition zu keiner Beeintrachtigung von gesundem Gewebe kommt [59].

1.4.3 PDGF (Platelet Derived Growth Factor)

PDGF ist beteiligt an der Angiogenese, Proliferation von mesenchymalen Zellen,
Chemotaxis, Wundheilung und Embryogenese. Die PDGF-Familie ist mit der VEGF-
Familie verwandt. Zur PDGF-Familie gehoren PDGF-A/B/C/D. PDGF ist ein Dimer und
die Untereinheiten bilden verschiedene Isoformen: PDGF-AA (PDGF-A), -BB (PDGF-B)
und -AB. Die Rezeptoren sind PDGFRA (bindet PDGF-A/-B) und PDGFRB (bindet
PDGF-B). PDGF wird unter anderem von Thrombozyten, Smooth Muscle Cells,
Makrophagen und Endothelzellen produziert [60].
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1.4.4 Rezeptoren der angiogenetischen Wachstumsfaktoren (VEGF)

1.4.4.1 VEGFR2

VEGF-A bt seine pro-angiogenetische Wirkung primar Uber eine Bindung an VEGFR2,
auch fetal liver kinase 1 (Flk1) genannt, aus. Eine Bindung von VEGF-A an VEGFR2
bewirkt ein starkes pro-angiogenetisches Signal im Vergleich zu Fit1 (VEGFR1). VEGF-
B oder PIGF binden nicht an VEGFR2 [38,61].

1.4.4.2 FIt1 (VEGFR1)

VEGFR1, auch fms related tyrosine kinase 1 (Flt1) genannt, bindet VEGF-A, VEGF-B
und PIGF [38]. Zur Bedeutung von Flt1 existieren verschiedene Erklarungsansatze. So
wird zum einen angenommen, dass FIt1 als Decoy-Rezeptor dient, da die Bindung von
VEGF-A nur zu einer geringen Aktivitat der Tyrosin-Kinase fuhrt. Eine VEGF-A/FIt1-
Bindung fuhrt somit zu einer Reduzierung des pro-angiogenetischen Effekts [62,63].
PIGF oder VEGF-B konnen durch kompetitive Bindung an Fit1 dazu fuhren, dass VEGF-
A vermehrt an VEGFR2 (bindet nur VEGF-A) bindet, wodurch ein synergistischer, pro-
angiogenetischer Effekt entsteht [62,64]. Des Weiteren fordert die PIGF/FIt1-Bindung die
Sensibilitdt von VEGFR2 fiur VEGF-A [64].

1.4.4.3 Mononukleare Phagozyten und Fit1

Mononuklearen Phagozyten exprimieren FIt1 und eine Bindung durch die Liganden
VEGF-A und PIGF fuhrt zu einer Rekrutierung und Aktivierung [65—67]. Eine Aktivierung
von FIt1 ist bedeutend fur die Regulation von Inflammation. In einem Tiermodell der
rheumatoiden Arthritis kam es nach Deletion der Tyrosinkinase-Domane von FlIt1 zu einer
Inhibition der Makrophagenaktivitat. Phagozytose und die Sekretion von VEGF-A und IL6
waren verringert [68]. Luttun et al. beschrieben, dass anti-FIt1-Antikdrper zu einer
geringeren Mobilisierung von myeloischen Stammzellen und einer geringeren
Leukozyteninfiltration von entzindetem Gewebe fuhrt. In Tiermodellen der Arthritis und
der Atherosklerose konnte somit die Krankheitsprogression reduziert werden [69].

1.4.4.4 sFIt1
sFIt1 (soluble fms related tyrosine kinase) ist die I6sliche Variante von Flt1 mit anti-
angiogener Wirkung [37]. Er dient als Decoy-Rezeptor und bindet mit hoher Affinitat PIGF
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und VEGF-A/B und fuhrt zu deren Inhibition [70,71]. Beteiligt ist sFIt1 unter anderem bei

der Avaskularitat der Cornea [72].

1.5 Komplementsystem

Das Komplementsystem ist ein Teil der angeborenen Immunabwehr und besteht aus
uber 30 Proteinen im Plasma und auf Zelloberflachen [73,74]. Eine bedeutende Funktion
ist die Abwehr von Mikroorganismen (Bakterien, Pilze, etc.) durch Mechanismen wie
Opsonierung, Zelllyse und Chemotaxis. Ferner ist das Komplementsystem an
degenerierenden sowie regenerierenden Prozessen beteiligt. Aktiviert wird das
Komplementsystem durch eine proteolytische Kaskade, die Uber drei aktivierende Wege
initiilert werden kann: den klassischen, den alternativen und den Lektin-Weg. Alle drei
Wege fuhren schlieRlich zur Aktivierung der C3-Konvertase. Der klassische Weg wird
uber die Bindung von C1qg an einen Antigen-Antikorper-Komplex initiiert und fuhrt Gber
Proteolyse von C4 und C2 zur Aktivierung der C3-Konvertase (C4bC2a-Konvertase). Der
alternative Weg lauft Uber spontane Hydrolyse von C3 ab (C3bBb-Konvertase). Der
Lektin-Weg wird uber die Bindung von mannose binding lektin (MBL) aktiviert (C4bC2a-
Konvertase). Die C3-Konvertase spaltet C3 in C3a und C3b. Die Spaltung von C3 fuhrt
aullerdem zur Bildung der C5-Konvertase, welche die Bildung des TCC (terminal
complement complex oder auch MAC, membrane attack complex) aus C5b-C9 initiiert.
Dies fuhrt zur Zelllyse der eindringenden Krankheitserreger [73,74].

Zwei wichtige Aktivatorproteine sind C1q und Properdin. C1q ist das initiierende Protein
der klassischen Komplementkaskade und bindet an Immunkomplexe [73]. Das Aktivator-
Protein Properdin ist in der Lage die C3-Konvertase des alternativen Pathways (C3bBb)
zu stabilisieren. Es fordert die Anlagerung von C3b an den Faktor B und inhibiert die Uber
Faktor H vermittelte Spaltung von C3b durch Faktor |. Des Weiteren kann Properdin direkt
auf mikrobiellen Oberflachen binden und somit die Aktivierung des alternativen
Komplementsystems fordern [75].

Das Komplementsystem besteht aus einer Vielzahl an Regulator-Proteinen, welche die
Zahl der Komplementfaktoren Ubersteigt. Dies verdeutlicht die Bedeutung eines
engmaschig regulierten Komplementsystems, da eine unkontrollierte Aktivierung zu

Inflammation und Autoimmunerkrankungen fuhren kann [74].
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1.5.1 Komplementsystem im ZNS und der Retina

Im Gehirn und der Retina werden Komplementfaktoren von Neuronen und Gliazellen
exprimiert [76—78]. Wichtige Quellen stellen Mikrogliazellen und Astrozyten dar [79-81].
C3a und Cb5a werden als Anaphylatoxine bezeichnet und fuhren zu Vasodilatation,
erhohter Permeabilitat der BlutgefalRe, Chemotaxis von Immunzellen und Aktivierung von
Makrophagen und weiteren Immunzellen. In Makrophagen konnen sie einen oxidativen
Burst auslosen [82]. Anaphylatoxine entfalten ihre Wirkung Uber Bindung an die
Rezeptoren C3a-Rezeptor (C3aR), C5a-Rezeptor (C5aR) und chemoattractant receptor-
like protein (C5L2) [81,83].

Die Fragmente C3b und iC3b werden als Opsonine bezeichnet. iC3b ist Uber
Opsonierung in der Lage Phagozytose durch Bindung an Rezeptoren (CR3) auf
Mikrogliazellen/Makrophagen zu induzieren [84,85].

C3b fungiert als Ligand fur CR1 [86]. In der Alzheimer-Demenz exprimieren aktivierte
Mikrogliazellen vermehrt CR1, was mit neuronaler Degeneration durch Sekretion von
TNFa, IL-1B und Superoxiden verbunden ist [87].

Die pathologische Rolle des Komplementsystems in der Augenheilkunde ist bekannt. Das
Auftreten der altersbedingten Makuladegeneration ist mit bestimmten Varianten diverser
Komplementfaktoren wie CFH oder C3 assoziiert [88-90]. Eine hohe Expression an C3
fuhrt zur Neurodegeneration. In der Retina fuhrt die Transfektion eines C3-
exprimierenden Advenoviruses zu einer Degeneration der Photorezeptoren und des RPE
[91]. Weitere Beispiele fur ophthalmologische Erkrankungen, in denen das
Komplementsystem eine Rolle spielt, sind unter anderem das Glaukom, die diabetische
Retinopathie und ischamische Zustande [77,81,92].

1.5.2 Synaptic Pruning

Zusatzlich ist das Komplementsystem auch an der neuronalen Entwicklung beteiligt.
Postnatal kommt es zu einer Aktivitats-abhangigen Eliminierung von Synapsen durch
Mikrogliazellen. Dieser Prozess wird als Synapse Pruning bezeichnet und ist notwendig
fur die Ausreifung synaptischer Verbindungen durch Entfernung von Uberschissig
angelegten neuronalen Verknupfungen [85,93,94]. CX3CR1-defiziente Mause weisen ein
eingeschranktes Synapse Pruning auf, infolge dessen es zu abgeschwachten
synaptischen Ubertragungen und Verhaltensstérungen kommt [95].

Synaptic Pruning ist auch fur die retinale Entwicklung beschrieben, wahrend der es zur
Phagozytose Uberschussiger RGC durch Mikroglia kommt [96]. Vermittelt wird Synaptic

9
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Pruning Uber die Expression von C1q durch Neurone [93,94]. Die Anreicherung von C1q
an Synapsen aktiviert die klassische Komplementkaskade und fuhrt zur Generation von
C3. Es kommt zur Bildung der Spaltprodukte C3b und iC3b, welche an die Rezeptoren
der Mikroglia binden und zur Phagozytose fuhren [85,93,94].

In einem Mausmodell des Glaukoms konnte C1q vermehrt an retinalen Synapsen
festgestellt werden. Es wird die Vermutung aufgestellt, dass es durch Bildung von C3b
zu einer Mikroglia-vermittelten Phagozytose der Synapsen kommt [93]. Umgekehrt
fuhrten eine C1g-Defizienz oder eine Inhibierung der Mikroglia durch Minocyclin zu
Neuroprotektion [97,98].

1.6 Vascular Remodelling

Im ZNS besteht ein vaskulares Netzwerk aus Arterien und Venen, welche
uberschneidende Areale versorgen. Kommt es zu einer Stenose einer Arterie, bildet sich
ein hoher Druck am Weg des geringsten Widerstandes, wodurch es zu einer hohen
Blutflussgeschwindigkeit und hohen Scherspannungen (engl. shear stress) kommt.
Shear stress fuhrt zur Arteriogenese, also dem strukturelle Remodelling der Gefallwand
durch Proliferation [99,100]. Vermittelt wird dieser Prozess durch Expression von
Zytokinen, welche Monozyten rekrutieren (z.B. CCL2, TNFa) [101]. Makrophagen kdnnen
ein proinflammatorisches Milieu erzeugen und sekretieren Wachstumsfaktoren und
proinflammatorische Zytokine [102—104]. Diese Zellen tragen auf diese Weise zum
GefalRumbau bei. In Folge dessen kommt es zu einer Proliferation von Vascular Smooth
Muscle Cells und Endothelzellen, was eine Zunahme des Durchmessers der Kollaterale
verursacht [105,106]. Bergmann et al. beobachteten dies in einem Mausmodell der
Obstruktion der Femoralisarterie. In der monozytopenischen Maus kam es zu einem
verringerten Remodelling [107].

10
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1.7 Retinale Hypoperfusion - Ocular Ischemic Syndrome (OIS)

Das Ocular Ischemic Syndrome (OIS) ist ein seltenes Krankheitsbild, das mit einem
Visusverlust einhergehen kann und zumeist als Folge einer hochgradigen Stenose der
Arteria carotis interna auftritt [108]. Es handelt sich um eine globale ischamische
Retinopathie, die primar Menschen Uber 65 Jahren betrifft und auf dem Boden
arteriosklerotischer Veranderungen entsteht. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein OIS auftritt,
ist von dem Ausmal} der Karotisstenose und der Bildung von Kollateralen abhangig. Bei
den meisten Patienten liegt der Stenosegrad Uber 80% [109]. Es kommt zu einer
beeintrachtigten Hell-Dunkel-Adaption, die als Folge einer Storung der Photorezeptoren
auftritt [110]. Fundoskopisch sind mittelperiphere retinale Hamorrhagien, dilatierte
oberflachliche retinale Venen, Mikroaneurysmen, schmale retinale Arterien und
Neovaskularisationen der Retina und der Iris zu beobachten [111,112].

Im Auge ist die Versorgungssituation nach Stenose der ICA abhangig von der Ausbildung
der jeweiligen Kollateralvarianten. Yamamoto et al. beobachteten in Patienten mit
kompletter Stenose der Arteria carotis interna, dass es zu vier Versorgungstypen
kommen kann. Im Typ | kommt es Uber den Circulus arteriosus cerebri zu einem reverse
flow der ICA, im Typ lla kommt es Uber die ECA zu einem reverse flow in der Arteria
ophthalmica, im Typ lIb ebenso, allerdings ohne messbaren Fluss in der Arteria retinae
centralis. Im Typ Il kommt es zu keinerlei Kollateralbildung [113]. Aufgrund der
unterschiedlichen Versorgungsvarianten kommt es zu interindividuellen Unterschieden
im Schweregrad der Erkrankung [113].

Die wichtigsten Differentialdiagnosen des OIS sind die diabetische Retinopathie und der
chronische Zentralvenenverschluss (CRVO). Insbesondere letzteres Krankheitsbild ist
fundoskopisch schwierig vom OIS abzugrenzen. Beim OIS und dem CRVO kommt es im
Gegensatz zur diabetischen Retinopathie zu einem meist einseitigen Auftreten [114,115].
Im Gegensatz zur CRVO kommt es beim OIS nicht zum Papillenédem, aul3erdem
befinden sich die Hamorrhagien mittelperipher [116].

Das OIS wird durch panretinale Photokoagulation therapiert [116]. Gegebenenfalls wird
ein neovaskulares Glaukom mit Betablockern oder Carboanhydrasehemmern behandelt
[112]. Eine Stenose der Karotiden kann per Endarteriektomie behandelt werden.
Klinische Studien ergaben, dass es zu einer Besserung oder Verhinderung der
Progression der chronischen okularen Ischamie kommen kann, in dem der Blutfluss

wieder zunimmt [117,118].

11



12

Einleitung

1.8 Das Tiermodell der bilateralen Stenose der CCA — Bilateral
Common Carotid Artery Occlusion (BCCAO)

Die partielle, experimentelle Okklusion der Arteria carotis communis (CCA), bekannt als
Bilateral Common Carotid Artery Occlusion (BCCAO), wurde erstmalig von Slakter et al.
beschrieben [119]. In der Retina kommt es zu einer moderaten Abnahme des Blutflusses
ohne nekrotischen Untergang von Zellen, wie es bei einem vollstandigen Erliegen der
Durchblutung der Fall ware [120,121].

Die Durchfuhrung der Okklusion erfolgt haufig unter Anwendung einer chirurgischen Naht
zur partiellen Ligatur der CCA [122,123]. Des Weiteren existiert ein Modell, das den
Einsatz einer Metallfeder aus Klaviersaite (Microcoil) vorsieht, die beidseits um die CCA
gestulpt wird. Dieses Modell wurde erstmalig von Shibata et al. beschrieben [124] und
dient unter anderem der Erforschung der vaskularen Demenz [125,126].

A B 1

Circulus Willisii
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ECA v ICA

<+ Microcoil
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Aorta

Abbildung 2: (A) lllustration der BCCAO

Schematische Darstellung der Karotisbifurkation mit anatomischer Lokalisation des Microcoils.
Abbildung 3: (B) Schematische Darstellung eines Microcoils (Sawane Spring Company, Japan).
(1) Queransicht. Innendurchmesser 180pm, (2) Langsansicht

Das Ausmal} der Hypoperfusion ist abhangig von der Wahl des Innendurchmessers der
Microcoils. Shibata et al. mallen bei C57/BI6-Mausen unter Einsatz von Microcoils mit
180um Durchmesser eine akute Reduzierung des zerebralen Blutflusses (engl. cerebral
blood flow, CBF) auf 70% des Ausgangswertes. Praoperative Werte wurden innerhalb
eines Monats erreicht [124]. Der Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit basiert auf den
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Experimenten von Fluchtemeier et al. und verwendete die gleiche Methode [1,125]. Es
lie® sich dabei bei C57/BlI6-Mausen eine akute Abnahme der CBF auf ca. 50% des
Ausgangswertes nach vier Stunden und ca. 70% nach 24 Stunden feststellen (Laser-
Doppler-Messung). Nach drei Wochen wurden wieder praoperative Werte erreicht [125].
In den Versuchen von Fuchtemeier et al. wurde zudem festgestellt, dass es durch
Vascular Remodelling zu einer Zunahme des Circulus arteriosus cerebri kam [125].
Dieser ist an der Kollateralversorgung beteiligt [113]. Fuchtemeier et al. stellten die
Hypothese auf, dass Shear Stress im Remodelling der Kollateralversorung eine Rolle
spielt (Arteriogenese) und verwiesen auf die Beobachtungen von Buschmann et al.
[104,125].

Es ist anzunehmen, dass es nach BCCAO in der Retina zu ahnlichen Veranderungen
des Blutflusses kommt. Kobayashi et al. beobachten mittels Laser-Doppler in der Wistar-
Ratte einen Abfall des Blutflusses im Gehirn auf 36% und im Auge auf 26% im Vergleich
zur Kontrollgruppe nach drei Stunden [123]. Hypoperfusion von Gehirn und Auge
scheinen somit in einer ahnlichen Groflenordnung zu liegen. Im Vergleich zum
Versuchsaufbau unserer Arbeitsgruppe fallt die Hypoperfusion bei Kobayashi et al.
wesentlich starker aus, was vermutlich der Methodik geschuldet ist (Anwendung einer 3-
0 Silk Ligatur ohne Gewahrleistung eines Mindestdurchmessers). Trotzdem blieb die
Sehfahigkeit der Tiere erhalten [123]. Im Vergleich dazu fuhrt die Anwendung von
Microcoils mit 180um Durchmesser nur zu einer moderaten Abnahme des Blutflusses
[124,125]. Dies erlaubt die Untersuchung der Auswirkungen moderater Hypoperfusion
auf neuronale, kognitive und ophthalmologische Veranderungen.

Huang et al. mal3en mittels Laser-Doppler 21 Tage nach BCCAO (Wistar-Ratten) einen
Abfall des okularen Blutflusses auf 65% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Nahtligatur-
Methode ohne vollstandige Okklusion) [127]. Sie beschrieben OIS-ahnliche
Veranderungen: Nach drei Wochen kam es zur zunehmenden Dilatation und Tortuositat
der retinalen Venen. Aullerdem kam es zu einer Zunahme der arteriovendsen

Fullungszeit und Hamorrhagien, beides ebenfalls Phanomene des OIS [127].

1.9 Bisherige Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zur BCCAO

Die vorherigen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zu den Versuchen dieser Arbeit
stammen von Crespo et al. [1]. Die vorliegende Arbeit erganzt die bisherigen Ergebnisse

um ex-vivo-Methoden.
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Abbildung 4 ist der Versuchsaufbau des gesamten BCCAO-Projektes zu entnehmen: Es
wurden in wochentlichen Abstanden Elektroretinogramme (ERG), Scanning-Laser-
Ophthalmoscope-Untersuchungen (SLO) wund Fluoreszenzangiographien (FAG)
angefertigt. Es wurden zudem Untersuchungen mittels optischer Koharenztomographie
(OCT) durchgefuhrt [1].

Diese Arbeit

o ex Vvivo

in vivo

IHC&HE
Flatmount
FAG ERG
SLO ocT PCR
N\ ;
r wochentlich A

WO Wi W2 W3 W4 W5 W6

HE,
IHC&OCT

Abbildung 4: Schema des Versuchsaufbaus des gesamten Projektes [1].

Nach Einsetzen der Microcoils wurde wochentlich mittels ERG (Elektroretinogramm) die
Funktion der Retina elektrophysiologisch kontrolliert (durchgefuhrt von Sergej Skosyrski
aus unserer Arbeitsgruppe). Auf Grundlage der Ergebnisse wurde eine Einteilung der
Tiere in die Betroffenheitsgrade "schwer"-, "leicht-" und "nicht"-betroffen durchgefuhrt, da
sich im Phanotyp der Tiere eine hohe Variabilitat beobachten lieR. Tiere wurden der
Kategorie "nicht betroffen" zugeteilt, wenn sich das ERG nicht von Sham-Tieren
unterschied [1].

Die a-Welle spiegelt die Photorezeptorenfunktion wider, die b-Welle die Funktion der
Bipolarzellen. ,Schwer betroffene“ Tiere waren dabei von einer frihen (Woche 1) und
deutlichen Abnahme der a- und b-Wellen-Amplitude gekennzeichnet. ,Leicht
betroffene“ Tiere zeigten eine spatere Abnahme der Amplitude (Woche 4) [1].

Unsere Arbeitsgruppe visualisierte die retinalen Veranderungen nach BCCAO mittels
SLO (Scanning Laser Ophthalmoscopy) in der transgenen MacGreen-Maus (B6N.Cg-



Einleitung

Tg(Csf1r-EGFP)1Hume/J. Dadurch gelang die Darstellung von Csf1r-positiven Zellen in
Echtzeit mit hoher Auflésung [1,128,129].

Nach Implantation kam es zu einer Akkumulation der MP um die oberflachlichen retinalen
Venen. Der Zeitraum bis zur Entwicklung der Akkumulation reichte von direkt nach
Implantation bis zu 3 Wochen danach. Nach 6 Wochen akkumulierten die MP um den
Kopf des Sehnervs (ONH) [1]. Des Weiteren beobachtete unsere Arbeitsgruppe 3
Wochen nach BCCAO eine signifikante Erweiterung des Durchmessers der
oberflachlichen retinalen Venen, welcher ex vivo (Flatmount) auf einen strukturellen

Umbau der Gefalde und nicht auf einen veranderten Gefaldtonus zurtckzufuhren war [1].

1.10 Zielsetzung

Die BCCAO ist ein Tiermodell der chronischen, moderaten Hypoperfusion, in dessen Folge es
zu einer progressiven Neurodegeneration in der Retina und im Gehirn kommt. In der Retina
kommt es zu morphologischen und funktionellen Verédnderungen. Crespo et al. vermuteten eine
Beeintrachtigung der Synapsen, die zu elektrophysiologischen Einschrankungen der Retina
fuhrt [1]. Des Weiteren wurde eine dynamische Aktivitdt der MP beobachtet. Diese
Zellpopulation ist an zahlreichen neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt.

Die vorliegende Arbeit erganzt die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe. Ziel dieser Arbeit war die
Charakterisierung der Gen- und Proteinexpression von Markern der Angiogenese, des RAS,
der Inflammation, des Komplementsystems und der synaptischen Adhé&sionsproteine mit der
Absicht Erkenntnisse Uber die zugrundeliegenden molekularen Prozesse zu gewinnen, welche
zu den retinalen Schaden fuhren. Des Weiteren wurden histologische Schnittbilder untersucht,

um die bisherigen Untersuchungen von Crespo et al. zu untermauern.

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:

- Welche morphologischen Verédnderungen treten in der murinen Retina 6 Wochen nach
BCCAO auf?

- Wie wirkt sich die BCCAO nach 6 Wochen auf die Verteilung der mononukledren Phagozyten
aus?

- Wie wirkt sich die BCCAOQO auf die Gen- und Proteinexpression von Markern der Angiogenese,
des RAS, der Inflammation, des Komplementsystems und der synaptischen Adhéasionsproteine

aus”?
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2 Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Elektrophorese-Vorrichtung
Feinwaage

Lichtmikroskop

Mikroskop, Axio Imager M2
Nanodrop 2000

Pipetten

Thermocycler Rotor-Gene Q
iCycler

UV-Kamera

Vortex Genie 2

Zentrifuge

peqg-Lab, DE
Sartorius, DE
Carl Zeiss, DE
Carl Zeiss, DE
peqg-Lab, DE
Eppendorf, DE
Qiagen, DE
Bio-Rad, DE
Bio-Rad, DE
Scientific Industries, USA
Eppendorf, DE

Tabelle 1: Gerate

Agarose

Beta-Mercaptoethanol

BSA (Serumalbumin)

DAPI

Ethanol

Ethidiumbromid

Gel Loading Dye 6x no SDS
Isopropranol

O'GeneRuler 100bp DNA Ladder
Primer

RNA-Later

RNAse-freies Wasser

Barrier Pen

Fluorescence Mounting Medium
Triton-X-100

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
J.T. Baker, USA
Sigma Aldrich, USA
BioLabs, USA

Carl Roth, DE
Thermo Scientific, USA
Eurofins Scientific, DE
Qiagen, DE

Qiagen, DE

Dako, DK

Dako, DE

Carl Roth, DE

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien
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TBS (pH 7,6) Sigma Aldrich, USA
EDTA (pH 8) Sigma Aldrich, USA
Paraformaldehyd in TBS 4% Sigma Aldrich, USA

Tabelle 3: Puffer und L6sungen

Qiashredder Qiagen, DE

Qiagen RNeasy Mini Kit Qiagen, DE

QuantiTect Reverse Transkription Kit Qiagen, DE

QuantiTect SYBR Green PCR Kit Qiagen, DE

QuantiNova SYBR Green PCR Kit Qiagren, DE
Tabelle 4: Kits

2.2 Tiermodell der Bilateral Common Carotid Artery Occlusion
(BCCAO)

Tierhaltung und Tétung der Versuchstiere wurden in Ubereinstimmung mit den ARVO-
Richtlinien (Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research)
vorgenommen. Eine Genehmigung des Landesamtes fur Gesundheit und Soziales Berlin
(Lageso Berlin) liegt vor.

Mause vom Stamm C57BL/6J (Charles River Erkrath, DE) und MacGreen (B6N.Cg-
Tg(Csf1r-EGFP)1Hume/J [130], Eigenzuchtung) wurden eingesetzt. Die transgenen
MacGreen-Mause exprimieren Enhanced Fluorescent Green Protein (EGFP) unter
Kontrolle des Csf1r-Promoters. Das Fluoreszenzsignal wird von der retinalen Mikroglia
und anderen mononukledren Phagozyten exprimiert. Dies erlaubt eine In-vivo-
Beobachtung in Echtzeit in der Fundusuntersuchung mittels Scanning Laser
Ophthalmoskop (SLO) (Nicht Teil dieser Arbeit).

Im Alter von zehn Wochen wurde durch Implantation von Metallfedern (Microcoils) um
beide Arteriae carotides communes eine chronische Hypoperfusion induziert. Die
Operationen wurden im Zentrum fur Schlaganfallforschung Berlin von der Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Ulrich Dirnagl durchgefuhrt. Die Haltung erfolgte bei einem 12-Stunden-Rhytmus
von abwechselnd Dunkelheit und Helligkeit. Den Tieren wurde zudem freier Zugang zu
Wasser und Futter gewahrt (ad libidum).
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2.3 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau basiert auf den Experimenten von Flchtemeier et al. und stellt ein
Modell fur die chronische zerebrale Ischamie dar, wie sie bei der vaskularen Demenz
auftritt [125]. Hierfur wurde bilateral eine Metallfeder aus Klaviersaite (Microcoil, 180um
Innendurchmesser, Sawane Spring Company, Japan) um die Arteria carotis communis
auf beiden Seiten implantiert. Bei der Kontrollgruppe (Sham) wurden Scheinoperationen
durchgefuhrt, d.h. es wurde der Eingriff bis zur Praparation der Arteria carotis communis
durchgefuhrt, jedoch keine Implantation des Microcoils vorgenommen. 6 Wochen nach
der Intervention (teilweise 7 Tage bei HE-Farbungen) wurden die Tiere getotet, die Augen
entnommen und fur die quantitative PCR in flussigem Stickstoff schockgefroren bzw. fur
die Durchfuhrung der Immunhistochemie in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert.

Methoden

Entnahme der Augen
42 Tage nach
Intervention (BCCAO)

Isolation der
Retina
Paraffinschnitte
RNA-Isolation
Reverse
Transkription
Schmelzkurvena
nalyse e
Gelelektrophorese 9
) ) ) Morphometrische
Genexpressmn Proteinexpression Analyse

Abbildung 5: Schema des Versuchsaufbaus dieser Arbeit.
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2.4 Methodik der gPCR

2.4.1 Isolierung der Retina

Nach Entnahme der Augen wurden diese in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C aufbewahrt. Die Praparation der aufgetauten Augen erfolgte durch eine Inzision
entlang der Ora Serrata und die anschlieende Entfernung der Hornhaut. Nach der
Entnahme der Linse wurde die Retina mithilfe eines Skalpells enthommen und in
RNAlater (Thermofisher, DE) bei 4°C maximal 48 Stunden aufbewahrt.

2.4.2 RNA-Isolation
Die Isolation der RNA wurde mithilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen, DE) durchgefuhrt.
Verwendete Reagenzien sind der Tabelle zu entnehmen.

Qiashredder

RNeasy Mini Spin Column
Beta-Mercaptoethanol
Ethanol 70%

RLT-Puffer

RW1-Puffer

RPE-Puffer

RNAse-freies Wasser zur Elution

20

Tabelle 5: Bestandteile des Qiagen RNeasy Mini Kit

Das Gewebe wurde in 350 pl RLT-Puffer gegeben, welcher 3,5 ul Beta-Mercaptoethanol
enthalt (1%). Die Retina wurde mit Pistillen gemorsert, das Lysat anschiel3end auf eine
Qiashredder Saule pipettiert und bei 9000 x g fur zwei Minuten zentrifugiert. Die Saule
wurde verworfen und das Filtrat mit 350ul (1:1) 70% Ethanol vermengt. Die 700ul der
entstandenen Losung wurden auf ein RNeasy Mini Spin Column pipettiert und 15
Sekunden bei 9000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen, auf die Saule wurden
700ul RW1-Puffer pipettiert und anschliel3end 15 Sekunden bei 9000 x g zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde mit 500yl RPE-Buffer wiederholt. Schliel3lich wurden 500ul RPE-
Buffer pipettiert und zwei Minuten bei 9000 x g zentrifugiert. Zur Elution wurden 50ul
RNAse-freies-Wasser verwendet und bei 9000 x g eine Minute zentrifugiert. Das Eluat

wurde bei -80°C eingefroren.
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2.4.3 Analyse der RNA-Menge und Qualitat - Nanodrop
Massenspektrophotometer

Die Menge und Qualitat der RNA wurden mit einem Nanodrop 2000-Spektrometer (Fisher
Scientific, DE) bestimmt. Nukleinsauren absorbieren bei 260nm. Beurteilt wurden die
Verhaltnisse 260nm/280nm und 260nm/230nm. Wird bei beiden Verhaltnissen ein Wert
von etwa 2.0 gemessen, kann von reiner RNA ausgegangen werden, Abweichungen
sprechen fur Kontaminationen. Zu niedrige Werte bei 260nm/280nm sprechen fur
Protein- oder Phenolkontamination. Bei 260nm/230nm ist analog von einer
Kontamination mit Kohlenstoffen oder Alkohol auszugehen. Unterschritt der Quotient
einen Wert von uber 1,7, wurde die RNA verworfen. Die gemessene RNA-Konzentration
nahm Werte zwischen 50ng/pl und 100ng/ul an, was bei einem Volumen von 50ul einer
Gesamtmenge von 2,5ug - 5ug pro Retina entspricht.

10mm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

Wavelength (nm)

Abbildung 6: Beispielhafte Messung mit Nanodrop-Spektrometer

2.4.4 cDNA-Synthese (reverse Transkription)

Die reverse Transkription der mRNA in komplementare DNA (cDNA) erfolgte mithilfe des
Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen, DE). Hierfur wurden jeweils 12ul mRNA
mit 2ul gDNA Wipeout Buffer drei Minuten bei 42°C inkubiert. Hierdurch wird genomische
DNA eliminiert. Verwendet wurde der iCycler (Bio-Rad, DE). Anschliefend wurden
jeweils 6ul Mastermix bestehend aus 1yl Primer Mix, 4ul RT-Buffer und 1l reverser
Transkriptase hinzugefugt. Das Gemisch wurde 15 Minuten bei 42°C und anschlie3end
drei Minuten bei 95°C inkubiert. Die gewonnene cDNA wurde mit RNAse-freiem Wasser

auf 10ng/pl verdinnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.
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2.4.5 Primer

Die Sequenzen der Primerpaare wurden entweder direkt aus bestehenden Publikationen
oder der Primer Bank (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) entnommen. Zur
Uberprifung der Primerpaare wurde das Programm Primer-Blast verwendet
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Wenn moglich wurden Exon-Exon-Grenzen-
Uberspannende Primer gewahlt. Eine Produktgrof3e des Amplifikats zwischen 100 und
200 Basenpaaren wurde akzeptiert. Bestellt wurden die Primerpaare bei Eurofins
Scientific (DE). Die Spezifitat der Primer wurde anhand der Amplifikationsprodukte in der
Agarose-Gelelektrophorese und der Schmelzkurvenanalyse (Rotorgene Q Series

Software, Qiagen DE) gepruft. Tabelle 6 sind die Primersequenzen dieser Arbeit zu

entnehmen.

Abkiirzung

Gen

Forward-Sequenz 5'-3'

Reverse-Sequenz 5'-3'

Angiogenese

PIGF Placental Growth Factor AGATCTTGAAGATTCCCCCCA TTCCCCTTGGTTTTCCTCCTT
Flt1 Fms Related Tyrosine Kinase 1 AGGGTGTCTATAGGTGCCGA ACTTCGGAAGAAGACCGCTT
sFIt1 ﬁﬁ::g'ee 1Fms Related Tyrosine -\ A\GACTCGGGCACCTATGC CCGCAGTGCTCACCTCTAAC
VEGF-A  VascularEndothelial Gowth  GrcorarTacoaTcocATTGAGs  GCTGGCTTTGGTGAGGTTTG
VEGF-B  Vascular Endothelial Growth 5000 GACAGGGTTGOCATAC CGAGTGGGATGGATGATGTCA
PDGF A i'ate'et Derived Growth Factor 100 AGGTGAGGTTAGAGG CACGGAGGAGAACAAAGAC
PDGFR A E':éee';’tto?i”"e" Growth Factor -\ AACCCTGAGACCACAATG TCCCCCAACAGTAACCCAAG
PDGFR B E':éee';’tto?g”"e" Growth Factor  1560TCAGCCAAATGTCACC TGCTCACCACCTCGTATTCC
Ang1 Angiopoietin 1 CTGATGGACTGGGAAGGGAACC 2SCAGAAATCAGCACCGTGTA
Microglia &
Inflammation
IL4R Interleukin-4 Rezeptor GAGGGACCTGGCTTCTGATT CCTTGATGCTCCCAGATCCA
CD68 Macrosialin AGGGTGGAAGAAAGGCTTGG ACTCGGGCTCTGATGTAGGT
IL-1B Interleukin 1B CATGGAATCCGTGTCTTCCT GAGCTGTCTGCTCATTCACG
TNFa Tumornekrosefaktor CACCACCATCAAGGACTCAA TGAGACAGAGGCAACCTGAC
CCL2 Chemokinligand 2 TCACCTGCTGCTACTCATTCA CACTGTCACACTGGTCACTCC

Komplementsystem

C1q Complement component 1q AGAGGGGAGCCAGGAGC CTTTCACGCCCTTCAGTCCT
C3 Complement component 3 GAGAAAAGCCCAACACCAGC CTGGGCTGTAGTCAGTTGGG
Properdin GCCGTACCTTGCCCTGTAAA TCCTTGAACGTGACTGCTGG
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Synapsen-

proteine

Nrxnia Neurexin 1a CCCCAGCACAGCCGACCTTC g?AAGTCGCGATAATTCCAGC
Nrxn3a Neurexin 3a GCACCATCAAAGTGAAGGCCACTC SKCCAGATACATGTCCCCCTC
Nrxn1b Neurexin 18 CCATGGCAGCAGCAAGCATCATTCA gg;GTACTGGGGCGGTCATTG

- CACAGTCAACTATCGGCTTGGGGTA CAAACACAGTGATTCGCAAGG
Nign1 Neuroligin 1
C GGTC
Nign2 Neuroligin 2 CCATTTCCAGCTGGTCTGTCAACTAC g MAGCCAATGTEGTAGCGE
DAG1 Dystroglycan TTAGCAACTGGTGGCTTGAAC gCAGACAGGAGGAGGAGAAA
Referenzgen
Glycerinaldehyd-3-phosphat-
GAPDH Do oo TGAGAAAAGAGTTGTGCAATGG GGTACTCCAGAAGACCAGAGG

Tabelle 6: Primersequenzen der qPCR-Experimente

2.4.6 Quantitative Real-Time-PCR

Fir die Durchfihrung der quantitativen Real-Time-PCR (qPCR) kam der Thermocycler
Rotor-Gene Q (Qiagen, DE) zum Einsatz. Als gPCR-Mastermixe wurden Quantitect
SYBR Green PCR Kit (Qiagen, DE) und QuantiNova SYBR Green PCR Kit (Qiagen, DE)
verwendet. QuantiNova SYBR Green PCR Kit zeigte eine hohere Spezifitdt und ein
starkeres Signal und wurde bei Zielgenen mit schwacher Expression verwendet. SYBR
Green ist ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, mit dem eine indirekte Erfassung der
cDNA-Menge maglich ist. Jede cDNA-Primer-Kombination wurde in Triplets zu je 25l
(QuantTect Mastermix) bzw. 20ul (QuantiNova Mastermix) aufgetragen, um
Pipettierfehler zu minimieren. Die Bestandteile einer einzelnen Reaktion sind Tabelle 7
und Tabelle 8 zu entnehmen.
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Konzentration Menge pro Reaktion
dH20 3,5 ul
Quantitect Mastermix 2-fach 12,5l
cDNA 1 ng/ul 4 ul (4 ng)
Primer Forward 10 uM 2,5yl
Primer Reverse 10 uM 2,5 ul
Summe 25l

Tabelle 7: Zusammensetzung der gPCR-Reaktion mit QuantiTect SYBR Green Mastermix

Konzentration Menge pro Reaktion
dH20 4 ul
Quantitect Mastermix 2-fach 10 pl
cDNA 1 ng/ul 4 ul (4 ng)
Primer Forward 10 uM 1ul
Primer Reverse 10 uM 1ul
Summe 20ul

Tabelle 8: Zusammensetzung der gPCR-Reaktion mit QuantiNova SYBR Green Mastermix

Die Laufe wurden mit 40 Zyklen durchgefuhrt. Die Reaktionsschritte (Aktivierung,
Annealing, Elongation) sind Tabelle 9 und Tabelle 10 zu entnehmen. Nach Beendigung
der Zyklen wurde eine Schmelzkurve von 72°C bis 95°C mit einem Messintervall von 1°C
erstellt. Verwendet wurde die geratespezifische Software Rotor-Gene Q Series Software
(Qiagen, DE). Ergab sich mit dem Quantitect Mastermix kein technisch einwandfreies
Ergebnis (Primer Dimer oder unzureichendes Signal), wurde der Quantinova Mastermix
(Qiagen, DE) eingesetzt. Dieser war in der Lage eine hohere Spezifitat und ein
intensiveres Signal zu erzielen, was bei der geringen mRNA-Menge der Mausretina und
der grofden Zahl an untersuchten Genen hilfreich war. Es wurde fur jedes Primerpaar eine
Negativkontrolle ohne Template (H20 statt cDNA) per Lauf beigefugt. Dies erlaubte eine
Quantifizierung des unspezifischen Signals (z.B. Primer Dimer). AuRerdem wurde eine
Probe mitlaufen gelassen, die bei der reversen Transkription statt der reversen
Transkriptase nur H2O erhalten hat (non RT Control), um eine Kontamination mit
genomischer DNA auszuschliel3en.

Bei der Auswertung wurde eine Differenz des CT-Wertes zwischen Template und
Kontrolle von mehr als sechs als ausreichend betrachtet (entspricht einem Unterschied
von Faktor 64). Standardabweichungen des CT-Wertes innerhalb eines Triplets wurden
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unter 0,3 akzeptiert. Die Spezifitat der gPCR-Reaktion wurde anhand der Schmelzkurven

und der Agarose-Gelelektrophorese beurteilt.

Temperatur Dauer
Aktivierung 95°C 5 Minuten
Denaturierung 95°C 15 Sekunden (40 Zyklen)
Annealing 60°C 15 Sekunden (40 Zyklen)
Elongation 72°C 15 Sekunden (40 Zyklen)

Tabelle 9: Temperaturprofil der qPCR unter Verwendung von QuantiTect SYBR Green

Temperatur Dauer
Aktivierung 95°C 2 Minuten
Denaturierung 95°C 5 Sekunden (40 Zyklen)
Annealing & Elongation 60°C 10 Sekunden (40 Zyklen)

Tabelle 10: Temperaturprofil der gPCR unter Verwendung von QuantiNova SYBR Green

2.4.7 Auswertung

Zur Auswertung der gPCR ist es notwendig ein Referenzgen (Housekeeping-Gen) zu

definieren, dessen Expression sich robust gegenuber aul3eren Einflissen verhalt, um die

relative Quantifizierung der Zielgene (gene of interest) zu ermdglichen. Fir diesen Zweck
wurde GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) ausgewahlt. Der CT-Wert
bezeichnet den Zyklus, an dem eine definierte Signalschwelle Uberschritten wird. Zur

Berechnung der relativen Expression wurde die AACt-Methode angewandt [131]. Hierzu

wurde der ACt-Wert durch Subtraktion des GAPDH-CT-Wertes vom Zielgen-CT-Wert

bestimmt. Die Differenz der ACt-Werte zweier Gruppen (in diesem Fall Interventions- und

Kontrollgruppe) ergibt AACt, mit dem die n-fache (relative) Expression mit der Formel 2

AACt errechnet werden kann.
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2.4.8 Statistische Analyse der gPCR-Ergebnisse

Samtliche Daten wurden mit GraphPad Prism 7 (La Jolla, CA, USA) ausgewertet. Vor der
Auswahl des passenden statistischen Tests wurden die Stichproben auf
Normalverteilung und Ahnlichkeit der Standardabweichungen geprift. Bei dem Vergleich

von zwei oder mehr Stichproben wurde entsprechend Abbildung 7 vorgegangen.

[Gauss’sche Normalverteilung]

Nein (u. Transformation nicht méglich)
Ja
Kruskal-Wallis Test]
Standardabweichung
aller Kohorten ahnlich )
Nein
Ja
\4
ANOVA

Abbildung 7: Auswahl des statistischen Testverfahrens.

Um zu prufen, ob eine Gauss'sche Verteilung vorliegt, wurde der Shapiro-Wilk-Test
angewendet. Bei einem signifikanten Unterschied dieses Tests (p < 0.05) wurde die
Normalverteilung nicht angenommen und versucht die Daten mit der Gleichung y = log(y)
zu transformieren, um eine Normalverteilung zu erreichen. War dies nach wie vor nicht
moglich wurde ein nicht-parametrischer Test angewandt, in diesem Fall der Kruskal-
Wallis-Test. AnschlieRend wurde auf Ahnlichkeit der Standardabweichungen aller
Kohorten mittels Brown-Forsythe-Test gepruft. Waren die Standardabweichungen
signifikant unterschiedlich, wurde ebenfalls der Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt. Bei
Normalverteilung und ahnlicher Standardabweichung wurde ein One-Way-ANOVA
angewandt. Ergab der Test einen signifikanten Unterschied der Mittelwerte, wurde eine
Post-Hoc-Analyse durchgefuhrt, um die Signifikanz zwischen den Gruppen darzustellen.
Hierfir wurde der Dunnett's-Test durchgefuhrt, der einen Vergleich zwischen einer
Experimentalgruppe und einer festgelegten Kontrollgruppe ermdglicht. Die im Einzelfall
durchgefuhrten Tests sind dem Ergebnisteil zu entnehmen. p < 0,05 wurde als statistisch
signifikant betrachtet, p < 0,01 als hochsignifikant. Alle Werte sind als arithmetisches
Mittel mit Standard Error of the Mean (SEM) angegeben.
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2.4.9 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Sicherstellung der Qualitat der gqPCR-Reaktionen bzw. der Primer wurden diese zur
Gelelektrophorese auf ein Agarosegel aufgetragen. Verwendet wurde ein 2% Agarose-
Gel (100ml), zusammengesetzt aus 2g Agarose, 4ul Ethidiumbromid (0,004%
Endkonzentration) und 98ml TAE-Buffer. Die Agarose wurde mit dem TAE-Buffer
gemischt und erhitzt bis keine Ruckstande mehr sichtbar waren. AnschlielRend wurde das
Ethidiumbromid (karzinogen) hinzupipettiert und das Gemisch in eine Form gegossen.
Die Amplifikationsprodukte der gPCR wurden mit einem Marker versetzt (Gel Loading
Dye 6x no SDS, BiolLabs). Aufgetragen wurden jeweils 10ul pro Reaktion in jede
Geltasche (Well). Als Laufbedingung wurden 180V eingestellt. Die Laufzeit war abhangig
von der zu erwartenden GrofRRe des Produktes (ca. 30 Minuten). Das Gel wurde laufen
gelassen, bis die Banden etwa 80% des Gels durchlaufen hatten. Eine Well wurde jeweils
mit einem Ladder (O'GeneRuler 100bp DNA Ladder, ready-to-use, 0,1ug/uL), einem
standardisierten Proteingemisch bekannter Proteinmasse, geladen, der als Indikator fur
die Proteinmasse (GroRe des Amplifikats) dient. Ein Primer wurde fur die weitere
Verwendung akzeptiert, sofern sich in der Agarose-Gelelektrophorese eine spezifische
Bande der zu erwartenden Proteinmasse zeigt und keine bedeutende Bande an
unspezifischen Produkten (Primer-Dimern) zu beobachten war. Bei Auftreten von
unspezifischen Produkten oder Primer Dimern wurden entweder neue Primer bestellt, die
Konzentration an Primern verringert oder die eingesetzte Menge an cDNA pro Reaktion
erhoht.
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2.4.10Schmelzkurvenanalyse

Zur weiteren Untersuchung der Spezifitat der Amplifikationsprodukte wurde in der
Software des Thermocyclers (Rotorgene Q Series Software, Qiagen, UK) eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt. Nur Reaktionen mit einem einzigen Maximum der

Schmelzkurve wurden akzeptiert.

2,01

0,0 ’@
75 80 85 80 95
°C

Abbildung 8: Beispielhafte Schmelzkurve einer spezifischen qPCR-Reaktion

dF/dT gibt die Absorption des Fluoreszenzsignals wieder. Auf der X-Achse ist die Dissoziationstemperatur
angegeben. Zu sehen ist ein spezifischer Peak bei 85°C. Primer Dimer wirden sich durch einen Peak
unterhalb von 80°C sichtbar machen.
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2.5 Immunhistochemische Verfahren

2.5.1 Morphometrische Analyse der Retina in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE) wurden von der Arbeitsgruppe bereitgestellt. Die
Praparate stammten von Woche 6 (W6) nach Durchfuhrung der BCCAO. Es wurden HE-
Farbungen der retinalen Sagittalschnitte (5um Dicke) von schwer betroffenen BCCAO-
Tieren (n = 5) und Sham-Tieren (n = 5) verglichen. Diese stammen aus einem Areal in
der Nahe des Sehnervs. Bilder wurden in 20-facher Vergroflerung mit einem
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axio Imager M2, Carl Zeiss, DE) und der Software ZEN lite
2012 (Carl Zeiss, DE) angefertigt und fur den Untersucher verblendet. Analysen wurden

in ImagedJ durchgefuhrt.

2.5.2 Durchfuhrung der indirekten Immunfluoreszenz

In der vorliegenden Arbeit wurde die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt. Der
Primarantikorper bindet dabei an das zu untersuchende Antigen, wahrend der
Sekundarantikorper, der das Fluoreszenzsignal erzeugt, an eine konstante Region des
Primarantikorpers bindet. Die Kompatibilitat der Antikdrper wird sichergestellt, indem die
Antikorper in verschiedenen Tierarten gezuchtet werden, da die konstante Region fur die
Tierarten jeweils spezifisch ist.

Die Enukleation fand 6 Wochen nach Intervention statt. Die Fixierung der Augen erfolgte
uber Nacht in 4% Paraformaldehyd. Die in Paraffin eingebetteten Sagittalschnitte (5um
Dicke) wurden von der Arbeitsgruppe zur Verfugung gestellt. Das Paraffin wurde in einem
Ofen bei 57 °C fur 20 Minuten geschmolzen. Die Deparaffinierung erfolgte zweimal 10
Minuten in Xylol, dann bei zweimal 10 Minuten in 2-Propanol. Im Anschluss erfolgte die
Rehydrierung in folgender Reihenfolge: 95% Ethanol, 90% Ethanol, 70% Ethanol, 50%
Ethanol. Jeder Schritt dauerte funf Minuten.

Nach der Deparaffinierung wurden die Schnitte 3 x 5 Minuten in TBS gewaschen. Die
Antigendemaskierung erfolgte mittels Hitzeeinwirkung. Hierfur wurden die Praparate in
EDTA-Puffer (pH = 8) 2 x 3 Minuten bei 650W in der Mikrowelle erhitzt. Zwischen den
Erhitzungsphasen wurde Puffer nachgeflllt, um Verdunstungsverluste auszugleichen.
AnschlieRend wurden die Praparate mit 0,5% Triton-X-100 (Sigma Aldrich, DE) in TBS
fur 5 Minuten benetzt, um die Zellmembranen zu permeabilisieren. Danach wurde wieder
3 x 5 Minuten mit TBS gewaschen. Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen
wurden die Proben mit TBS-BSA 5% (Bovine Serum Albumin) fur 60 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde der Primarantikorper in TBS, 0,8% BSA
und 0,1% Triton-X-100 gelost. Nach Applikation wurde tber Nacht in Dunkelheit inkubiert.
Die optimale Konzentration der Antikorper wurde in einer vorhergehenden Titration
bestimmt. Bei jedem Praparat wurde eine Negativkontrolle mitgefuhrt, die statt
Primarantikorper nur mit Puffer inkubiert wurde, um das Hintergrundsignal des
Sekundarantikorpers abschatzen zu konnen. Nach der Inkubation wurde 3 x 5 Minuten
mit TBS gewaschen, anschlieRend der Sekundarantikorper aufgetragen. Dessen Losung
entspricht der des Primarantikorpers. Inkubation erfolgte Uber eine Stunde in Dunkelheit
bei Raumtemperatur. Nach drei weiteren 5-minttigen Waschschritten wurden die Proben
5 Minuten mit DAPI zur Visualisierung der Zellkerne (4', 6-Diamidin-2-phenylindol, 1:2000,
Sigma Aldrich, DE) inkubiert, wieder gewaschen und schlieBlich mit einem
Einbettmedium (Fluorescence Mounting Medium, DAKO, DE) betropft und mit einem
Deckglaschen bedeckelt. Die Lagerung erfolgte lichtgeschutzt bei 4°C. Die
Gewebeschnitte wurden mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss Axio Imager, Zeiss, DE)
mit ApoTome.2 (Zeiss, DE) mithilfe der Zen-Lite-2012-Software (Zeiss, DE) am Folgetag

untersucht.

Primarantikdrper Konzentration = Sekundarantikorper Konzentration

Alexa Fluor 488,

Anti-C1q, Rabbit
donkey anti-rabbit

polyclonal (Santa Cruz, 1:200 . . 1:2500
(Life Technologies,
USA)
USA)
. Cy3 Goat Anti-Rat
Anti-PIGF (Abcam, UK) 1:100 1:1000
(Abcam, UK)
. ) CF 594 Donkey
Anti-Renin (R&D
1:100 Anti-Goat (Biotium, 1:2500
Systems, USA)
USA)
Red Donkey Anti-
Anti-C3 (MP
) . 1:100 Goat (Invitrogen, 1:5000
Biomedicals, DE)
DE)
Anti-Iba1 (Wako Green Donkey Anti-
Chemicals, USA) 1:250 Rabbit (Invitrogen, 1:5000
Rabbit polyclonal DE)

Tabelle 11: Antikorper der Inmunfluoreszenz
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2.5.3 Quantifizierung der Mikroglia in der Iba1-Farbung

Von den Retina-Schnitten eines Auges wurden mehrere nicht Uberlappende Bilder in 200-
facher VergroRerung angefertigt. AnschlieRend wurde das Bildmaterial verblendet und
erst nach erfolgter Quantifizierung wieder entblendet. Die Zahlung der Zellen erfolgte
manuell durch zwei Untersucher. Zur Vergleichbarkeit der verschiedenen Proben wurde
die Zahl der Mikroglia auf die mittlere Retinalange skaliert (3000 um). Verglichen wurde
die Kohorte der ,schwer betroffenen® Augen mit scheinoperierten Tieren (Sham).

Zellen pro Retina x 3000

Zahl der Mikroglia pro Retina (3000 pm) = Lange der Retina

2.5.3.1 Statische Auswertung der Mikroglia-Quantifizierung
Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel mit SEM angegeben. Statistische Signifikanz
wurde ab einem p-Wert von <0.05 angenommen. Verwendet wurde der t-Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Gelelektrophorese und Schmelzkurvenanalyse

Grundvoraussetzung fur die Validitdt der quantitativen PCR ist die Spezifitat der
Amplifikationsreaktion. Mithilfe der Gelelektrophorese als auch der
Schmelzkurvenanalyse konnte die Spezifitat der Primerpaare bestimmt werden. In
Abbildung 9 und Abbildung 10 befinden sich die Gelspuren und Schmelzkurven der
Primerpaare, die in dieser Arbeit inkludiert wurden. Die Proteingrof3e der Bande
entspricht der in Primer-Blast errechneten GroRRe. Als Zeichen der Spezifitat findet sich
in der Gelelektrophorese eine einzige Bande. Korrespondierend dazu befindet sich in der
Schmelzkurvenanalyse ein einziges Maximum. Weitere Maxima wdurden far
unspezifische Amplifikationsprodukte wie Primer Dimer (unter 100bp) sprechen und
stellten ein Ausschlusskriterium dar.

Es ist von jedem Zielgen demonstrativ eine Gelbahn dargestellt (Abbildung 9). Alle
angegebenen Reaktionen wurden fur spezifisch befunden und in der weitergehenden
Untersuchung inkludiert.
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Abbildung 9: Gelelektrophorese der qPCR-Produkte.

Samtliche abgebildete Gele zeigen eine spezifische Bande. Dies ist eine Grundbedingung fir die Validitat
der gPCR-Ergebnisse. In der Spur M befindet sich der Ladder. Zuordnung:

A: 1 VEGFA, 2 VEGFB, 3 PIGF, 4 Fit1, 5 sFit1, 6 Angl, 7 PDGFA, 8 PDGFRA, 9 PDGFRB

B: 11L-1B, 2 IL4R, 3 TNFa, 4 CCL2, 5 CD68

C:1C1q,2C3

D: 1 Nrxn1a, 2 Nrxn3a, 3 Nrxn1b, 4 Nign1

E: 1 GAPDH
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weitere Auswertung akzeptiert.

Abbildung 10: Schmelzkurvenanalyse in Rotorgene Q Series Software (Qiagen, DE).

Die aufgeflhrten Zielgene zeigten ein spezifisches Maximum der Schmelzkurve und wurden fir die
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3.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Tabelle 12 ist der Gesamtbestand der Versuchstiere der gqPCR zu entnehmen.

Betroffenheitsgrad  Bezeichnung Definition N
Schwer betroffen Schwer Stark verandertes ERG 7
Leicht betroffen Leicht Leicht verandertes ERG 7
Nicht betroffen Nicht Unauffalliges ERG 3
Sham Sham Sham Operation 10

36

Tabelle 12: Bestand der Versuchstiere der Genexpressionsanalyse

3.2.1 Einfluss der BCCAO auf die Expression von Genen der Angiogenese

Es wurden VEGF-A (vascular endothelial growth factor A), VEGF-B (vascular endothelial
growth factor B), PIGF (placental growth factor), Flt1 (fms related tyrosine kinase 1), sFit1
(soluble fms related tyrosine kinase 1), Ang | (Angiopoietin 1), PDGF A (platelet derived
growth factor A), PDGFR A (platelet derived growth factor receptor a) und PDGFR B
(platelet derived growth factor receptor b) 6 Wochen nach BCCAO untersucht. Bei Tieren
mit einem ,schwer betroffenen® Phanotyp zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Sham) bei den folgenden Genen eine signifikant hohere Expression: VEGF-A (p < 0.01),
PIGF (p < 0.001), Flt1 (p < 0.05), sFit1 (p < 0.01), PDGFR B (p < 0.05). Bei den Ubrigen
Targets ergab sich keine signifikante Differenz. Bei ,leicht betroffenen® Tieren zeigte sich
im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Flt1 (p < 0.05) eine signifikant hohere Expression.
Bei den ubrigen Targets ergab sich keine signifikante Differenz. Zwischen ,nicht
betroffenen® Tieren und der Kontroligruppe zeigte sich in samtlichen Genen keine

signifikante Differenz.
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Abbildung 11: Genexpressionsanalyse mittels gqPCR von Genen der Angiogenese.

Quantifizierung der relativen Genexpression in der murinen Retina nach 6 Wochen. Daten sind angegeben
als Vielfaches (fold expression) der scheinoperierten Kontrolle (Sham). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die BCCAO-Tiere wurden in drei Kategorien eingeteilt: ,schwer
betroffen®, ,leicht betroffen” und ,nicht betroffen“. Diese wurden jeweils mit der Sham-Kontrolle verglichen.
Der statistische Vergleich erfolgte mittels One-Way ANOVA und einem anschlieBenden Dunnett'-Test

(Post-Hoc-Test). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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3.2.2 Einfluss der BCCAO auf die Expression von Genen der Inflammation

Es wurden Macrosialin (CD68), Interleukin-4-Rezeptor (IL4R), chemokin-ligand-2 (CCL2),
Interleukin-1B3 (IL-1B) und Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) 6 Wochen nach BCCAO
untersucht. Die Genexpression von CD68 (p <0.01), CCL2 (p <0.01) und IL-18 (p < 0.05)
war in ,schwer betroffenen” Tieren gegenuber der Sham-Kontrolle signifikant erhoht. Die
Genexpression von IL4R und TNFa war nicht verandert. ,Leicht betroffene“ und ,nicht
betroffene” Tiere zeigten in samtlichen Genen keinen Unterschied im Vergleich mit der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 12: Genexpressionsanalyse mittels gqPCR von Genen der Inflammation.

Quantifizierung der relativen Genexpression in der murinen Retina nach 6 Wochen. Daten sind angegeben
als Vielfaches (Fold Expression) der scheinoperierten Kontrolle (Sham). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
dem Standardfehler des Mittelwerts (SEM). Die Microcoil-behandelten Tiere wurden in drei Kategorien
eingeteilt: ,schwer betroffen, ,leicht betroffen® und ,nicht betroffen”. Diese wurden jeweils mit der Sham-
Kontrolle verglichen. Der statistische Vergleich erfolgte mittels One-Way ANOVA und einem
anschlieBenden Dunnett'-Test (Post-Hoc-Test). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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3.2.3 Einfluss der BCCAO auf die Expression von Genen des
Komplementsystems

Es wurden C1q, C3 und Properdin 6 Wochen nach der Intervention untersucht. C1q und
ist ein Protein des klassischen Weges des Komplementsystems. Properdin ist ein Marker
des alternativen Aktivierungsweges. Die Genexpression von C1q (p < 0.01) und C3 (p <
0.05) war in ,schwer betroffenen” Tieren gegenuber der Sham-Kontrolle signifikant erhoht.
Die Genexpression von Properdin zeigt sich nicht signifikant verandert. ,Leicht
betroffene® und ,nicht betroffene” Tiere zeigten in samtlichen Genen keinen signifikanten

Unterschied im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
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Abbildung 13: Genexpressionsanalyse mittels gqPCR von Genen des Komplementsystems.
Quantifizierung der relativen Genexpression in der murinen Retina nach 6 Wochen. Daten sind angegeben
als Vielfaches (Fold Expression) der scheinoperierten Kontrolle (Sham). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
dem Standardfehler des Mittelwerts. Die Microcoil-behandelten Tiere wurden in drei Kategorien eingeteilt:
~schwer betroffen®, ,leicht betroffen“ und ,nicht betroffen®. Diese wurden jeweils mit der Sham-Kontrolle
verglichen. Der statistische Vergleich erfolgte mittels One-Way ANOVA und einem anschlieRenden
Dunnett-Test (Post-Hoc-Test). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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3.2.4 Einfluss der BCCAO auf die Expression von Genen der Synaptogenese.

Es wurden Nrxn1a (Neurexin 1 alpha), Nrxn1b (Neurexin 1 beta), Nrxn3a (Neurexin 3
alpha), Nlgn1 (Neuroligin 1), Nign 2 (Neuroligin 2) und DAG (Dystroglycan) 6 Wochen
nach der Intervention untersucht. Es zeigte sich zwischen samtlichen Kohorten und der

Kontrollgruppe in samtlichen Genen keine signifikante Differenz.
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Abbildung 14: Genexpressionsanalyse mittels gqPCR von Genen des Synaptogenese.
Quantifizierung der relativen Genexpression in der murinen Retina nach 6 Wochen. Daten sind angegeben
als Vielfaches (Fold Expression) der scheinoperierten Kontrolle (Sham). Dargestellt sind die Mittelwerte mit
dem Standardfehler des Mittelwerts. Die Microcoil-behandelten Tiere wurden in drei Kategorien eingeteilt:
~schwer betroffen®, ,leicht betroffen“ und ,nicht betroffen®. Diese wurden jeweils mit der Sham-Kontrolle
verglichen. Der statistische Vergleich erfolgte mittels One-Way ANOVA und einem anschlieRenden
Dunnett-Test (Post-Hoc-Test). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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3.3 Strukturveranderungen der Retina nach BCCAO

Es wurden Sagittalschnitte von ,schwer betroffenen BCCAO-Tieren und Sham-Tieren 6
Wochen nach BCCAO verglichen. Morphologisch lasst sich eine deutliche Abnahme der
outer plexiform layer (OPL) in der Interventionsgruppe beobachten. In der OPL befinden
sich die Synapsen zwischen den Photorezeptorzellen und den Horizontal- und
Bipolarzellen. Teilweise besteht zudem ein Verlust der anliegenden inner nuclear layer
(INL). Die Zellverbande der outer nuclear layer (ONL) erscheinen aufgelockert. Sham-
Tiere zeigen regelmaRige, deutlich abgrenzbare Zellschichten und sind nicht von

gesunden Tieren zu unterscheiden.

B BCCAO W6

Abbildung 15: Strukturveranderungen 6 Wochen nach BCCAO

Lichtmikroskopische Aufnahme der murinen Retina. Hamatoxylin-Eosin-Farbung. A: Sham; B: BCCAO
(,schwer betroffen“) nach 6 Wochen. Der Skalierungsbalken entspricht 50 ym. Es zeigte sich ein
signifikanter Verlust der OPL in der BCCAO-Gruppe. GCL = Ganglienzellschicht, IPL = innere plexiforme
Schicht, INL = innere nukleare Schicht, OPL = duliere plexiforme Schicht, ONL = auere nukledre Schicht,
OS = AulRensegmente der Photorezeptoren.



Ergebnisse

OPL/Gesamtretinadicke
0.10~ *%
S—
0.084 —
0.06- .
0.04-
0.02-
0.00 : .
& ©
q,""b o@
(,‘?'
&
1)

Abbildung 16: Verlust der outer plexiform layer in der ,,schwer betroffenen“ BCCAO-Gruppe nach
6 Wochen.

Verglichen wurden 5 Sham-Tiere mit 5 ,schwer betroffenen“ BCCAO-Tieren. Dargestellt ist der Quotient
aus OPL und Gesamtretinadicke. Der Quotient ist fur ,schwer betroffene” BCCAO-Tiere nach 6 Wochen
signifikant erniedrigt. Der statistische Vergleich erfolgte mittels T-Test. ** p < 0.01.

Wurden ,schwer betroffene BCCAO-Tiere mit der Kontrollgruppe verglichen, offenbarte
sich nach 6 Wochen eine signifikante Verringerung des Quotienten aus OPL-Dicke und
Gesamtretinadicke (Abbildung 16). Innerhalb der BCCAO-Gruppe bestand ein
heterogenes Bild an Veranderungen zwischen den Tieren.

3.4 Infiltration der Retina durch Mikroglia/Makrophagen 6 Wochen nach
BCCAO

Retinasagittalschnitte von jeweils 3 ,schwer betroffenen” Tieren und 3 Sham-Tieren
wurden auf Iba1 (ionized calcium binding adapter molecule 1) gefarbt, um den Umfang
und die Lokalisation der Mikroglia/Makrophagen-Infiltration zu bestimmen. Iba1 wird
spezifisch von mononukledren Phagozyten exprimiert [132]. Die Zellen wurden anhand
der Iba1-Expression und ihrer Zellmorphologie identifiziert. Aktivierte Phagozyten sind
durch ihren vergroRerten, runden Zellkorper und die kurzen, astformigen Auslaufer
erkennbar.

In der Sham-Gruppe waren wenige bis keine MP vorhanden (4,4/3000pm). In den
,schwer betroffenen® Tieren der Interventionsgruppe fanden sich signifikant mehr Zellen
(34,1/3000um) (Abbildung 17). Teilweise nahmen die Zellen in der BCCAO-Gruppe einen
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amoboiden Phanotyp an (Abbildung 18). Die Zellen befanden sich primar in der inner
plexiform layer (IPL), outer plexiform layer (OPL) und der Ganglienzellschicht (GCL).

Sham BCCAO

GCL

IPL

GCL
IPL

INL

INL
OPL

ONL ONL

oS OS

Abbildung 17: Beispielhafter Vergleich eines Sham-Tieres (links) und eines ,schwer
betroffenen” Tieres (rechts) im Sagittalschnitt. Iba1-Farbung.

Links: Immunofluoreszenz eines scheinoperierten Kontrolltieres (Sham). Die Retina ist weitgehend frei von
reaktiven Mikroglia/Makrophagen. Rechts: Immunofluoreszenz eines ,schwer betroffenen Tieres
(BCCAO). MP sind mit einem weilien Pfeil markiert. Zellkerne sind mit DAPI gefarbt (blau).
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Abbildung 18: Mikrogliazelle in ihrer amoéboiden Form in der Retina eines ,schwer

betroffenen“ Tieres.
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Abbildung 19: ,Schwer betroffene* Tiere wiesen eine erhéhte Zahl an Mikroglia/Makrophagen im
Vergleich zu Sham-Tieren auf.

Zur Vergleichbarkeit der verschiedenen Proben wurde die Zahl der Mikroglia/Makrophagen auf eine
gewohnliche Retinalange skaliert (3000 um). Die Z&hlung erfolgte im Sagittalschnitt der Retina. Verglichen
wurden ,schwer betroffene” Tiere (n = 3) mit Sham-Tieren (n = 3). In ,schwer betroffenen® BCCAO-Tieren
fanden sich signifikant mehr reaktive Mikrogliazellen/Makrophagen. Der statistische Vergleich erfolgte
mittels T-Test. * p < 0,05.
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3.5 Untersuchungen der Proteinexpression von Renin, C1q, C3 und

PIGF mittels indirekter Immunofluoreszenz 6 Wochen nach BCCAO

Es wurde mittels indirekter Immunhistochemie die Proteinexpression von Renin, C1q, C3
und PIGF nach 6 Wochen untersucht. Verglichen wurden ,schwer betroffene” Tiere mit
Sham-Tieren. Zwischen ,schwer betroffenen* BCCAO-Tieren und Sham-Tieren lief3 sich
kein Unterschied feststellen. Die Sagittalschnitte der Sham-Gruppe unterschieden sich
aullerdem nicht von den Negativkontrollen. Das Signal ist somit als unspezifisches
Hintergrundsignal zu betrachten.
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PIGF Sham BCCAO
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Abbildung 20: Immunhistochemische Untersuchung von Renin, C1q, C3 und PIGF.

Verglichen wurden ,schwer betroffene” BCCAO-Tiere mit Sham-Tieren. Zellkerne sind mit DAPI gefarbt
und erscheinen blau. Zwischen Sham-Tieren und BCCAO-Tieren liel3 sich kein Unterschied feststellen.
Der Skalierungsbalken entspricht 50um.

48



4 Diskussion

4.1 BCCAO als Modell der moderaten Hypoperfusion

Es ist essentiell zu verstehen, dass die anhaltende Hypoperfusion als Folge der BCCAO
moderat ausfallt und zu keiner Nekrose fuhrt [120,121]. Das BCCAO-Modell
unterscheidet sich damit von konventionellen Modellen, bei denen es zu einer sofortigen,
stark ausgepragten Ischamie mit sofortigem Zelltod kommt [133].

Flchtemeier et al., auf deren Versuchsaufbau unsere Arbeit basiert, stellten fest, dass
sich die zerebrale Durchblutung aufgrund von Vascular Remodelling der groReren
Arterien innerhalb von 3 Wochen erholt [125]. Trotz der Normalisierung des Blutflusses
beobachtete unsere Arbeitsgruppe eine progrediente Einschrankung der
elektrophysiologischen Funktion der Retina, welche Uber den gesamten Zeitraum des
Experiments (6 Wochen) anhielt [1].

Nach Induktion der BCCAO entsteht eine ersatzweise Blutversorgung durch den Circulus
arteriosus cerebri. Diese Gefalde sind bei jedem Individuum unterschiedlich ausgepragt,
was die grol3en interindividuelle Unterschiede im Betroffenheitsgrad der jeweiligen Augen

erklaren konnte [114].

4.2 Morphologische Veranderungen der Retina nach BCCAO

In ,schwer betroffenen® BCCAO-Tieren zeigte sich in HE-Sagittalschnitten nach 6
Wochen ein deutlicher Verlust der OPL. Teilweise kam es auf3erdem zu einem Verlust
der INL. Sham-Tiere zeigten hingegen regelmafiige, deutlich abgrenzbare Zellschichten
und waren nicht von gesunden Tieren zu unterscheiden.

Wurden ,schwer betroffene® Tiere aus Woche 1 mit Tieren aus Woche 6 verglichen, fiel
bei letzterer Gruppe eine hohere Quote an betroffenen Tieren auf. Dies spricht fur eine
langanhaltende, progressive Zunahme des OPL-Verlustes [1].

Ein Ruckgang der OPL wurde auch in vergangenen BCCAO-Versuchen beschrieben
[123,134,135]. In der OPL befinden sich die Synapsen zwischen Horizontal- und
Bipolarzellen der INL und den Photorezeptorzellen der ONL. Ein Ruckgang dieser

Schicht legt einen Synapsenverlust nahe, der mit einem Visusverlust einhergehen kann

[1].
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Ein Verlust der INL, der in unserer Arbeit eine geringe Zahl an Tieren betraf, wurde auch
von Yamamoto et al. beschrieben [134]. Dies spricht fur einen Verlust von Bipolar-,
Horizontal- und Amakrinzellen.

Manouchehrian et al. verwendeten ebenfalls C57BI/6-Mause und stellten nach 4 Monaten
einen Verlust der OPL und IPL fest [136]. Ein haufig beschriebener Verlust der IPL wurde
in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet [122,123,135]. Auf der anderen Seite
beschrieben Lavinsky et al. keinen Verlust der OPL, der in unserer Arbeit jedoch die
eindrucklichste Veranderung darstellte [122]. Yamamoto beschrieben eine Degeneration
der INL-Neurone nach 2 Monaten und der Photorezeptoren nach 4 Monaten [134]. Es ist
entsprechend moglich, dass in unserer Arbeit weitere Veranderungen nach einer
langeren Dauer als 6 Wochen entstanden waren.

Die weiteren Untersuchungen, welche von unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt worden
sind, zeigten sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede zur bisherigen Literatur.
Crespo et al. beobachteten in der optischen Koharenztomographie (OCT) einen
Ruckgang der Retinadicke [1]. Ein Rickgang der Gesamtretinadicke wurde auch von
zahlreichen vergangenen Studien nach BCCAO beschrieben [122,134,135].
Manoucherian et al. stellten bei ihren Versuchen mit der C57-Bl/6-Maus einen Verlust
von retinalen Ganglienzellen (RGC) fest, der in der vorliegenden Arbeit nicht
auszumachen war [1]. Es handelt sich bei RGC um Hypoxie-empfindliche Zellen, deren
Verlust in vielen BCCAO-Studien beschrieben worden ist [121,123,134]. Osborne et al.
mafden nach 2 Monaten jedoch keinen RGC-Verlust [120]. Es besteht die Moglichkeit,
dass es in unserer Arbeit zu einer geringeren Abnahme des retinalen Blutflusses kam,
als es in den meisten Arbeiten der Fall war. Gegebenenfalls ist zu evaluieren, ob es zu
methodischen Problemen gekommen ist, etwa bei der Zahlung der Zellen.

Ein Ausbleiben des RGC-Verlustes kann jedoch eine wiunschenswerte Eigenschaft
darstellen: Es konnte darauf hinweisen, dass die initiale Hypoxie nicht ausgepragt genug
gewesen ist, um einen RGC-Verlust zu verursachen. Da das Hauptaugenmerk dieser
Arbeit nicht die initiale Hypoxie nach Implantation ist, sondern die chronische
Hypoperfusion, ist die Aussagefahigkeit dieser Studie vermutlich nicht beeintrachtigt.

Es lasst sich feststellen, dass zwischen den bisherigen Studien teils Unterschiede in den
morphologischen Veranderungen nach BCCAO auftraten. Diese sind moglicherweise auf
den Grad der Hypoperfusion, das Tiermodell und den Zeitpunkt der Untersuchung
zuruckzufuhren. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es nach BCCAO zu einem
progressiven Schaden der Retina kommt, der sich Uber einen langeren Zeitraum erstreckt



Diskussion

und in unserer Arbeit primar die Synapsen zwischen Photorezeptoren und Bipolar- und

Horizontalzellen betraf.

4.3 Erhdhte Anzahl an mononuklearen Phagozyten nach BCCAO

Wir beobachteten 6 Wochen nach BCCAO in Sagittalschnitten von ,schwer
betroffenen® Tieren eine erhohte Anzahl an Iba1-positiven Zellen im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die MP waren vor allem in der OPL, der IPL und der GCL lokalisiert. Dies
entspricht der physiologischen Verteilung der Mikroglia [10,11].

Yamamoto et al. beschrieben in der Retina von Ratten eine Akkumulation von
Mikrogliazellen in der inneren Retina (INL, IPL), die unmittelbar nach Intervention auftrat
(6 und 24 Stunden) und nach einer Woche einen Hohepunkt erreichte. Nach zwei
Monaten waren nur noch wenige Mikrogliazellen zu verzeichnen [134].

Abraham et al. beobachteten im Gehirn von Ratten eine Aktivierung der Mikroglia nach
transienter, milder Ischamie im Gehirn. Sie bezeichneten Mikrogliazellen als sensiblen
Indikator fur milde Ischamien, welche keinen direkten neuronalen Zelltod zur Folge haben
[137].

Es ist mdglich, dass es im Rahmen von retinalen Schadigungen zu einer Einwanderung
von systemischen Monozyten (bone marrow derived cells) uber die retinale Vaskulatur
kommt, welche einen Mikroglia-ahnlichen Phanotypen annehmen [20,21,138].
Methodisch war jedoch keine Unterscheidung zwischen eingewanderten systemischen
Makrophagen und lokalen Mikrogliazellen moglich, da Iba1 sowohl von Makrophagen als
auch Mikrogliazellen exprimiert wird [132].

Die meisten MP in ,schwer betroffenen” Augen waren ramifiziert, wobei sich teils
reaktive/amoboide Zellen vorfanden, wahrend sich in der Kontrollgruppe keine solche
Zellen befanden.
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4.4 Genexpressions-Profil nach BCCAO

Abbildung 21: Samtliche untersuchte Gene dieser Arbeit.

Signifikant erhéht
Angiogenese
VEGF-A VEGF-B PIGF Flt1 .
Exkludiert
sFlt1 Angiopoietin | PDGF A PDGF B
PDGFR A PDGFR B Angiopoietin I
Inflammation Komplement
IL1B TNFa CD68 Ciq C3
IL4R CCL2 IL6 Properdin
CD86 CD206
RAAS
Synapsenproteine Renin AT1R
Nrxnila Nrxn1b Nrxn3a ACE
Nign1 Nign2 DAG1
Nrxn2a Nrxn2b Nrxn3b
NIgn3

Die Farblegende bezieht sich auf den Vergleich von ,schwer betroffenen* Augen und der Kontrollgruppe.
Rot hinterlegte Gene wurden aus methodischen Griinden exkludiert. Griin hinterlegte Gene zeigten sich
signifikant hochreguliert. Weile Gene zeigten keine signifikante Veranderung. Eine Messung des Renin-

Angiotensin-Systems (als RAAS in der Abbildung abgekiirzt) konnte nicht realisiert werden (siehe Kapitel
4.5.3 Diskussion der gPCR)
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4.4.1 Genexpression von Inflammationsmarkern

Wir stellten 6 Wochen nach BCCAO in ,schwer betroffenen® Augen eine erhohte

Genexpression von IL-13, CCL2 und CD68 fest. TNFa und IL4R zeigten sich unverandert.

Zwischen ,leicht betroffenen® oder ,nicht betroffenen® Augen und der Kontrollgruppe
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

IL-18, CCL2 und CD68 sprechen fur ein inflammatorisches Geschehen und die Prasenz
von mononuklearen Phagozyten. Das Chemokin CCL2 ist in der Lage durch Bindung an
CCR2 auf MP eine Rekrutierung zu bewirken [34]. CD68 wird von mononuklearen

Phagozyten exprimiert [35]. Die Expression des M2-Markers IL4R zeigte sich nicht erhoht.

Insgesamt spricht das Expressionsprofii 6 Wochen nach BCCAO somit fur ein
proinflammatorisches Geschehen in ,schwer betroffenen® Augen. Diese Ergebnisse
korrelieren mit der Beobachtung, dass sich in den histologischen Sagittalschnitten
vermehrt Iba1-positive MP befinden.

4.4.2 Genexpression von angiogenetischen Wachstumsfaktoren

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe konnten wir in ,schwer betroffenen“ Tieren nach 6
Wochen eine erhohte Genexpression von VEGF-A, PIGF, FIt1, sFIt1 und PDGFRB
feststellen. PDGFRA, PDGFA, VEGF-B und Angiopoietin | zeigten sich nicht signifikant

verandert.

4.4.2.1 VEGF und Aktivierung/Rekrutierung von mononuklearen
Phagozyten (MP)

VEGFA

'VEGFR1 ' VEGFR2

Mononukledre Phagozyten

[ Mikroglia Angiogenese

L4

Phagozytose,
Sekretion von
Zytokinen,
Migration

Abbildung 22: Wirkmechanismen von VEGF
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MP exprimieren Flt1 und eine Bindung durch die Liganden VEGF-A oder PIGF fuhrt zu
einer Aktivierung und Rekrutierung [65]. In dieser Arbeit waren PIGF, VEGF-A und FIt1
in ,schwer betroffenen Tieren hochreguliert.

Eine Beteiligung des PIGF/Flt1-Pathways wurde fur chronisch inflammatorische
ophthalmologische Erkrankungen beschrieben. Crespo et al. beschrieben, dass es in
einem Tiermodell der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) zu einer Akkumulation
von MP und einer erhdhten Expression von VEGF-A und PIGF kommt. Nach Applikation
von Anti-PIGF oder Aflibercept (VEGF-A/PIGF-Trap) kam es zu einer geringeren
Rekrutierung von MP, wobei Aflibercept einen groReren Effekt aufwies [128]. Balser et al.
beobachteten nach Aflibercept-Applikation eine verminderte Rekrutierung von sowohl
retinaler Mikroglia als auch Makrophagen. Anti-VEGF-A fuhrte zu keiner Veranderung.
Aflibercept fuhrte aulerdem zu einer geringeren Sekretion von VEGF-A und PIGF durch
MP und geringeren Proteinkonzentrationen an IL-1 und IL6 [139].

Im Krankheitsbild der diabetischen Retinopathie wurden in Augen von Patienten erhdhte
PIGF-Spiegel beobachtet [140]. Van Bergen et al. zeigten, dass die intravitreale
Anwendung von anti-PIGF oder Aflibercept im Streptozotocin-Mausmodell (Modell der
diabetischen Retinopathie) zu einer Abnahme der Mikroglia/Makrophagen-Akkumulation
fuhrte. Anti-VEGFR2 zeigte keinen vergleichbaren Effekt [141].

Vor dem Hintergrund dieser Studien besteht die Moglichkeit, dass im BCCAO-Modell eine
Aktivierung von Flt1 Uber PIGF und VEGF-A zur Rekrutierung und Aktivierung von MP
gefuhrt hat. Die erhohte Zahl an MP 6 Wochen nach BCCAO kdnnte damit in einem

Zusammenhang stehen.

4.4.2.2 Vascular Remodelling nach BCCAO

Im Rahmen dieser Arbeit wurden molekulare Marker untersucht, welche mit einem
Vascular Remodelling assoziiert sind. Zu diesen zahlen Wachstumsfaktoren wie
Angiopoietin I/ll, PDGF-A/B, PDGFR-A/B, VEGFA, VEGFR1/2 und Chemokine wie CCL2
[100,105].

Nach BCCAO kommt es durch Vascular Remodelling im verterobasilaren Stromgebiet zu
einer Normalisierung des zerebralen Blutflusses [142]. Eine Bildung von Kollateralen und
eine Erhohung des Durchmessers sind auch fur weitere grof3e zerebraler Arterien
beschrieben [143]. Es stellt sich folglich die Frage, ob es analog in der Retina zu einem

Vascular Remodelling kommt.
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Unsere Arbeitsgruppe beobachtete funduskopisch und histologisch eine Zunahme des
Durchmessers der grofden oberflachlichen retinalen Venen sowie eine Zunahme der
Tortuositat. Die gro3en oberflachlichen Arterien zeigten sich jedoch nicht verandert [1].
Die Hypothese des Vascular Remodellings war deshalb von Interesse, da unsere
Arbeitsgruppe ein Assoziation mit MP beobachtete, welche um die oberflachlichen
grol3en Venen akkumulierten [1].

Ein Beitrag von Monozyten/Makrophagen zum Vascular Remodelling der Arterien ist
bekannt [144]. Vermittelt durch Shear Stress kommt es durch Expression von Zytokinen
durch Endothelzellen und Vascular Smooth Muscle Cells zur Rekrutierung von
Monozyten (z.B. CCL2, TNFa) [101]. Makrophagen konnen ein proinflammatorisches
Milieu erzeugen und sekretieren Wachstumsfaktoren und proinflammatorische Zytokine
[102—-104]. Diese Zellen tragen auf diese Weise zum GefalRumbau bei. Vascular Smooth
Muscle Cells und Endothelzellen proliferieren, wodurch es zu einer Zunahme des
Durchmessers der Kollaterale kommt [105,106].

In dieser Arbeit wurde ebenfalls eine erhdhte Expression von proinflammatorischen
Zytokinen und angiogenetischen Wachstumsfaktoren sowie eine erhdhte Zahl an MP
beobachtet. An diesem Punkt ist es jedoch nicht moglich von der Genexpression auf ein
Vascular Remodelling im Sinne einer Arteriogenese zu schlie3en, zumal es in unseren
Versuchen zu keinem entsprechenden Umbau der Arterien kam [1]. Warum es zu einer
Zunahme des Venendurchmessers kam, ist unklar. Die Veranderungen der retinalen
Gefalstruktur, welche unsere Arbeitsgruppe beobachtete, sind jedoch vereinbar mit der
funduskopischen Manifestation der vaskularen Demenz. Diese ist assoziiert mit einer
Zunahme des retinalen Venendurchmessers, des arteriovendosen Quotienten und der
Tortuositat der oberflachlichen grofen Venen [145,146].

Sowohl der vaskularen Demenz als auch den retinalen vaskuldren Veranderungen
scheint eine moderate Hypoperfusion zugrunde zu liegen. Potenziell ist es somit moglich
anhand einer fundoskopischen Beurteilung der Gefalle auf den vaskularen Zustand des
Gehirns zu schlie3en [147].

Weitere Studien sind zur Abklarung notwendig. So ware es denkbar die Aktivitat und
Rekrutierung der MP zu inhibieren, mit der Frage, ob die Zunahme des
Venendurchmessers weiterhin persistiert. Dies wirde klaren, ob die MP an einem Umbau
der Gefale beteiligt waren (Siehe Kapitel Ausblick).
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4.4.3 Genexpression von C1q, C3 und Properdin

In der vorliegenden Arbeit wurde 6 Wochen nach BCCAO eine Hochregulation der
Genexpression von C1q und C3 in der ,schwer betroffenen® BCCAO-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen. Properdin zeigte sich hingegen unverandert
(alternativer Weg). Zwischen ,nicht betroffenen® oder ,leicht betroffenen® Augen und der
Kontrollgruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. C1q spricht fur eine erhohte
Expression des klassischen Weges, C3 fur eine allgemeine erhdhte Expression des
Komplementsystems (bzw. jeden der drei Pfade) [73].

Die Bedeutung des Komplementsystems in der Retina nach moderater Hypoperfusion
mittels BCCAO ist bislang nicht erforscht. Wir stellten die Hypothese auf, dass es nach
BCCAO zu einer Wiederaufnahme des Synapse Pruning kommt, also der postnatalen
Aktivitats-abhangigen Aussortierung von Synapsen [85,93,94]. Durch eine dysregulierte
Hochregulation von C1q und C3 konnte es zu einem ausgepragten Verlust von Synapsen
kommen, welcher sich im Verlust der OPL widerspiegelt. Folge sind Einschrankungen
der elektrophysiologischen Funktion, wie sie unsere Arbeitsgruppe beobachten konnte
[1]. Vermittelt wird die Phagozytose Uber eine Bindung von C3-Spaltprodukten an den
Complement Receptor 3 (CR3) der Mikroglia [85,93,94]. Dafur spricht die Zunahme der
Anzahl an MP und eine radumiche Assoziation mit den Synapsen, da sich die MP 6
Wochen nach BCCAO in der OPL und IPL befinden.

In verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wird Synapse Pruning bereits als
Ursache von Synapsenuntergangen und folglich kognitiven Veranderungen diskutiert. Im
Glaukom und in der Alzheimer-Demenz ist eine erhdohte Aktivitat des
Komplementsystems mit einem Synapsenuntergang assoziert, noch bevor es zu einem
Zellverlust kommt [93,148].

Die erhdhte C3-Expression konnte des Weiteren uber Aktivierung von C3aR, die erhohte
Zahl an MP verursacht haben. C1q initiet den klassischen Weg des
Komplementsystems, der zur Expression von C3 fuhrt. Die Anaphylatoxine C3a und C5a
werden als Teil dieser Kaskade freigesetzt und fuhren zu Vasodilatation, erhohter
Permeabilitat der Blutgefalle, Chemotaxis von Immunzellen und Aktivierung von
Makrophagen. Anaphylatoxine entfalten ihre Wirkung Uber Bindung an die Rezeptoren
C3a-Rezeptor (C3aR), C5a-Rezeptor (C5aR) und chemoattractant receptor-like protein
C5L2 [77,83,149]. C3aR und C5aR werden von Mikrogliazellen/Makrophagen exprimiert
[76,150].
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Das Opsonin C3b fungiert als Ligand fur CR1 auf Mikrogliazellen und eine Bindung fuhrt
zur Sekretion von TNFa, IL-18 und Superoxiden [86,87]. 6 Wochen nach BCCAO kam
es in dieser Arbeit ebenfalls zu einer Hochregulation von IL-1B3, sodass auch dieser
Pathway einen potenziellen Mechanismus darstellt.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass das Komplementsystem einen moglichen
Mediator fur die retinale Degeneration nach BCCAO darstellt und sich als potenzieller

Ansatzpunkt fur kinftige Therapien erweisen kdnnte.

4.4.4 Genexpression von synaptischen Adhasionsproteinen

Da wir in der BCCAO-Gruppe einen Verlust von Synapsen in der OPL vermutet haben,
wurde erortert, ob Veranderungen in der Expression von synaptischen
Adhasionsproteinen einen Beitrag geleistet haben. Die Genexpression der Neurexine
und Neuroligine zeigte sich jedoch durch die BCCAO unbeeintrachtigt. Eine
Untersuchung dieser Gene war deshalb von Interesse, da es in neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Alzheimerdemenz zu einem Synapsenverlust kommt, der mit
Erniedrigung der Expression von Neurexinen und Neuroliginen in Zusammenhang
gebracht wird [151,152].

4.4.5 Renin-Angiotensin-System

Eine  Untersuchung des Renin-Angiotensin-Systems  mittels gPCR und
Immunhistochemie konnte aus methodischen Grunden nicht realisiert werden (siehe
Kapitel 4.5.3 Diskussion der gPCR).

In gesunden Mausaugen ist es an sich moglich Komponenten des RAS mittels PCR zu
detektieren [153,154]. Das okulare RAS, dessen Komponenten lokal exprimiert werden
und nachgewiesen werden konnen, existiert getrennt vom systemischen RAS [153]. Es
ist unter anderem an der Regulation der okularen Perfusion und des Augeninnendrucks
beteiligt [155].

Eine erhdhte Expression der RAS-Komponenten wird mit inflammatorischen
Krankheitsbildern der Retina wie der diabetischen Retinopathie und der Retinopathia
praematurorum in Zusammenhang gebracht [156].

Es wird zudem angenommen, dass das Renin-Angiotensin-System einen Beitrag zu
neurologischen Schaden nach zerebraler Hypoperfusion leistet. Dong et al. stellten in
C57BL/6J-Mausen nach BCCAOQ fest, dass es zu einer erhohten Aktivitat von Renin und
Angiotensinogen im Gehirn kam, was auf eine erhohte Expression durch Astrozyten und
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Gefalde zuruckgefuhrt wurde [157]. Der Renin-Antagonist Aliskiren war in der Lage
oxidativen Stress, Gliazellaktivierung, White Matter Lesions und kognitive
Einschrankungen zu reduzieren [157]. Zur Retina existieren diesbezuglich bislang keine
Studien.

4.5 Diskussion der Methodik

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine Querschnittsuntersuchung, die den Zustand zu
einem einzelnen Zeitpunkt widerspiegelt. Die Dynamik der gemessenen Parameter zu
friheren Zeitpunkten oder zu theoretischen spateren Zeitpunkten ist somit nicht
einsehbar und es ist moglich, dass nach 6 Wochen viele Prozesse bereits abgeschlossen
sind. Des Weiteren konnte diese Arbeit in erster Linie nur eine Korrelation zwischen
veranderten Biomarkern und der Krankheitsprogression feststellen.

4.5.1 Validitat der murinen BCCAO

In den bisherigen Studien wurden bevorzugt Wistar-Ratten eingesetzt [122,123,127,134],
da Ratten eine groRe Ahnlichkeit zur menschlichen Vaskulatur aufweisen [158]. In dieser
Arbeit wurden hingegen C57/BI6- und MacGreen-Mause (B6N.Cg-Tg(Csf1r-EGFP)
verwendet. Der Vorteil von Mausmodellen liegt in den vielfaltigeren bestehenden
Moglichkeiten der genetischen Manipulation [159]. Im Gegensatz zu Ratten bilden Mause
kein oder nur ein schwaches Kollateral mit Verbindung zur Basilarisarterie aus, da die
Arteria communicans posterior im Vergleich schwach ausgepragt ist [160,161]. Eine
Folge ist eine erhdhte Anfalligkeit gegenuber hypoxischen Zustanden im Gehirn [161].
Bisherige Studien deuten allerdings darauf hin, dass es unter Einsatz von C57/BI6-
Mausen ebenfalls zur einer moderaten, persistierenden Hypoperfusion des Gehirns
kommt [124,125,162].

4.5.2 Hohe interindividuelle Variabilitat der Ergebnisse

Vergleicht man "nicht betroffene“ Tiere, die sich sowohl im ERG, als auch in
molekularbiologischen Untersuchungen, nicht von Sham-Tieren unterscheiden lassen,
mit "schwer betroffenen" Tieren, stellt sich die Frage, wie nach dem gleichen Eingriff
derart grof3e Unterschiede entstehen konnen. ,Leicht betroffene” Tiere wiesen im
Vergleich mit ,schwer betroffenen Tieren deutlich mildere Veranderungen auf.
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Es ist moglich, dass Unterschiede in der Handhabung der Tiere und der Operation eine
Rolle gespielt haben. Es ware eine Messung des Blutflusses mittels Laser-Doppler
notwendig, um dies genauer zu untersuchen. Zudem besteht die Moglichkeit, dass "leicht
betroffene" Tiere einen verzogerten Beginn der retinalen Veranderungen aufweisen und
nach langerer Liegedauer einen ahnlichen Phanotyp wie "schwer betroffene" Tiere
annehmen wurden. Diese Frage konnte durch weitere Experimente mit langerer
Liegedauer beantwortet werden.

Eine weitere mogliche Ursache fur die interindividuellen Unterschiede konnte die
Gefaldversorgung darstellen. Nach Induktion der BCCAO entsteht eine ersatzweise
Blutversorgung durch den Circulus arteriosus cerebri. Diese Gefalle sind bei jedem
Individuum unterschiedlich ausgepragt [114].

Da man in der klinischen Praxis ebenfalls mit einer groRen Variabilitat der
Krankheitsbefunde konfrontiert wird, stellt diese Heterogenitat eine winschenswerte
Eigenschaft im Sinne der translationalen Forschung dar. Diese basiert auf der
Identifikation von Pathomechanismen in vivo und der Beobachtung der
Krankheitsentwicklung mit der Absicht eine bessere Abbildung der klinischen Realitat zu
schaffen.

4.5.3 Diskussion der qPCR

Die quantitative PCR stellt eine zuverlassige Methode dar, vorausgesetzt die
Durchfuhrung erfolgt technisch einwandfrei. Die Expression mancher Gene konnte in
dieser Arbeit nicht detektiert werden, weshalb diese aus der Arbeit ausgeschlossen
wurden.

So war ursprunglich eine Untersuchung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) als Teil
dieser Arbeit beabsichtigt. Es gelang jedoch weder eine Quantifizierung der RAS-
Komponenten (Renin, ACE, AT1R) in der gPCR noch ein Nachweis in der
Immunhistochemie. Des Weiteren konnten folgende Gene ebenfalls nicht in der g°PCR
detektiert werden: Angiopoietin Il, PDGF-B, CD86, CD206, Nrxn2a, Nrxn2b, Nrxn3b,
NIgn3 (siehe Abbildung 21).

Unter anderem konnte dies durch technische Limitationen bedingt sein, da sich aus der
murinen Retina nur eine begrenzte Menge an mRNA gewinnen lasst, sodass nicht
ausreichend Template pro Reaktion verwendet werden konnte. Im Rahmen weiterer

Experimente ware es denkbar hohere Mengen an mRNA zu verwenden. Von einem
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Versagen der Primerpaare ist nicht auszugehen, da in der Etablierung der PCRs mehrere
Primerpaare erprobt worden sind.

Bei der Auswertung der Genexpression ist zu beachten, dass das Template jeweils aus
der gesamten Retina stammt und viele untersuchte Gene von unterschiedlichen Zelltypen
exprimiert werden. Beispielsweise werden viele M1- und M2-Gene nicht nur von MP
exprimiert, sondern auch von anderen Zellen des ZNS [163]. Entsprechend ist es nicht
moglich nachzuweisen, welche Zelltypen fur eine veranderte Expression verantwortlich
sind. Des Weiteren kann es durch die Vielfalt an Zellen 2zu einem
,verdunnungseffekt® gekommen sein, der die Expression einer Zellpopulation weniger

deutlich ausfallen lasst.

4.5.4 Weitere Bemerkungen zur Durchfiihrung der qPCR

Teilweise wurde neben einem spezifischen Signal ein unspezifisches Primer-Dimer
Signal detektiert. In vielen Fallen liel3 sich das Problem durch eine Anwendung neuer
Primer, Erniedrigung der Primer-Konzentration, Pipettieren auf Eis, Erhdhung der cDNA-
Menge oder durch Umstellung des Mastermixes |I6sen. Wichtig ist selbstverstandlich,
dass die Einstellungen fur alle Reaktionen eines Primerpaars gleich gehalten wurden.
Trotz Angabe des Herstellers, dass ein Pipettieren bei Raumtemperatur aufgrund der
Hitzestart-Reaktion moglich ist, sollte dennoch auf Eis pipettiert werden, da es
insbesondere bei schwacher exprimierten Genen zu dramatischen Unterschieden kam,
da es bei Raumtemperatur zur exzessiven Bildung von Primer-Dimern kommt. Bestanden
die Primer-Dimer nach Optimierung weiterhin wurde das Zielgen aus der Untersuchung
ausgeschlossen. Fur das Erreichen einer geringen Standardabweichung innerhalb eines
Triplets einer cDNA-Primer-Kombination ist die ausreichende Homogenisierung der
Reaktion von grofiter Bedeutung. Da die Durchfuhrung einer gPCR mittels Rotorgene Q
nur eine maximale Anzahl an 72 Reaktionen pro Lauf zulasst, war es aufgrund der hohen
Anzahl an Reaktionen fur ein einziges Primerpaar notwendig die Reaktionen auf mehrere
Platten zu verteilen. In diesen Fallen ist es ratsam eine Referenzreaktion aus einer
bekannten cDNA-Primer-Kombination auf allen Platten mitlaufen zu lassen, um
Variationen zwischen den Laufen festzustellen. In dieser Arbeit fielen diese Unterschiede
nicht ins Gewicht. Trotzdem ist es ratsam innerhalb einer Platte die unterschiedlichen
Betroffenheitsgrade der Augen gleichmallig zu verteilen, sodass eine maogliche
technische Variabilitat sich auf alle Gruppen gleichermalien auswirkt. Zielgene mit
signifikantem Unterschied wurden zur Evaluation der Reliabilitat wiederholt.
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4.5.5 Immunhistochemische Untersuchung der Retina

Anhand immunhistochemischer Versuche wurde das Vorkommen von Renin, C1q, C3
und PIGF gepruft. Ein Unterschied zwischen BCCAO-Tieren und Sham-Tieren liel3 sich
auf diese Weise nicht feststellen. Ein Erklarungsansatz hierfur ist eine technische
Limitation der Untersuchung. Es konnte sein, dass der Deparaffinierungsprozess die
Detektion der Epitope durch den Primarantikorper erschwert hat. In weiteren Versuchen
ware somit die Anwendung alternativer Fixantien oder die Wahl von Gefrierschnitten zu
erwagen. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Wahl des Untersuchungszeitraumes.
So ist es moglich, dass nach 6 Wochen die molekularen Prozesse bereits abgeschlossen
sind und sich die Proteinexpression bereits wieder normalisiert hat.

Eine mogliche Ursache der Abwesenheit von detektierbaren Proteinen in der
Immunfluoreszenz ist zudem die teils niedrige Korrelation zwischen mRNA-Expression
und Proteinexpression. Die Korrelation lag in diversen Studien mitunter bei nur 0,4
zwischen Transkript und Protein [164—166]. Nach der Entstehung von mRNA wird die
tatsachliche Expression von Proteinen von post-transkriptionalen Prozessen beeinflusst.
Des Weiteren spielt die Degradation von Proteinen eine Rolle [167,168].

Weitere Untersuchungen sind entsprechend notwendig, bevor eindeutige Schlisse

gezogen werden konnen.
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4.6 Ausblick
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Abbildung 23: Potenzielle therapeutische Ansitze im BCCAO-Modell

Die BCCAO erlaubt uns die flexible Untersuchung der chronischen retinalen
Hypoperfusion zu beliebigen Zeitpunkten mittels In-vivo- und Ex-vivo-Methoden. In der
vorliegenden Arbeit wurde versucht potenzielle molekulare Vorgange zu identifizieren,
die mit den zellularen Veranderungen zusammenhangen. Es ware denkbar weitere
BCCAO-Experimente mit unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten durchzufuhren.
Eine Untersuchung der Gen- und Proteinexpression zu fruheren Zeitpunkten konnte den
Zustand wahrend akuter Prozesse wiedergeben, die nach 6 Wochen womdglich bereits
abgeschlossen sind.

Ein weiterer naheliegender Schritt ware die Durchfihrung von Interventionsstudien mit
Applikation eines Medikaments, mit der Frage, ob es zu einer Verhinderung der retinalen
Veranderungen kommt. In ischamischen Krankheitsbildern der Retina wie dem retinalen
Venenverschluss hat sich unter anderem die Applikation von Kortikosteroiden und Anti-
VEGEF als Therapie etabliert [169,170]. Kortikosteroide sind in der Lage die Expression
von VEGF-A zu reduzieren, was zu einer Abnahme der vaskularen Permeabilitat fuhrt
[171,172]. Des Weiteren kommt es zu einer antiinflammatorischen Wirkung und einer
reduzierten Migration von Leukozyten [173]. Daruber hinaus ist die Anwendung von
antiangiogenen Therapeutika von Interesse. Bei Aflibercept handelt es sich um ein
rekombinantes Fusionsprotein, das aus den Domanen der Rezeptoren Flt1 (VEGFR1)
und VEGFR2 besteht (VEGF-Trap). Im Vergleich zu Bevacizumab (Anti-VEGF-A) ist
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Aflibercept in der Lage neben VEGF-A auch PIGF zu blockieren. In vergangenen Studien
konnte auf diese Weise die Rekrutierung von Mikrogliazellen abschwacht werden
[56,128,139].

Ein weiterer potenzieller therapeutischer Angriffspunkt stellt die Mikroglia dar. Potenzielle
Therapeutika sind spezifische Inhibitoren der Mikroglia wie Minozyklin oder Modulatoren

des Komplementsystems [174,175].
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