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Die Frihgeborenenretinopathie ist eine von krankhaftem Wachstum gepragte
BlutgefalRerkrankung der Netzhaut, von der zu frih geborene Babys oder Babys mit einem
sehr geringem Geburtsgewicht betroffen sind (Husain et al 2013). Bei geschatzt 11% aller
Geburten handelt es sich um Frihgeburten (Caprara & Grimm 2012). Die Erkrankungsrate
der Fruhgeborenenretinopathie ist durch die erhdohte Anzahl von Frihgeborenen,
beispielsweise durch die vermehrte Durchfihrung kinstlicher Befruchtungen und das damit
verbundene erhdéhte Vorkommen von Mehrlingsgeburten (World Health Organisation (WHO)
2012), und die erhdhte Uberlebensrate sehr kleiner Friihgeborener in der Vergangenheit
deutlich angestiegen (Shah et al 2016, Zin & Gole 2013). So hat die
Frihgeborenenretinopathie in der Augenheilkunde stark an Bedeutung gewonnen.

Die Frihgeborenenretinopathie stellt eine der haufigsten Ursachen fir Sehschwachen und
Blindheit bei Kindern dar und kann demnach zu einer lebenslangen Erkrankung flhren
((Good & Hardy 2001) zitiert nach (Yanai et al 2012)). In den Industrieldandern werden bis zu
einem Funftel aller Erblindungen und Sehschwdchen bei Kindern von der
Frihgeborenenretinopathie hervorgerufen (Gilbert et al 1997).

Die Entstehung der Erkrankung wird auf den im Rahmen der Geburt plétzlich einsetzenden
deutlich héheren Sauerstoffgehalt der Umgebungsluft verglichen mit dem in der Gebarmutter
zuruckgefihrt (Bell & Klein 1994, Stahl et al 2010b). Dieser enorme Unterschied wird durch
die anschlieBRende kinstliche Sauerstoffsubstitution nochmals erhdht (Stahl et al 2010b,
Yanai et al 2012). Die starken Schwankungen in der Sauerstoffversorgung, denen die
FrGhgeborenen beispielsweise wahrend durchgefihrter medizinischer Untersuchungen
ausgesetzt sind, tragen zusatzlich zu der Entstehung und der Entwicklung der Krankheit bei
(Caprara & Grimm 2012). Die Folge ist ein abnormes Blutgefallwachstum in der Netzhaut,
das erst zum Verschluss (Poulaki 2007, Stahl et al 2010b) und dann in der zweiten Phase zu
UberschieRendem Wachstum fUhrt (Sapieha et al 2010).

Derzeitige Behandlungsmethoden (vor allem Hitze- oder Kalte-bedingte Gewebszerstérung
und Hemmung von Blutgefalwachstumsfaktoren; im fortgeschrittenen Krankheitsstadium
auch chirurgische Entfernung des Glaskdrpers oder ggfs. Entfernung des gesamten
Augapfels) sind oft mit einem hohen Grad an Gewebeschadigung und/ oder dem Risiko von
lokalen und systemischen Komplikationen verbunden (Pahor 1998, van Wijngaarden et al
2005). Sie schaffen es oft nicht das abnorme BlutgefalRwachstum vollstdndig und dauerhaft
zu unterdrucken (Hu et al 2012). Aktuell ist zudem bislang noch unklar, welche langfristigen
Nebenwirkungen der systemische Einsatz von Mitteln, die Blutgefalwachstumsfaktoren
hemmen, im Sauglingsalter haben wird (Sato et al 2012). Die aktuellen

Therapiemdglichkeiten setzen zum Groldteil da an, die aus der Erkrankung heraus
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resultierenden abnormen Blutgefalle zu eliminieren. Der Ansatz die damit
zusammenhangende und parallel stattfindende normale BlutgefalRentwicklung in der
Netzhaut zu férdern und somit Uberschielende BlutgefaRfehlbildungen erst gar nicht
entstehen zu lassen, wird aktuell oft vernachlassigt.

Um die Ursachen und Einflussfaktoren der (pathologischen) Blutgefalineubildung in der
Netzhaut detailliert untersuchen zu koénnen, wurde das Mausmodell der Sauerstoff-
induzierten Retinopathie (Smith et al 1994) entwickelt. Dieses Modell imitiert viele Vorgange
der menschlichen Frihgeborenenretinopathie und ermdoglicht eine Untersuchung der
zugrunde liegenden Mechanismen (Smith et al 1994, Stahl et al 2010b). In der Literatur
findet man zahlreiche Hinweise darauf, dass das Ausmall® des abnormen
BlutgefaBwachstums im Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie von dem
angeborenen Immunsystem (im Besonderen dem Komplementsystem und den Mikroglia-
Zellen/ Makrophagen) beeinflusst wird. Die Zusammenhdnge zwischen dem
Komplementsystem, den Mikroglia-Zellen/ Makrophagen und der Blutgefalneubildung in der
Netzhaut und deren mogliche gegenseitige Beeinflussung sind allerdings bisher nur
unvollstandig verstanden.

Aktuell gibt es keine kausale Therapie fur die Frihgeborenenretinopathie. Mit steigender
Zahl Frihgeborener und den stetig verbesserten Behandlungsmadglichkeiten nimmt die Zahl
der Frihgeborenenretinopathie-Patienten fortlaufend zu, sodass ein dringender Bedarf an
neuen Therapie-Ansatzen besteht. Das Ziel der vorliegenden Studie besteht deshalb darin,
die bisher gewonnenen Erkenntnisse so zu erweitern, dass die Zusammenhange zwischen
dem Komplementsystem und der Entwicklung des abnormen BlutgefalRwachstums in der
Netzhaut — der Ausl6ser der Frihgeborenenretinopathie — unter Einbezug der Interaktion mit
den Mikroglia-Zellen und Makrophagen klarer definiert werden koénnen. Dieser
Erkenntnisgewinn soll zu neuen therapeutischen Ansatzpunkten verhelfen, damit zukunftig

eine adaquate Therapie der Frilhgeborenenretinopathie méoglich wird.
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1. Literaturiibersicht

1.1. Die Netzhaut

1.1.1. Allgemeine Vergleichbarkeit der Anatomie und Histologie des Auges und
der Netzhaut von Mensch und Maus

Das Saugetier-Auge des Menschen und der Maus ist in vielen Gesichtspunkten vergleichbar.
Anatomische und histologische Unterschiede zwischen dem humanen und murinen Auge
bestehen vor allem in Bezug auf die relativen GréRenverhaltnisse (Treuting et al 2012). Bei
dem Vergleich histologischer Praparate fallt vor allem die sehr groRe runde Linse der Maus
auf, die den GroRteil des Glaskorpers ausflllt (vgl. Abb. 6 U), wohingegen der Mensch eine
flache und verhaltnismaRig deutlich kleinere Linse aufweist (vgl. Figure 2 und 3 in (Treuting
et al 2012)). Der auffallendste Unterschied zwischen der humanen und murinen Netzhaut
(Retina) ist die Makula, der Bereich des scharfsten Sehens bei Menschen, die der Maus fehlt
(Treuting et al 2012). Eine zentrale Vertiefung der Makula stellt die Fovea dar, die sich durch
eine zentrale Avaskularitdt auszeichnet und vor allem aus Photorezeptoren besteht.
Demnach ist im Gegensatz zur Maus die Schichtdicke der humanen Netzhaut abhangig von
der Nahe zur Fovea variabel (Treuting et al 2012). Das humane retinale BlutgefaRnetz ist

bogenférmig, das murine strahlenférmig ausgebildet (Treuting et al 2012).

1.1.2. Die allgemeine Anatomie und Histologie der Netzhaut

Der zentrale Teil des Sehorgans (Organum visus) stellt Netzhaut dar. Sie wandelt
Lichtsignale tUber chemische Reaktionen in neuronale Signale um, die schlieRlich im Gehirn
vom Organismus als visuelles Bild wahrgenommen werden (Konig & Liebich 2005, Maggs et
al 2008).

Die Netzhaut stellt die innerste der drei Wandschichten des Augapfels dar (Abb. 1) und wird
deshalb auch als innere Augenhaut (Tunica interna bulbi) bezeichnet (Benninghoff &
Drenckhanhn 2008, Koénig & Liebich 2005). Sie gliedert sich in einen vorderen,
lichtunempfindlichen Abschnitt (Pars caeca retinae) und einen hinteren mit lichtsensiblen
Rezeptoren ausgestatteten Abschnitt (Pars optica retinae) (Benninghoff & Drenckhanhn
2008, Konig & Liebich 2005). Den Ubergang der Pars caeca zur Pars optica retinae bildet die
Ora serrata (Benninghoff & Drenckhanhn 2008, Konig & Liebich 2005). Die Pars optica
retinae gliedert sich in zwei Blatter: das &ulere Stratum pigmentosum retinae (=
Pigmentepithel) und das innere Stratum nervosum retinae (= Rezeptorschicht) (Benninghoff
& Drenckhanhn 2008). Das retinale Pigmentepithel (RPE, Stratum pigmentosum retinae)

liegt zwischen der Aderhaut (Choroidea), dem hinteren Teil der mittleren Augenhaut (Tunica
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vasculosa Bulbi), und den AuRensegmenten (OS) der Photorezeptoren des Stratum
nervosum retinae (Abb. 3) (Konig & Liebich 2005, Sachsenweger 2003). Das RPE ist an
zwei Stellen, an der Ora serrata und an der Austrittsstelle des Sehnerven (Nervus opticus),
mit dem Stratum nervosum retinae fest verbunden (Benninghoff & Drenckhanhn 2008,
Koénig & Liebich 2005). Das Stratum nervosum retinae bildet die Netzhaut im eigentlichen
Sinn. Sie ist mehrfach geschichtet (vgl. Abschnitt 1.1.3) (Koénig & Liebich 2005). Die Netzhaut
entsteht embryologisch aus dem Neuroektoderm (Sachsenweger 2003) durch Ausstilpung
des Zwischenhirns (Schnorr & Kressin 2006), ist somit Teil des Zwischenhirns und schlief3t
demzufolge Gliazellen und Nervenzellen mit ein (Kénig & Liebich 2005). Die Netzhaut stellt
aus ihrer Entwicklung heraus demnach einen Teil des zentralen Nervensystems dar,
weshalb zelluldare und molekulare Vorgange ahnlich ablaufen und durchaus vergleichbar

sind.

Lederhaut

Aderhaut

Schlemm-Kanal

Irisfortsatze

Hornhaut
Iris

Pupille

vordere Augen-
kammer
hintere Augen-
kammer

Ziliarkérper

\_

Sehnerv

Glaskorper g
Netzhaut

Abb. 1 Schematische Darstellung des Wirbeltier-Auges in der Medianebene modifiziert nach Talos
(Talos 2008).

1.1.3. Die Schichten der Netzhaut
Die Netzhaut besteht sowohl beim Menschen als auch bei der Maus aus 10 Schichten
(Benninghoff & Drenckhanhn 2008, Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003, Treuting et al
2012) und einer Reihe verschiedener Zelltypen (Abb. 2, Abb. 3). Im Folgenden werden die
einzelnen Schichten von aullen (der Aderhaut zugewandt) nach innen (dem Glaskdrper

zugewandt) vorgestellt:



1.

2.

3.

4.
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Retinales Pigmentepithel (RPE)

Das RPE ist einschichtig isoprismatisch, pigmentiert, umgibt kappenartig die
Photorezeptoren und reicht vom Sehnervenkopf bis zur Ora serrata (Koénig & Liebich
2005, Treuting et al 2012). Es stellt die metabolische Schnittstelle zwischen den
Photorezeptoren und der choroidalen Blutversorgung dar, dient dem
Wiederaufbereitung des ,verbrauchten® Sehpigments, absorbiert Licht und pumpt
aktiv Flussigkeit aus dem subretinalen Raum mit dem Ziel die Adhasion der Netzhaut
zu sichern (Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003, Treuting et al 2012). Das RPE
spielt aullerdem eine phagozytotische Rolle bei retinalen Entziindungsgeschehen
(Maggs et al 2008).

Aullensegmente der Photorezeptoren/ Photorezeptorschicht (Outer segments, OS)

Die Photorezeptorschicht besteht aus den Aulensegmenten der Stabchen und
Zapfen und Fortsatzen der Miller-Zellen (Benninghoff & Drenckhanhn 2008, Maggs
et al 2008). Mit Hilfe des Sehpigments erfolgt hier die Umwandlung des Lichtstimulus

in das erste neuronale Signal (Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003).

AuRere Grenzmembran (External limiting membrane, ELM)

Die aul3ere Grenzmembran wird von den Endfortsatzen, die die Zellmembranen der
Zapfen und Stabchen verbinden und von den Millerzellen gebildet (Maggs et al
2008).

Die Muller-Zellen erstrecken sich von der duf3eren bis hin zur inneren Grenzmembran
Uber die gesamte Retina und erflllen somit eine strukturelle Statzfunktion (Maggs et
al 2008, Sachsenweger 2003). Kleine Zellauslaufer der Miuller-Zellen verlaufen
zwischen den AufRensegmenten der Photorezeptoren und tragen so zur Bildung der
auBeren Grenzmembran bei (Benninghoff & Drenckhanhn 2008, Maggs et al 2008).
Die Miuller-Zellen dienen mit Ausnahme der Stabchen- und Zapfenschicht der
nutritiven Versorgung samtlicher Schichten der Netzhaut (Kénig & Liebich 2005) und
nehmen eine Art Vermittlerposition zwischen den retinalen Blutgefallen und

Neuronen ein (Bringmann et al 2006, Rungger-Brandle et al 2000).

AuRere Kérnerschicht (Outer nuclear layer, ONL)

Die auldere Koérnerschicht wird von den Zellkernen der Zapfen und Stabchen gebildet
(Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003). Bei Mausen umfasst die ONL zehn bis
zwolf Schichten und ist somit doppelt so machtig wie die innere Kdrnerschicht
(Treuting et al 2012). Sowohl die humanen als auch die murinen Photorezeptoren
bestehen zu 95% aus Stabchen (Treuting et al 2012).
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5. AuRere plexiforme Schicht (Outer plexiform layer, OPL)
In der aufleren plexiformen Schicht findet die erste synaptische Verschaltung die
Axone der Photorezeptoren mit Dendriten der Bipolar- und Horizontalzellen und auch
mit benachbarten Photorezeptorzellen statt (Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003).

Im Bereich der Makula ist die OPL starker ausgepragt (Treuting et al 2012).

6. Innere Kdrnerschicht (Inner nuclear layer, INL)
Die innere Kdrnerschicht enthalt Zellkerne der Bipolar-, Mdller-, Horizontal- und
Amakrinzellen (Sachsenweger 2003) und umfasst in der Regel sechs bis neun
Schichten (Treuting et al 2012). Bei den Horizontal- und Amakrinzellen handelt es
sich um lateral kommunizierende Zellen, die die neuronale Aktivitat und das visuelle

Signal modulieren (Maggs et al 2008).

7. Innere plexiforme Schicht (Inner plexiform layer, IPL)

Die innere plexiforme Schicht ist die zweite synaptische Schicht der Retina und
besteht aus Axonen von Bipolar-, Horizontal- und Amakrinzellen und den Dendriten
der Ganglienzellen (Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003). Es bestehen eine
Vielzahl von synaptischen Verbindungen zwischen Bipolar- und Ganglienzellen und
in lateraler Form zwischen Horizontal- und Amakrinzellen und zwischen Bipolar- und
Ganglienzellen. Diese lateralen Verbindungen koordinieren und vernetzen die
Funktionen der Netzhaut (Maggs et al 2008).

8. Ganglienzellschicht (Ganglion cell layer, GCL)
In der Ganglienzellschicht befinden sich die Zellkdrper der Ganglienzellen (Maggs et
al 2008). Die murine und periphere (d.h. auferhalb der Makula) humane GCL besteht
aus einer einzelnen Zellkérperschicht. Innerhalb der Makula des Menschen besteht
sie aus mehreren Zellkdrperschichten. Die héchste Ganglienzelldichte befindet sich
bei der Maus temporal des Sehnervenkopfes mit abnehmender Dichte in der

dorsalen und peripheren Retina (Treuting et al 2012).

9. Nervenfaserschicht (Nerve fiber layer, NFL)
In der Nervenfaserschicht wird gebildet durch die Axone der Ganglienzellen. Diese
laufen parallel zur inneren Netzhautoberflaiche und vereinigen sich am
Sehnervenkopf (Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003). Bei Mausen verdickt sich
die NFL zum Sehnervenkopf hin und zeigt sich undeutlich in der Netzhautperipherie
(Treuting et al 2012). Im Durchschnitt hat der Mensch 1-1,2 Millionen Ganglienzell-

Axone; Mause in etwa ein Zehntel davon, was aber stark zwischen den einzelnen
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Inzuchtstammen variiert (Treuting et al 2012). Die Nervenfaserbiindel treten als
Sehnerv (Nervus opticus) zentral im Augenhintergrund durch die du3ere Augenhaut
(Tunica fibrosa bulbi) an einer siebartig perforierten Stelle (Lamina cribrosa) aus
(Konig & Liebich 2005).

10. Innere Grenzmembran (Inner limiting membrane, ILM)
Die innerste Schicht der Netzhaut ist die innere Grenzmembran, die dem Glaskorper
direkt zugewandt ist (Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003). Es handelt sich dabei
um eine Basalmembran, der die inneren Zellfortsatze der Miiller-Zellen eng anliegen
(Benninghoff & Drenckhanhn 2008, Maggs et al 2008).

BM Links: Schichten der Retina
RPE P RPE: Retinales Pigmentepithel
OsS: AuBensegmente der Photorezeptorschicht
R IS: Innensegmente der Photorezeptorschicht
0s ONL: AuRere Kérnerschicht
OPL: AuRere plexiforme Schicht
INL: Innere Kérnerschicht
IS IPL: Innere plexiforme Schicht
< GC: Ganglienzellschicht
ONL Rechts: Zellen der Retina
BM: Bruch-Membran
OPL P: Pigmentepithelzelle
H R: Stébchen
. C: Zapfen
Bi
INL O Q O O M H: Horizontalzelle
Q A Bi: Bipolarzelle
M: Muller-Zelle
A: Amakrinzelle
IPL G: Ganglienzelle
Ax: Axone der Ganglienzellen
(bilden Nervenfaserschicht)
GC G
AX Pfeil: AuRere Grenzmembran

Abb. 2 Schematische Darstellung der Schichten und Zelltypen der Saugetier-Retina modifiziert nach
Hartmann (Hartmann 2013).
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Abb. 3 Histologische Darstellung der Schichten der Saugetier-Retina am Beispiel der Maus im
retinalen Paraffinschnitt (4 um Schichtdicke) nach Hamatoxilin-Eosin-Farbung.

MaRstabsbalken entspricht 50 um. ILM, Inner limiting membrane (innere Grenzmembran); NFL, Nerve
fiber layer (Nervenfaserschicht); GCL Ganglion cell layer (Ganglienzellschicht); IPL, Inner plexiform
layer (innere plexiforme Schicht); INL, Inner nuclear layer (innere Kérnerschicht); OPL, Outer plexiform
layer (duBere plexiforme Schicht); ONL, Outer nuclear layer (3ulere Kornerschicht); ELM, External
limiting membrane (aulBere Grenzmembran); OS, Outer segments (Photorezeptorschicht); RPE,
retinales Pigmentepithel. Die Abbildung wurde von der Verfasserin der vorliegenden Dissertation

eigenstandig angefertigt.

1.1.4. Die Blutversorgung der Netzhaut

Die Netzhaut ist gemessen am Sauerstoffverbrauch das metabolisch am meisten aktive
Gewebe des Korpers. Deshalb verfugt die Netzhaut Uber eine bei Mensch und Maus
gleichermalien ausgebildete doppelte Blutversorgung (Treuting et al 2012). Der aufiere Tell
der Netzhaut (Photorezeptorzellen) wird Uber die Aderhaut versorgt, der mittlere und innere
Teil werden Uber die intraretinalen Blutgefalle versorgt (Maggs et al 2008, Sachsenweger
2003, Treuting et al 2012). Beim Menschen zweigt sich die zentrale Netzhaut-Arterie in vier,
bei der Maus in vier bis sechs (sehr variabel) retinale Arteriolen auf; der vendse Abfluss
erfolgt bei beiden Spezies iber ahnliche Wege (Treuting et al 2012).

Die Blut-Retina-Schranke umfasst bedingt durch die doppelte Blutversorgung eine epitheliale
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und eine endotheliale Komponente. Die aullere Blut-Retina-Schranke wird vom retinalen
Pigmentepithel gebildet (Treuting et al 2012), das die Retina von der Aderhaut trennt (vgl.
Abb. 3). Die innere Blut-Retina-Schranke wird gebildet durch die retinalen
BlutgefalRendothelzellen und deren Basalmembran (Maggs et al 2008, Sachsenweger 2003).
Beide Schranken begrenzen im intakten Zustand den unkontrollierten Ubertritt von Zellen
und Molekllen in die Netzhaut (Maggs et al 2008). Die Blut-Retina-Schranke Iasst im
physiologischen Zustand lediglich kleine Molekile in die Netzhaut diffundieren
(Sachsenweger 2003). Aufgrund des nur sehr begrenzt vorhandenen retinalen
Extrazellarraumes, geschieht der Transport geldster kapillarer Stoffe (Gber die

Makrogliazellen (Muller-Zellen und Astrozyten) (Maggs et al 2008).

1.2. Die retinale BlutgefaBentwicklung

1.2.1. Die zelluldaren Vorgange der retinalen BlutgefaBneubildung

Die retinale BlutgefalRneubildung stellt einen komplexen Prozess dar, der initiiert wird durch
den erhdhten Sauerstoffbedarf der sich in Ausreifung befindlichen retinalen Neurone.
Zentrale Stellung in diesem Prozess haben neben den Endothelzellen vor allem die
Astrozyten (Chan-Ling et al 1995, Gerhardt et al 2003, Jiang et al 1995). Uber den
Sehnervenkopf treten die Astrozyten in die Netzhaut ein (Watanabe & Raff 1988). Sie
bewegen sich vor den neu gebildeten Blutgefallen her (Ling et al 1989), leiten die
Endothelzellen entlang einer Matrize und sorgen somit flr ein gerichtetes
BlutgefalBwachstum und die Ausbildung eines funktionellem vaskularen Netzwerkes (Jiang et
al 1995). Spezialisierte Endothelzellen, sogenannte tip cells, an den Enden der neuen
Triebe leiten das BlutgefalBwachstum durch das Gewebe (Gerhardt et al 2003).
Endothelzellen des Blutgefal3schaftes, sogenannte stalk cells, proliferieren und bilden das
Gefalldlumen (Gerhardt et al 2003). Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (Vascular
endothelial growth factor, VEGF) ist malgeblich an der Entwicklung des retinalen
Blutgefallsystems beteiligt (Gerhardt et al 2003, Haigh et al 2003, Marneros et al 2005,
Stalmans et al 2002). Aufgrund seines Einflusses auf die Blutgefaf3permeabilitat ist VEGF
auch unter dem Namen vaskuldrer Permeabilitdtsfaktor (Vascular permeability factor, VPF)
bekannt (Dvorak et al 1995). VEGF wird in der Netzhaut von Astrozyten (Stone et al 1995),
Mdaller-Zellen (Bai et al 2009, Pierce et al 1995, Wang et al 2010), Endothelzellen (Aiello et al
1995a), dem RPE (Nozaki et al 2006, Thurman et al 2009) und Ganglienzellen (Stone et al
1996) exprimiert.
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1.2.2. Die retinale BlutgefaRentwicklung beim Menschen

Das vaskuldre Netz, das fiur die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung der inneren
Netzhautabschnitte sorgt, durchlauft wahrend der retinalen Entwicklung eine drastische
Reorganisation, wenn das hyaloide durch das intraretinale BlutgefalRsystem ersetzt wird
(Caprara & Grimm 2012). Beim Menschen beginnt die Vaskularisation der Netzhaut ungefahr
in der 16. Schwangerschaftswoche ((Stahl et al 2010b), (Roth 1977) zitiert nach (Sapieha et
al 2010)). Bis zu dem Zeitpunkt wird die embryologische innere Netzhaut durch die hyaloiden
Blutgefalle versorgt, die im Sehnerven ihren Ursprung haben und durch den primitiven
Glaskérper in Richtung des vorderen Augenabschnitts ziehen (Saint-Geniez & D'Amore
2004). Parallel zur Entwicklung der retinalen Blutgefalle erfolgt eine Regression des
hyaloiden Blutgefaf3systems, um eine vollstandige Transparenz des Glaskorpers (Mitchell et
al 1998) und somit der gesamten spateren optischen Achse zu erreichen. Wenn die hyaloide
Ruckbildung circa in der 34. Schwangerschaftswoche abgeschlossen ist (Stahl et al 2010b),
ist die Bildung des retinalen Blutgefallnetzes bereits weit fortgeschritten und findet ihren
Abschluss etwa in der 40. Schwangerschaftswoche ((Roth 1977) zitiert nach (Sapieha et al
2010)), also pranatal. Ein termingerecht geborenes Kind, wird demnach mit einem voll
entwickelten retinalen Blutgefallnetz und komplett rlickgebildeten hyaloiden Blutgefalien
geboren (Stahl et al 2010b). Das retinale Blutgefalinetz besteht beim Menschen aus zwei
Blutgefallplexus: einem oberflachlichen, lokalisiert in der Nervenfaserschicht und der
Ganglienzellschicht, und einem tiefen, dessen Kapillaren in der inneren plexiformen Schicht
verlaufen (Chalam & Sambhav 2016).

1.2.3. Die retinale BlutgefaBentwicklung bei der Maus
Die retinale Blutgefallentwicklung der Maus &hnelt in vielen Punkten der des Menschen
(Smith et al 1994). Im Gegensatz zum Menschen werden Mause jedoch
physiologischerweise mit einem unvollstadndig entwickelten retinalen Blutgefallnetz und noch
prasenten hyaloiden Gefalten geboren ((Gyllensten & Hellstrom 1954) zitiert nach (Smith
2002), (Stahl et al 2010b)). Wie auch beim Menschen laufen die Regression der
Hyaloidgefalle und die Entwicklung der Netzhautgefale bei der Maus parallel ab, allerdings
postnatal (Dorrell & Friedlander 2006, Ritter et al 2006). Beziiglich der Vergleichbarkeit von
Studienergebnissen ist es wichtig zu wissen, dass der zeitliche Ablauf der normalen retinalen
BlutgefalRentwicklung zwischen verschiedenen Mausstdmmen betrachtlich variiert. Unter den
Wildtypmausen sind die C75BI/6-Mause der am haufigsten genutzte Stamm (Stahl et al
2010b). Im Folgenden wird der zeitliche und raumliche Verlauf der Entwicklung der
intraretinalen BlutgefaRe der C75BIl/6-Mause beschrieben (die auch fir die vorliegende

Studie genutzt wurden):

10
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In der ersten postnatalen Woche entwickelt sich der oberflachliche Plexus, der zentral in der
Netzhaut dem Sehnervenkopf entspringt, sich in der Nervenfaserschicht zentrifugal Uber die
innere retinale Oberflache ausbreitet und den peripheren Rand der Netzhaut ungefahr am
postnatalen Tag (P)8 erreicht (Connolly et al 1988, Ritter et al 2006, Stahl et al 2010b). Von
P7 an beginnen die superfiziellen Kapillaren sich senkrecht zu verzweigen und erst den
tiefen und dann den mittleren Blutgefal3plexus zu bilden (Ritter et al 2006, Stahl et al 2010b).
Der tiefe Plexus ist in der auf3eren plexiformen Schicht der Netzhaut lokalisiert. Er entwickelt
sich schnell und erreicht die Netzhautperipherie circa an P12. Bis zu diesem Zeitpunkt ist die
Netzhautperipherie  physiologisch avaskular. Der mittlere Plexus erreicht die
Netzhautperipherie zwischen P12 und P15 und verlauft in der inneren plexiformen Schicht
der Netzhaut. Am Ende der dritten Lebenswoche sind alle drei Plexus vollstdndig ausgereift
und Uber vernetzende Blutgefal3e miteinander verbunden (Stahl et al 2010b).

Parallel zur BlutgefaRentwicklung findet die Ausreifung der retinalen Neurone statt (Stone et
al 1995). Mit der Ausreifung dieser Zellen und aller anderen retinalen Zellen steigt der
Sauerstoffbedarf im Gewebe. Die wahrend dieser Zeit der Netzhautentwicklung stattfindende
»physiologische Hypoxie“ fihrt zu einer gesteigerten VEGF-Expression, die deutlich héher in
der avaskularen peripheren Retina ausgepragt ist als in den bereits vaskularisierten
zentralen Bereichen (Pierce et al 1996, Stone et al 1996, Stone et al 1995, West et al 2005).
Es wird angenommen, dass dieser VEGF-Gradient das Wachstum des primaren
Blutgefallplexus leitet und lenkt (Caprara & Grimm 2012). Die flr ein gerichtetes und
geordnetes BlutgefaRwachstum sorgenden Astrozyten gelten als eine mogliche Quelle fur
VEGF in der avaskularen Netzhaut (Chan-Ling et al 1995, Dorrell et al 2002, Gerhardt et al
2003, Pierce et al 1996, Salhia et al 2000, Stone et al 1995, West et al 2005). Als weitere
VEGF-Quellen wahrend der retinalen angiogenen Entwicklung gelten die Ganglienzellen
(Kim et al 2010, Sapieha et al 2008, Stone et al 1996) und die Millerzellen (Caprara &
Grimm 2012, Pierce et al 1995). Neben VEGF gibt es noch eine Reihe weiterer pro-
angiogener Wachstumsfaktoren (zum Beispiel Insulin-like growth factor, IGF1 (Hellstrom et
al 2001); Placental growth factor, PIGF (Feeney et al 2003)), die ebenfalls das
GefaBwachstum wahrend der Entwicklung beeinflussen (Caprara & Grimm 2012).

Im Rahmen der Netzhautentwicklung kommt es also zu schwankenden
Sauerstoffsattigungen im retinalen Gewebe der Maus. Die Netzhaut reagiert auf hypoxische
Zustande mit Angiogenese, mit dem Ziel wieder eine ausgeglichene Sauerstoffhomdostase
herzustellen. Verminderte Sauerstoffsattigung gilt somit als entscheidende treibende Kraft fur

die Entwicklung des retinalen Blutgefalinetzes bei der Maus (Caprara & Grimm 2012).

11
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1.3. Die Fruhgeborenenretinopathie

Neben Entwicklungsstérungen sind Frihgeburten der haufigste Grund, der zu einer
veranderten Blutgefdlentwicklung in der Netzhaut fuhrt (Stahl et al 2010b). Die
FrGhgeborenenretinopathie (Retinopathy of prematurity, ROP) ist eine vaskulare
Netzhauterkrankung, von der Frihgeborene und/ oder Babys mit sehr geringem
Geburtsgewicht (definiert als <1500g) betroffen sind (Husain et al 2013). Bei geschatzt 11%
aller Geburten handelt es sich um Frihgeburten (Caprara & Grimm 2012).

Die ROP ist eine der haufigsten Ursachen fir Sehschwachen und Blindheit bei Kindern. Bis
zu einem Funftel aller Erblindungen und Sehschwachen bei Kindern in den Industrieldandern
werden von der ROP hervorgerufen (Gilbert et al 1997). Zudem haben die erblindeten ROP-
Patienten einen hohen sozio6konomischen Einfluss dadurch, dass sich eine lebenslange
Behandlung anschlieRen kann ((Good & Hardy 2001) zitiert nach (Yanai et al 2012)). Die
Pravalenz der ROP ist durch die erhdhte Uberlebensrate sehr kleiner Friihgeborener in der
Vergangenheit deutlich angestiegen (Shah et al 2016, Zin & Gole 2013). Zusatzlich fuhrt die
erhdhte Zahl von Mehrlingsgeburten, die zu einem grofen Teil auf kiinstliche Befruchtungen
zuruckzufuhren ist, zu einer erhéhten Anzahl von Fruhgeborenen, die potentiell die ROP
ausbilden kénnen (World Health Organisation (WHO) 2012). Good et al. konnten in einer
grol} angelegten Studie aus dem Jahre 2005 zeigen, dass mehr als zwei Drittel aller Babys
mit einem Geburtsgewicht von weniger als 1251g die ROP entwickelten (Good et al 2005).
Das Geburtsgewicht, die Schwangerschaftsdauer und die postnatale frihe
Gewichtszunahme, welche bei sehr jungen Frihgeborenen alle nur sehr gering sind, gelten
als wichtige Indikatoren fir die Entwicklung einer therapiebedirftigen ROP (Husain et al
2013). Die Frihgeborenenretinopathie hat somit im Zuge des medizinischen Fortschritts in

der Ophthalmologie stark an Bedeutung gewonnen.

Zu frih geborene Babys kommen mit einem nur unvollstdndig entwickelten retinalen
Blutgefallnetz zur Welt (vgl. Abschnitt 1.2.2). Die ROP zeigt sich klinisch als Zwei-Phasen-
Erkrankung (Poulaki 2007, Stahl et al 2010b, Yanai et al 2012). Phase | umfasst die durch
Hyperoxie herbeigefliihrte Unterbrechung des retinalen Blutgefallwachstums und Phase Il
das durch relative Hypoxie hervorgerufene Ubermafige retinale BlutgefaBwachstum (Poulaki
2007).

Phase | ist gekennzeichnet durch von Sauerstoff(radikalen) verursachte Blutgefal3verletzung
und Obliteration der noch unreifen und dadurch empfindlichen retinalen Blutgefale. Die erste
Phase wird hervorgerufen durch den plbtzlich nach der Geburt verglichen mit den
Verhaltnissen in der Gebarmutter deutlich hdheren Sauerstoffgehalt der Umgebungsluft, dem
die Frihgeborenen ausgesetzt sind (Bell & Klein 1994, Stahl et al 2010b). Verstarkt wird

dieser Umstand noch =zusatzlich durch die kinstliche Sauerstoffsubstitution, die den

12



Literaturiibersicht

Frihgeborenen zur Unterstitzung der Funktion der noch unvollstandig entwickelten Lungen
verabreicht wird (Stahl et al 2010b, Yanai et al 2012). Neben starken Schwankungen in der
Sauerstoffversorgung (Caprara & Grimm 2012), werden auch noch weitere frih auftretende
Faktoren wie Vitamin E-Mangel, Sepsis und intraventrikulare Blutungen als
Krankheitsausloser in Betracht gezogen (Poulaki 2007). Die postnatal erlebte relative
Hyperoxie kann im Normalfall von reif geborenen Babys gut toleriert werden (Weinberger et
al 2002), fahrt bei Frihgeborenen aber zum GefalRverschluss (Vasoobliteration) der bereits
existierenden retinalen Blutgefalle und zum Einstellen oder starker Verlangsamung der
BlutgefalRentwicklung innerhalb der Retina (Poulaki 2007, Stahl et al 2010b). Vermittelt wird
dies Uber eine Herunterregulierung von angiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF und dem
insulindhnlichen Wachstumsfaktor 1 (/nsulin-like growth factor 1) (Leske et al 2004) und eine
Hochregulierung von anti-angiogenen Faktoren (Dawson et al 1999). Es entstehen
avaskulare Bereiche in der Retina. Im Rahmen der parallel stattfindenden Ausreifung
retinaler Zellen, erhdht sich die metabolische Aktivitdt der Netzhaut (Yanai et al 2012) und
somit der Sauerstoffbedarf. Dies fihrt nach und nach zu einer immer starker werdenden
relativen Hypoxie des retinalen Gewebes, die zu dem Zeitpunkt nochmal schlagartig
verstarkt wird, wenn die Sauerstoffsubstitution des Frihgeborenen — meist von einen
Moment auf den anderen — eingestellt und das Kind in normale Umgebungsluft verbracht
wird (Poulaki 2007).

Die Phase Il der ROP, die der retinalen Neovaskularisation, wird hervorgerufen durch diese
schlagartig hervorgerufene relative Hypoxie (Smith 2004, Stahl et al 2010b). Sie ist
gekennzeichnet von der funktionellen Wiederherstellung der geschadigten und obliterierten
Blutgefalle und der Entwicklung eines vollstandigen BlutgefalRnetzes (Poulaki 2007, Stahl et
al 2010b). In dieser Phase, die der anderer proliferativer Retinopathien gleicht, wird der
Hypoxie-abhangige pro-angiogene Wachstumsfaktor VEGF hochreguliert (Provis et al 1997,
Stone et al 1996). Es kommt zu Uberschiefendem und unkontrolliertem préaretinalen
BlutgefalRwachstum in Richtung des Glaskoérpers und der Linse (Sapieha et al 2010).

Es wird davon ausgegangen, dass sich der Grad des neovaskuldren BlutgefalRwachstums
direkt proportional zu der wahrend der Phase | der Erkrankung ausgebildeten Grélke der
avaskularen retinalen Flache verhalt (Flynn 1987, Yanai et al 2012). In den meisten Fallen
kommt es nur zu einer milden Form der ROP mit vollstdndiger Revaskularisation der
avaskularen Bereichen, der Ausbildung eines vollstandigen retinalen Blutgefalibettes — wenn
auch deutlich zeitverzdgert (Stahl et al 2010b) — und der komplikationslosen Rickbildung der
pathologischen Neovaskularisationen (Mantagos et al 2009, Yanai et al 2012). In
schwerwiegenden Fallen kann es zu der Unfahigkeit kommen, diese Hypoxie-gesteuerte
Antwort zu Uberwinden (Yanai et al 2012). Persistierenden Neovaskularisationen kdnnen

dann zu Komplikationen wie neuronaler Zelltod, Blutungen, Netzhautablésungen,

13



Literaturibersicht

verminderte Sehscharfe oder vollstandiger Blindheit fihren (Andersen & Phelps 2000, Repka
et al 2006, Schaffer et al 1993, Smith 2002, Yanai et al 2012).

Die Entwicklung der Frihgeborenenretinopathie kann aktuell nicht verhindert werden (Husain
et al 2013). Pradisponierte Babys, die aufgrund ihrer stark ausgepragten Unreife und/ oder
ihres sehr geringen Geburtsgewichtes als gefahrdet eingeschatzt wurden, werden deshalb
normierten ROP-Screening-Programmen unterzogen, die in den Industrieldndern in die
Routine der neonatalen Versorgung integriert sind (Husain et al 2013). Das Ziel dieser ROP-
Screenings ist, die Babys, die eine schwerwiegende ROP entwickelt haben, so frih wie
maoglich zu erkennen und den Krankheitsverlauf therapeutisch zum Stillstand zu bringen bzw.
weitere Komplikationen zu verhindern (Husain et al 2013). Derzeit besteht die Behandlung
der ROP vor allem in einer punktuellen Laserbestrahlung der ischamischen
Netzhautbereiche und in der Verabreichung von VEGF-Inhibitoren (Hartnett & Penn 2012,
Mintz-Hittner et al 2011). Laserabtragung und angiostatische Praparate schaffen es haufig
aber nicht das pathologische BlutgefaBwachstum vollstdndig zu unterdriicken. Ihr Einsatz ist
oft verbunden mit einem hohen Grad an Gewebeschadigung und dem Risiko von lokalen
und auch systemischen Komplikationen (Mintz-Hittner et al 2011, Pahor 1998, van
Wijngaarden et al 2005). Zudem ist bislang noch unklar, welche langfristigen systemischen
Nebenwirkungen die Unterdrickung der GeféalBwachstumsfaktoren im Sauglingsalter haben
wird (Sato et al 2012). In Verlaufsstudien konnte gezeigt werden, dass es nach intravitrealer
Anti-VEGF-Therapie zu einer erneuten retinalen BlutgefaRproliferation mit Progression der
ROP kommen kann (Hu et al 2012). Es ist wichtig, sich auch Uber mdgliche schadliche
Effekte der Inhibierung von Wachstumsfaktoren auf Blutgefali-assoziierte Zellen, wie
Astrozyten und Mikroglia-Zellen, Gedanken zu machen (Dorrell et al 2010). Sicherlich
unterbindet die Inhibierung von VEGF die Endothelzellproliferation und reduziert die
BlutgefaBpermeabilitat, aber sie kdnnte auch zum Verlust der fir die Netzhautfunktion und -
homobostase so wichtigen Astrozyten und Mikroglia-Zellen mit daraus resultierenden
Langzeitschaden fuhren (Dorrell et al 2010). Einen interessanten neuen zuklnftigen
Therapie-Ansatz lieferten Ritter et al. unter Verwendung des Mausmodells der Sauerstoff-
induzierten Retinopathie (vgl. Abschnitt 1.4), das zur Untersuchung der Pathogenese der
ROP verwendet wird (Ritter et al 2006). Sie konnten zeigen, dass intravitreal injizierte
autologe adulte Knochenmarksvorlduferzellen erfolgreich zum Wiederaufbau und zur
Stabilisierung des funktionellen Blutgefalinetzes im hypoxischen Retinalgewebe fiihrten
(Ritter et al 2006). Dieser Ansatz zielt auf die Unterstlitzung der physiologischen Blutgefalie
ab und setzt somit einen Schritt eher an, anstatt die aus der Erkrankung resultierenden
pathologischen ,Problemgefalle und die mit ihrem Auftreten einhergehenden

Komplikationen zu beseitigen, wenn sie bereits da sind. Ein dhnlicher Gedankengang lag der
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Konzeption der vorliegenden Studie zugrunde.

Aktuell gibt es keine kausale etablierte Therapie fur die Frihgeborenenretinopathie. Mit dem
Ziel neue Therapie-Ansatze hervorzubringen bedient sich die vorliegende Studie des
Mausmodells der Sauerstoff-induzierten Retinopathie, die viele Aspekte der ROP erfolgreich
imitiert (Penn et al 1993, Smith et al 1994).

1.4. Das Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie
Das Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie (Oxygen-induced retinopathy, OIR)
(Smith et al 1994) (Abb. 4) ist ein 1994 entwickeltes und heute etabliertes Tiermodell, das
die Krankheitsmerkmale der humanen Frihgeborenenretinopathie in einer experimentellen
Umgebung zuverlassig reproduziert (Stahl et al 2010b). Es existiert ein genaues Schritt-fur-
Schritt-Protokoll fur die Durchfihrung und Datenauswertung der OIR (Connor et al 2009),
woran sich auch die Arbeiten der vorliegenden Studie eng orientieren. Der zeitliche Ablauf
Iasst sich kurzgefasst folgendermalen darstellen: Mauswelpen werden vom postnatalen Tag
(P)7 bis P12 einem Luftsauerstoffgehalt von 75% ausgesetzt und anschliefend an P12
wieder in normale Umgebungsluft (21% Sauerstoff) verbracht. Wahrend der ersten,
hyperoxischen Phase (P7 bis P12), ziehen sich die Lumen Netzhautgefalle zusammen, um
den intravasalen Sauerstoffpartialdruck zu regulieren (Wangsa-Wirawan & Linsenmeier
2003). Die zentral in der Netzhaut (= Sehnervenkopf-nah) bereits vorhandenen
unausgereiften Kapillaren (vgl. Abschnitt 1.2.3) bilden sich zurick und es entsteht die
sogenannte zentrale avaskulare Zone (Stahl et al 2010b) (Abb. 5). Da sich die Einwirkung
der Hyperoxie mit der Phase der physiologischen Entwicklung des tiefen und mittleren
retinalen BlutgefalRplexus aus dem oberflachlichen Plexus heraus Uberschneidet, findet
diese Entwicklung der tieferen intraretinalen Blutgefal’e im OIR-Modell deutlich zeitverzoégert
statt (Stahl et al 2010b). Es bleiben lediglich acht BlutgefalRe groReren Kalibers Ubrig, die
strahlenférmig in die Netzhautperipherie ziehen und das periphere Blutgefallnetz versorgen
(Fischer et al 2011) (Abb. 5). Die Sauerstoff-induzierte Vasoobliteration der zentralen
Netzhaut geschieht sehr schnell. Die avaskuldre Zone erreicht ihr grotes Ausmald bereits
48 Stunden nach Beginn Hyperoxie (entspricht P9) (Lange et al 2009) und die
Revaskularisation beginnt bereits zwischen P9 und P12, wahrend die Mauswelpen immer
noch den 75% Luftsauerstoff ausgesetzt sind (Gu et al 2002, Lange et al 2009). Diese frih
einsetzende Revaskularisation spiegelt wahrscheinlich die fortschreitende Ausreifung der
Netzhaut und den damit verbundenen erhdhten Sauerstoffbedarfs des sich entwickelnden
Gewebes wider (Lange et al 2009, Ozaki et al 1999). An P12, der Zeitpunkt, an dem die
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Mause wieder zurtick in normale Raumluft verbracht werden, erfahrt die avaskulare Zone der
Netzhaut eine plétzliche relative Hypoxie (Caprara & Grimm 2012, Chen et al 2009) und es
kommt zu einer rapiden Hochregulierung der Expression des pro-angiogenen
Wachstumsfaktors VEGF, vor allem in den Glia- und Millerzellen (Ozaki et al 1999, Pierce et
al 1995, Smith et al 1999).

Die avaskulare Netzhaut der OIR unterscheidet sich von der physiologisch avaskularen
Netzhautperipherie wahrend der retinalen Blutgefal3entwicklung (vgl. Abschnitt 1.2.3)
beziglich der Sauerstoffverhaltnisse. Wahrend Sauerstoffbedarf und -versorgung in der
unausgereiften peripheren Netzhaut weitestgehend ausgeglichen sind, herrscht in der
zentralen avaskuldren Zone des OIR-Modells eine Sauerstoffunterversorgung (Stahl et al
2010b). Die Hypoxie-bedingte Expression angiogener Wachstumsfaktoren in der zweiten
Phase der OIR ist nicht nur mafigeblich notwendig fiir die Revaskularisation der avaskularen
Flache; bei der Bildung pathologischer Neovaskularisationen spielen die angiogenen
Wachstumsfaktoren ebenfalls eine entscheidende Rolle (Stahl et al 2010b). Diese
pathologischen BlutgeféaRe scheren aus dem in hochorganisierten retinalen Blutgefalinetz
(vgl. Abschnitt 1.2.3) aus und wachsen stattdessen ungeordnet in den normalerweise
avaskularen Glaskdrper hinein (Stahl et al 2010b). Diese kleinkalibrigen pathologischen
Blutgefalle werden als préretinale Tufts bezeichnet (Stahl et al 2010b). Sie gleichen den
pathologischen Neovaskularisationen, die im Rahmen der humanen ROP auftreten (Smith et
al 1994). Flachig gruppiert vorkommende Tufts werden Clusters genannt (Lange et al 2009).
Die Tuftbildung im Mausmodell der OIR erfolgt am Ubergang der zentralen avaskularen
Zone zur peripheren vaskularen Zone (Lange et al 2009) (Abb. 5). Da in dieser sogenannten
Tuft-Zone eine hohe Blutgefalbildungs- und BlutgefaRabbauaktivitat herrscht, wird die Tuft-

Zone in der vorliegenden Studie auch als Aktivitdtszone bezeichnet.
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Normoxia Vaso-obliteration Neovascularization Regression

Days postnatal —
PO P7 P12 P14 P17 P25
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Vascula,- re-growth
Abb. 4 Schematische Darstellung des Mausmodells der Sauerstoff-induzierten Retinopathie (OIR)
modifiziert nach Connor et al. (oberer Teil) und Sweigard et al. (unterer Teil der Abbildung) (Connor et
al 2009, Sweigard et al 2014).

Der Zeitstrahl stellt das Alter der Mause in postnatalen Tagen (Days postnatal) und die Zeit dar, die
sie entweder an Raumluft (Room Air, blau) oder bei 75% Luftsauerstoffgehalt (75 % Oxygen, grin)
verbringen. Die wahrend der OIR stattfindenden normalen (orange) und pathologischen vaskularen
Veranderungen (rot) sind unterhalb des Zeitstrahls dargestellt. Mauswelpen und das saugende
Muttertier werden von Geburt bis zum postnatalen Tag (P)7 an Raumluft (Normoxia) gehalten und
eine physiologische retinale Blutgefafientwicklung findet statt. Von P7 bis P12 werden die Mause 75%
Luftsauerstoff ausgesetzt, was zu dem Verlust unreifer retinaler BlutgefaBe (Vaso-obliteration) und
verlangsamter Entwicklung des retinalen Blutgefallnetzes und somit zu einer zentralen Zone der
Vasoobliteration (Vaso-obliteration, VO) fiihrt. Nachdem die Mause an P12 wieder an Raumluft
zurickkehren, wird die =zentrale avaskulare Zone hypoxisch, was sowohl die normale
Revaskularisation (Vascular re-growth) als auch die pathologische Bildung praretinaler
Neovaskularisationen (Neovascularization, NV; NV growth) hervorruft. P17 stellt den Zeitpunkt
maximaler NV-Auspragung dar. Kurz danach beginnt die NV-Regression (Regression; NV regression)
und an P25 sind kaum noch VO oder NV sichtbar.

Obwohl die Bildung der neovaskularen Tufts aus dem superfiziellen retinalen
Blutgefalplexus, heraus geschieht, zeigen die Blutgefalte der mittleren und tiefen Schicht
ebenfalls GefalRanomalien verglichen mit zeitgleichen Kontrollretinae (Stahl et al 2010b). Im
Mausmodell der OIR erreicht die proliferative Phase ihren Hohepunkt an P17 (Lange et al
2009), die Gesamt-Tuftflache hat somit ihr grofdtes Ausmal. Zudem treten an diesem
Zeitpunkt Plasma-Leckagen aus den praretinalen Tufts auf (Stahl et al 2010b). Im Anschluss
beginnt die Regression der pathologischen Neovaskularisationen der OIR; an P25 sind

bereits kaum noch avaskulare Bereiche und/ oder Tufts erkennbar (Davies et al 2008, Lange
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et al 2009, Stahl et al 2010b).

Die enge gegenseitige Abhangigkeit der Vasoobliteration und der Neovaskularisation —
ersteres bestimmt den =zeitlichen Verlauf und die Schwere des letzteren (vgl. auch
Ausflhrungen in Abschnitt 1.3) — macht die Wichtigkeit deutlich, dass im Rahmen des
Mausmodells der OIR immer gemeinsam Daten zur Vasoobliteration und zur

Neovaskularisation veroffentlicht werden sollten (Stahl et al 2010b).

Abb. 5 Beispiel fir die Entwicklung der zentralen avaskularen Zone von P14 bis P21 und des

Ausmales der Gesamt-Tuftflache an P17 im retinalen Flachpraparat der Maus der Kontrollgruppe
nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Von P14 (links) zu P17 (Mitte) ist ein deutlicher Riickgang der zentralen avaskularen Zone (rot
umrandet) erkennbar. An P21 (rechts) ist diese bereits nahezu vollstandig durch revaskularisierende
retinale BlutgefaBe (griin) aufgehoben. Die retinalen Neovaskularisationen (Tufts) sind weil}
eingezeichnet (P17, Mitte). Mal3stabsbalken entspricht 1000 um. P, postnataler Tag. Die Abbildung

wurde von der Verfasserin der vorliegenden Dissertation eigenstandig angefertigt.

1.5. Histomorphologische Darstellung der vaskularen, avaskuldaren
und Tuft-Region im Mausmodell der Sauerstoff-induzierten

Retinopathie
Die avaskulare Zone (A) erstreckt sich zentral vom Sehnervenkopf aus in peripherer
Richtung bis in die Mittelperipherie (Abb. 6 U, mittlerer schwarzer Kasten A) und ist durch
das Fehlen von retinalen Blutgefalien mit Ausnahme der grolen Hauptgefalie charakterisiert
(Abb. 6 A). Die Tuft-Zone (T) befindet sich mittelperipher am Ubergang von der vaskularen
zur avaskularen Zone (Abb. 6 T, rechter schwarzer Kasten T) und ist durch epiretinalen

BlutgefaRknauel (Tufts) gekennzeichnet (Abb. 6 T). Die vaskuldre Zone befindet sich in der
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Netzhautperipherie angrenzend an die Ora serrata (Abb. 6 V, linker schwarzer Kasten V)
und zeichnet sich durch ein dichtes Netz groRer und kleiner retinaler Blutgefale aus (Abb. 6
V).

Abb. 6 Histomorphologische Darstellung der Netzhaut einer Maus der Kontrollgruppe am postnatalen
Tag (P)17 nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) im
retinalen Paraffinschnitt (4 um Schichtdicke) nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung.

Ubersicht in der Medianebene des Auges mit Aufzeigung der vergroRert dargestellten Regionen
(schwarze Kasten) (U). Avaskulare Region (mittlerer schwarzer Kasten der Ubersicht) ohne retinale
BlutgefaRe (A). Tuft-Region (rechter schwarzer Kasten der Ubersicht) mit epiretinalen BlutgefaBknauel
(T, schwarze Pfeilkdpfe). Vaskuldre Region (linker schwarzer Kasten der Ubersicht) mit retinalem
BlutgefaR (V, schwarzer Pfeil). MaRstabsbalken entspricht 1000 um (U) und 100 uym (A, T und V). Die
Abbildung wurde von der Verfasserin der vorliegenden Dissertation eigensténdig angefertigt.
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1.6. Ubertragbarkeit des Mausmodells der Sauerstoff-induzierten

Retinopathie auf die Friihgeborenenretinopathie des Menschen

Das Mausmodell der OIR ist eines der ersten und fuhrenden Tiermodelle sowohl fur die
Untersuchung der Entwicklung der Angiogenese als auch fir die Untersuchung neuer in vivo
Therapiestrategien fir pathologische Retinopathien (Stahl et al 2009). Das OIR-Mausmodell
hat sich mit mehr als 15.000 Publikationen seit der ersten Veroéffentlichung 1994 (Stahl et al
2010b, Stahl et al 2009) durch Smith et al. (Smith et al 1994) zu einem etablierten Instrument
fur biologische und pharmakologische BlutgefaRforschung entwickelt (Lange et al 2009).
Auch wenn dieses Tiermodell nicht zu 100% Ubertragbar auf die ROP des Menschen ist,
teilen beide Pathologien viele Gemeinsamkeiten.

Die Entwicklung der retinalen Blutgefa3e geschieht beim Menschen intrauterin und ist ca. mit
der 40. Schwangerschaftswoche abgeschlossen ((Roth 1977) zitiert nach (Sapieha et al
2010)). Bei Mausen hingegen findet die Ausbildung des retinalen Blutgefallsystems erst
postnatal statt (vgl. Ausfiihrungen in Abschnitt 1.2.3). Zum Zeitpunkt der Geburt ist demnach
das murine retinale BlutgefalRsystem hingegen nur sehr unvollstandig entwickelt (Sapieha et
al 2010, Smith  2002), weshalb reif geborene Mause den retinalen
BlutgefalRentwicklungsstatus eines Frihgeborenen widerspiegeln kénnen (Madan & Penn
2003, Smith 2002). Der Ablauf der Blutgefallentwicklung bei Mausen ahnelt dem der
Menschen (Smith et al 1994) was eine Erforschung der retinalen Angiogenese sowohl unter
physiologischen als auch pathologischen Bedingungen ermdoglicht (Sapieha et al 2010,
Smith 2002). Die Maus eignet sich als Versuchstier fir das OIR-Modell besonders gut (Smith
et al 1994), da die physiologisch postnatal stattfindende Blutgefallentwicklung eine
vollstandige Beobachtung aller ablaufenden Vorgange ermdéglicht (Blanks & Johnson 1983,
Connolly et al 1988). Der Entwicklungsstatus der NetzhautgefaRe neugeborener Mause
entspricht dem  frihgeborener Babys zwischen dem vierten oder flnften
Schwangerschaftsmonat (Gyllensten & Hellstrom 1955). Und wie auch beim Menschen wird
die Entwicklung bei der Maus durch Spindelzell-Vorlauferzellen, welche an der ROP-
Pathogenese beteiligt sind, hervorgerufen (Kretzer et al 1984). Zudem ist die Haltung von
Nagern mit vergleichbar wenig Platz- und Pflegepersonalaufwand verbunden und es stehen
mittlerweile zahlreiche genmodifizierte Mause zur Erforschung spezieller Einflussfaktoren zur
Verfugung (Huberman & Niell 2011). Es ist allerdings wichtig zu wissen, dass verschiedene
Wildtyp-Stamme die OIR-Pathologie unterschiedlich stark ausbilden (Chan et al 2005, Ritter
et al 2006) und dass es innerhalb desselben Mausstammes sogar Unterschiede je nach
Zlchter geben kann (Stahl et al 2010b). Um diese Unterschiede unter Kontrolle zu behalten
und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu wahren, sollten fir das gesamte Experiment alle

Mause (Behandlungs- und Kontrollgruppe) von demselben Stamm und nur von einem

20



Literaturiibersicht

Zlchter bezogen werden (Stahl et al 2010b). In der vorliegenden Studie wurden diese

beiden wichtigen Voraussetzungen gewahrt.

Das Mausmodell der OIR reproduziert verlasslich die definierten Krankheitsmerkmale der
Vasoobliteration (Phase | der ROP) und der pathologischen Neovaskularisation (Phase Il der
ROP) und auch haufig vorkommende Komplikationen wie vaskulare Leckagen, die wahrend
der Entwicklung der humanen ROP beobachtet werden (Chen & Smith 2007, Connor et al
2009, Sapieha et al 2010, Smith et al 1994, Stahl et al 2010b). In Phase | werden unreif
geborene Babys, verglichen mit den intrauterin vorherrschenden Verhaltnissen, einer
hyperoxischen Umwelt ausgesetzt (Singer & Muihlfeld 2007). Dies wird im Modell durch das
funftdgige Halten der Mause bei 75% Umgebungssauerstoff nachempfunden (Smith et al
1994, Stahl et al 2010a, Stahl et al 2010b). Die Hyperoxie fihrt sowohl in der OIR wie auch
in der ROP zur retinalen Vasoobliteration und dem Einstellen der normalen
BlutgefalRentwicklung (Ashton 1966, Penn et al 1994, Smith et al 1994). Die zweite Phase
zeichnet sich durch Gewebshypoxie der avaskularen Retina und nachfolgender
Hochregulierung pro-angiogener Faktoren aus (Stahl et al 2010a). Das Mausmodell bildet
diese reaktive retinale Angiogenese der ROP ebenfalls durch die vergleichbare Bildung
funktioneller NetzhautgefaRle und  pathologischen retinalen Neovaskularisationen ab
(Connor et al 2009, Smith et al 1994). Der Grad der Auspragung der Neovaskularisation wird
bestimmt von dem Grad der Vasoobliteration. Das gilt gleichermal3en fir die ROP und die
OIR (Flynn 1987, Stahl et al 2010b). Gemein ist der ROP und der OIR ebenfalls der Einfluss
postnataler Gewichtsentwicklung auf die Schwere der ausgepragten Pathologie (FortesFilho
et al 2009, Hellstrom et al 2009, Hellstrom et al 2010, Lofqvist et al 2006, Lofqvist et al 2009,
Stahl et al 2010a).

Im Mausmodell der OIR stellt sich zuverlassig eine komplette Revaskularisation und Tuft-
Regression ein (Smith et al 1994). Auch bei den meisten ROP-Patienten revaskularisiert die
entstandene avaskulare Retina erfolgreich. In schwerwiegenden Féllen jedoch — in der Regel
viel zu frih geborene Babys mit kaum ausgepragter retinaler Vaskularisation — kann es zu
persistierenden Neovaskularisationen kommen (Stahl et al 2010b), die, wenn sie
unbehandelt bleiben, zu Sehschwéachen bis hin zur kompletten Erblindung der Kinder fihren

kénnen (Mechoulam & Pierce 2003).

Bezuglich der Darstellung molekularer Vorgange wahrend beider Phasen der neovaskularen
Augenerkrankung, der Definiton von Mechanismen, die zu physiologischer
Blutgefalentwicklung und auch der Entwicklung abnormaler Blutgefale fuhren, und der
Beurteilung potentieller neuer Therapieansatze hat sich das Mausmodell der OIR als sehr
wertvoll erwiesen (Chen & Smith 2007, Connor et al 2009, Sapieha et al 2010). Es ist gut
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charakterisiert und standardisiert (Connor et al 2009). Dieses sicher reproduzierbare,
quantifizierbare und kostenglnstige Tiermodell reflektiert die retinale BlutgefalRentwicklung
und Neovaskularisation und tragt somit effektiv zur Aufkldrung der Pathophysiologie von
proliferativen Retinopathien bei (Smith et al 1994). Die Ubertragbarkeit der durch das
Mausmodell der OIR gewonnen Erkenntnisse auf die ROP des Menschen ist somit zu einem
hohen Grad gegeben. Es leistet einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis von angiogenen
Pathomechanismen, die einigen der schwerwiegendsten Visus-bedrohenden Erkrankungen

des Menschen zugrunde liegen (Stahl et al 2010b).

1.7. Das Komplementsystem

1.7.1. Das Komplementsystem - Ein leistungsstarker Teil des angeborenen
Immunsystems

Das Komplementsystem stellt einen leistungsstarken Arm des angeborenen Immunsystems
dar (Jacob et al 2010a) und ist involviert in wichtige Prozesse wie Angiogenese, Entziindung,
Gewebsschadigung und -regeneration (Ricklin et al 2010). Es gilt als einer der ersten
Abwehrmechanismen des angeborenen Immunsystems und ist wichtig fur
Gewebshomdostase und die Modifikation des erworbenen Immunsystems (Walport 2001a,
Walport 2001b). Die vielfaltigen klassischen immunologischen Aufgaben umfassen die
Eliminierung eingedrungener Erreger, die Beseitigung von Immunkomplexen, die Kontrolle
entzindlicher Reaktionen, Chemotaxis, Immunzellaktivierung und Erkennung und Abbau
nichtfunktionsfahiger oder toter Eigenzellen (Ricklin et al 2010, Sivaprasad & Chong 2006).
Zudem wird die BlutgefaBpermeabilitat, die Entstehung von Sauerstoffradikalen und die
Bildung von Zytokinen vom Komplementsystem beeinflusst (Guo & Ward 2005, Jacob et al
2011, Mahajan et al 2015).
Das Komplementsystem wird oft als ,zweischneidiges Schwert® bezeichnet (Zipfel & Skerka
2009), da es zwar flir Gesundheit sorgt, aber unter Umstanden auch selbst
krankheitsausldsend wirken kann. Normalerweise stellt die Komplementkaskade einen
Schutzmechanismus dar, bei ibermalliger Aktivierung kann sie allerdings auch schadlich auf
den Organismus wirken (Barnum 2002, Tenner & Fonseca 2006, Zipfel & Skerka 2009). Im
Rahmen von zahlreichen pathologischen Zustdnden nimmt das Komplementsystem eine
ausgleichende Funktion zwischen Schadigung und Schutz ein (Alawieh et al 2015). Es
zeichnet sich in seiner Aktivitat durch Stress beeinflussbar (Eslamloo et al 2014) und eine
gewissen Schnelllebigkeit aus (lvanovska et al 1995, Ricklin et al 2010, Thompson &
Winterborn 1981).
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Das Komplementsystem besteht aus mehr als 30 Serumproteinen, membrangebundenen
Rezeptoren und regulatorischen Proteinen (Dunkelberger & Song 2010, Ricklin et al 2010,
Sivaprasad & Chong 2006, Zipfel & Skerka 2009). Wie wichtig die Restriktion der
Komplementaktivitat ist, reflektiert die grolte Anzahl an Komplementregulatoren, die die Zahl
der an der Komplementkaskade beteiligten Faktoren deutlich Ubersteigt (Zipfel & Skerka
2009). Die Komplementkaskade umfasst vier wesentliche Schritte: den Beginn der
Komplementaktivierung, die Aktivierung und Verstarkung der Komplementfaktor
(Complement factor, C) 3-Konvertase, die Aktivierung der C5-Konvertase und den
terminalen Komplementpfad bzw. den Aufbau des terminalen Membranangriffskomplexes
C5b-9 (Membrane attack complex, MAC; auch bekannt als Terminal complement complex,
TCC) (Zipfel & Skerka 2009) (Abb. 7). Wahrend die Komplementproteine im Sinne ihrer
vielfaltigen Aufgaben ubiquitdr im ganzen Koérper verteilt sind, geschieht ihre Aktivierung
gezielt lokal (Zipfel & Skerka 2009). Dabei gibt es drei Haupt-Aktivierungspfade (Pathways):
den klassischen, den alternativen und den Lektin-Pfad (Dunkelberger & Song 2010, Ricklin
et al 2010, Sivaprasad & Chong 2006, Xu & Chen 2016) (Abb. 7). Wahrend der alternative
Pathway spontan und stetig aktiviert ist ((Pangburn & Mduller-Eberhard 1984) zitiert nach
(Zipfel & Skerka 2009)), werden die anderen beiden erst nach Kontakt mit speziellen
Oberflachenstrukturen aktiviert. Im Falle des klassischen Pathways handelt es sich dabei vor
allem um Antigen-Antikérper-Immunkomplexe (Dunkelberger & Song 2010). Der Lektin-
Pathway wird durch Kohlenhydratstrukturen auf mikrobiellen Oberflachen aktiviert (Degn et
al 2007, Fujita 2002). Alle drei Pfade minden in den Aufbau des ersten Enzyms der
Kaskade, der C3-Konvertase, die das zentrale Komplementprotein C3 in C3a und C3b
spaltet (Zipfel & Skerka 2009) (Abb. 7). C3a fordert die Rekrutierung und Aktivierung von
Effektorzellen des angeborenen Immunsystems, wie zum Beispiel Monozyten und
Makrophagen (Zipfel & Skerka 2009). C3b ist zum einen beteiligt an dem Aufbau der C5-
Konvertase (Pangburn & Rawal 2002) und ist zum anderen fir die Opsonisierung, also die
Markierung, mikrobieller oder apoptotischer Oberflachen zustandig, damit diese phagozytiert
werden kénnen (Zipfel & Skerka 2009) (Abb. 7). Die C5-Konvertase spaltet C5, setzt so das
starke Anaphylatoxin C5a frei und bildet C5b (Zipfel & Skerka 2009) (Abb. 7). C5b erdffnet
den terminalen Komplementpfad, an dessen Ende der Membranangriffskomplex bestehend
aus C5b, C6, C7, C8 und C9 (abgekirzt C5b-9) steht, der dann durch Porenbildung direkt
zur Lyse und Tod der Zielzelle fihrt ((Dunkelberger & Song 2010, Morgan 1999), (Muller-
Eberhard 1986) zitiert nach (Zipfel & Skerka 2009)) (Abb. 7). Die Haupteffektoren des
Komplementsystems stellen demnach Anaphylatoxine (C4a/C3a/C5a), der

Membranangriffskomplex und Opsonine (z.B. C3b) dar (Dunkelberger & Song 2010).
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Abb. 7 Schematische Darstellung der Komplement-Aktivierung und Immunregulierung nach Xu et al.
(Xu & Chen 2016).

Das Komplementsystem kann Uber den klassischen Komplementpfad (Classical Pathway), den
Mannose-bindenden Lektin (MBL) Komplementpfad (MBL Pathway) und den alternativen
Komplementpfad (Alternative Pathway) aktiviert werden. Alle drei Pfade fiihren zur Spaltung von C3
durch die C3-Konvertase (C3 Convertase) und C5 durch die C5-Konvertase (C5 Convertase) und zur
Bildung des terminalen Membranangriffskomplexes (C5b-9). Die Aktivierung des Komplementsystems
generiert die Komplement-Spaltprodukte (Complement Fragments) C4a, C3a und Cb5a, die aktiv an
der Immunantwort beteiligt sind (Inflammation); C3b markiert fremde Antigene und apoptotische
Zellen und fordert somit deren Phagozytose (Opsonisation). C3a und C5a sind Anaphylatoxine mit
zahlreichen immunregulatorischen Funktionen (vgl. Inflammation). C5b-9 kann Pathogene oder Zellen
direkt zerstoren (1) Lysis); der sub-lytische C5b-9 Komplex kann auch Entziindungsreaktionen fordern

(2) inflammation).

Komplementregulatoren agieren auf allen Ebenen und kommen sowohl in geléster Form als
auch auf Zelloberflachen oder in Form von Membran-integrierten Komplementrezeptoren vor
(Zipfel & Skerka 2009). Einige Komplementregulatoren haben noch zuséatzliche nicht direkt
immunologische Fahigkeiten, wie die Vermittlung von Zelladhasion (beispielsweise die
Adhasion Neutrophiler an Endothelzellen) (Foreman et al 1996, Zipfel & Skerka 2009). Zu
den gelésten Komplement-Regulatoren gehéren C1q und Properdin (Zipfel & Skerka 2009).
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C1q bindet an apoptotische Oberflachen und aktiviert den klassischen Komplementpfad
(Perry & O'Connor 2008, Zipfel & Skerka 2009). Es spielt eine wichtige Rolle in der
korpereigenen Immunabwehr und bei der Beseitigung von Immunkomplexen (Perry &
O'Connor 2008, Zipfel & Skerka 2009). Das Aktivator-Protein Properdin (auch als Faktor P
bekannt) bewirkt lokal den Aufbau und die funktionelle Stabilisierung der C3-Konvertase des
alternativen Pathways (Hourcade 2008, Kemper & Hourcade 2008, Spitzer et al 2007, Zipfel
& Skerka 2009). Zudem kann Properdin wie C1q direkt an apoptotische Oberflachen binden
und so an mikrobiellen Oberflachen eine direkte Komplement-Aktivierung hervorrufen
(Spitzer et al 2007). Der Komplementrezeptor C3R (auch bekannt unter CD11b-CD18 oder
Makrophagen-Antigen-1, MAC-1) kommt unter anderem auf Monozyten, Makrophagen,
Neutrophilen und myeloiden Zellen vor ((Springer et al 1979) zitiert nach (Zipfel & Skerka
2009), (Zipfel & Skerka 2009)). C3R bindet das Opsonin (i)C3b, was zu einer C3b-
vermittelten Adhasion und Phagozytose der Zielstruktur fuhrt ((Springer et al 1979) zitiert
nach (Zipfel & Skerka 2009), (Zipfel & Skerka 2009)). Der Komplementrezeptor C3R wird in
seinem Vorkommen und seinen Funktionen ausfihrlich in Abschnitt 1.8 beschrieben.

Die anaphylaktischen Fragmente C3a und Cb5a reflektieren die akute systemische
Komplementaktivierung (Scholl et al 2008). Beide Anaphylatoxine vermitteln Uber die
Komplementrezeptoren C3aR, C5aR (auch bekannt als CD88) und C5L2 (Cba receptor-like-
2) ihre immunologischen Wirkungen der Immunzellrekrutierung und Entzindungsférderung
(Bénard et al 2008, Rittirsch et al 2008, Ward 2009, Zipfel & Skerka 2009). Aktuell ist noch
unklar, ob der erst kirzlich beschriebene, von Makrophagen und Neutrophilen exprimierte
C5L2-Rezeptor die Cbha-vermittelten Effektor-Funktionen ausibt oder diese abschwacht
(Rittirsch et al 2008, Scola et al 2009, Ward 2009). C3aR wird unter anderem von
Neutrophilen, Monozyten, Astrozyten, Neuronen und Glia-Zellen exprimiert (Bénard et al
2008, Zipfel & Skerka 2009), C5aR unter anderem von myeloiden Zellen, Monozyten,
Neutrophilen und Endothelzellen (Gasque et al 1997, Kohl et al 2006, Rittirsch et al 2008,
Ward 2009, Zipfel & Skerka 2009). C3aR, C5aR und C5L2 erfahren eine fast ubiquitare
Expression durch ihre zusatzliche Prasenz auf epithelialen, endothelialen und
parenchymalen Zellen (Haviland et al 1995, Mahajan et al 2015).

Vor allem C5a/ C5aR nehmen im gesamten Koérper eine zentrale Stellung bei entzindlichen
Geschehen ein. Bei Alveolar-Makrophagen konnte eine Entziindungs-assoziierte erhohte
Expression von C5aR beobachtet, die als Folge das Phagozytose-Potential erhéhen kénnte
(Hu et al 2014). Dafur spricht ebenfalls die Beobachtung, dass Cb5a generell zu einer
erhdhten Expression von dem Phagozytose-vermittelnden Komplementrezeptor C3R fuhrt
(Monk & Banks 1991, Monk et al 1994). Es gibt Hinweise, dass Kupffer-Zellen, die
Makrophagen der Leber, durch Rezeptorbindung von Cb5a direkt zur Zellproliferation

stimuliert werden kdnnen (Mastellos et al 2001). Fur Neutrophile und Monozyten stellt C5a

25



Literaturibersicht

ein starkes Chemotoxin dar. Es hat die Fahigkeit das Anlagern an die Blutgefallwand und
den Ubertritt aus dem BlutgefaR in das Gewebe, sowie die Aktivierung dieser Zellen zu
fordern (lkeda et al 1997, Romay-Penabad et al 2007). In aktuellen Studien zur akuten
Lungenschadigung (Acute lung injury, ALI) konnte gezeigt werden, dass die direkte C5a-
vermittelte Zellaktivierung bei Neutrophilen und Makrophagen zur Produktion von pro-
inflammatorischen Faktoren und verschiedenen Chemokinen flhrt (Bosmann & Ward 2012,
Sun et al 2011). C5a fuhrt ebenfalls zur VEGF-Produktion verschiedener C5aR-positiven
Zellen (Cheng et al 2013). Zudem konnten sowohl pro- als auch anti-apoptotische C5a-
Wirkungen beobachtet werden (Farkas et al 1998, Flierl et al 2008a, Guo et al 2004, Jacob
et al 2010a, Niculescu et al 2004, Osaka et al 1999b, Ward 2008). Es mehren sich also die
Hinweise darauf, dass C5a als eines der zentralen Komplementproteine einen betrachtlichen
Einfluss auf das immunologischen Geschehen im Rahmen von wichtige Prozessen wie

Entzindung, Gewebeschadigung und -regeneration hat.

1.7.2. Die extraimmunologischen Aufgaben des Komplementsystems
Jiingste Forschungsergebnisse konnten demonstrieren, dass die Komplementkaskade —
zusatzlich zu ihren bereits lange bekannten immunologischen Funktionen — ebenfalls in eine
Vielzahl wichtiger physiologischer und pathophysiologischer Prozesse involviert ist
(Rutkowski et al 2010). Dazu gehdren vor allem Prozesse der embryonalen und postnatalen
Entwicklung und der Gewebsregeneration in einer Vielzahl von Organen (Rutkowski et al
2010). Zu den Komplement-vermittelten Entwicklungsprozessen gehdren beispielsweise die
Bildung und das Erhalten von Nervenzellen, die Zellmigration, das Anwachsen von
hamatopoetischen Stammzellen im Zielgewebe, die Knochenentwicklung, die Angiogenese
(Benoit & Tenner 2011, Bénard et al 2008, Rutkowski et al 2010, Shinjyo et al 2009) und die
Entwicklung und Eliminierung von Synapsen (Stevens et al 2007) (vgl. auch Abschnitt 1.7.3).
Rutkowski et al. beschreibt in einem Review-Artikel sehr Gbersichtlich wie die
Komplementproteine direkt an verschiedenen Zellaustausch-, Heilungs-, Proliferations- und
Regenerationsprozessen beteiligt sind (Rutkowski et al 2010). In der Abwesenheit von
Entzindungsprozessen sorgen die Komplementproteine zudem fir die Unversehrtheit der
Gewebe und unterstlitzen die Beseitigung von Zelltrimmern, um das Ausbrechen von
Autoimmunerkrankungen zu verhindern (Rutkowski et al 2010). Verschiedene in vivo und in
vitro Studien konnten zeigen, dass Komplementproteine einen starken Reiz beziglich
zellproliferativer Regenerationsvorgange in Gliedmalien (Del Rio-Tsonis et al 1998, Kimura
et al 2003), im Auge (Kimura et al 2003) und in der Leber (Markiewski et al 2004, Mastellos
et al 2001, Strey et al 2003) austben kdnnen. Alle diese Mechanismen stehen nicht in

Zusammenhang mit der Immunantwort, sondern stellen eine wichtige funktionelle
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Erweiterung des Komplementsystems dar.

1.7.3. Die Rolle des Komplementsystems im zentralen Nervensystem

Die allgemeingultigen Funktionen der Komplementproteine kénnen zu grofen Teilen analog
auf das zentrale Nervensystem (ZNS) ubertragen werden (vgl. Abschnitt 1.7.1 und 1.7.2).
Die Blut-Hirn- bzw. Blut-Retina-Schranke schitzt normalerweise das neuronale Gewebe vor
dem Eindringen von Plasma-Komplementproteinen und Immunzellen. Die lokale Synthese
von Komplementproteinen ist deshalb im zentralen Nervensystem besonders wichtig, um im
Falle von Gewebsschadigung und/ oder entziindlichem Geschehen angemessen reagieren
zu kénnen und fur lokale Abwehr, Neuroprotektion und Homdostase zu sorgen (Stephan et
al 2012, Veerhuis et al 2011). Sowohl im gesunden ZNS (einschlieBlich des in der
Entwicklung/ Ausreifung befindliche ZNS), als auch im geschadigten ZNS stellen Mikroglia-
Zellen und Astrozyten die Hauptkomplementquellen dar, wobei auch Neurone
Komplementproteine synthetisieren (Barnum 1995, Veerhuis et al 2011, Woodruff et al
2010). Mikroglia-Zellen exprimieren hohe Mengen an C1q und sowie die
Komplementrezeptoren 3 und 5 (Stephan et al 2012, Veerhuis et al 1999). Diese Rezeptoren
spielen eine wichtige Rolle bei der Phagozytose Komplement-markierter Strukturen und
regulieren Chemokin-Signale und Immunzell-Chemotaxis (Stephan et al 2012, Veerhuis et al
1999) (vgl. Abschnitt 1.7.1). Astrozyten hingegen exprimieren vor allem C3, aber auch noch
weitere Komplementproteine (Cahoy et al 2008, Lévi-Strauss & Mallat 1987). lhre
Komplementprotein-Synthese kénnen die Nervenzellen im Falle von Gewebsschadigung
hochregulieren (Veerhuis et al 2011).

Der Komplementfaktor C5a hat auch im ZNS chemotaktische Eigenschaften und kann hier
zu der Rekrutierung von Mikroglia-Zellen und Astrozyten beitragen (Armstrong et al 1990,
Yao et al 1990). Fir Cba sind sowohl Nervenzell-schitzende (Mukherjee et al 2008,
Niculescu et al 2003) als auch -schadigende (Fonseca et al 2009, Jacob et al 2010b)
Eigenschaften beschrieben. Eine Komplementinhibierung fihrte in einer Studie von Alawieh
et al. zu weniger Aktivierung von Makrophagen/ Mikroglia-Zellen und zu weniger Astrogliose
(Alawieh et al 2015). Reaktive Astrozyten, Mikroglia-Zellen und auch Endothelzellen zeigen
eine erhdhte Expression von C5a-Rezeptor (Gasque et al 1997), im Falle der Endothelzellen
geht dies mit einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke einher (Gasque et al 1997). Mehrere
Studien konnten bereits zeigen, dass Cb5a die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke negativ
beeinflusst (Jacob et al 2011, Jacob et al 2010b, Mahajan et al 2015). C5a |6st Uber seinen
Rezeptor C5aR strukturelle Veranderungen in Endothelzellen aus (Jacob et al 2011, Jacob
et al 2010b), die zu einer erhéhten Permeabilitat, Zellaktivierung und sogar zu Apoptose

fuhren kénnen (Jacob et al 2011). Die dadurch bedingte Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke
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kann durch C5a- oder C5aR-Inhibierung gemildert werden (Jacob et al 2010b). Der C5a-
Rezeptor konnte bisher nicht nur auf Endothelzellen, sondern auch auf einer Reihe
verschiedener retinaler Zellen nachgewiesen werden. Dazu zahlen die Zellen des retinalen
Pigmentepithels, Miller-Zellen, Astrozyten und Neurone (Cheng et al 2013, Dong et al 2015,
Gasque et al 1997, Hu et al 2011, Jacob et al 2010b). Die Expression des C5a-Rezeptors
wird im Rahmen von entzindlichen Geschehen und/ oder Zellaktivierung erhéht (Cheng et al
2013, Gasque et al 1997, Jacob et al 2010b).

Eine erhdhte Komplementexpression konnte ebenfalls wahrend der Ausreifung des zentralen
Nervengewebes beobachtet werden. Vor allem die Komplementproteine des klassischen
Pathways scheinen an der postnatalen neuronalen Entwicklung beteiligt zu sein (Stephan et
al 2012, Stevens et al 2007). In der postnatalen Phase findet im ZNS eine Umgestaltung der
synaptischen Verschaltungen statt (Hua & Smith 2004, Huberman et al 2008, Katz & Shatz
1996). Im Mausauge findet der Grofteil dieser Umgestaltung statt, bevor das Sehen beginnt,
aber halt noch an, nachdem sich die Augen gedffnet haben (insgesamt Uber den Zeitraum
von postnatalen Tag 8 bis 30 bei der Maus) (Stevens et al 2007). Wahrend dieser
entscheidenden postnatale Entwicklungsphase konnte sowohl eine zeitliche und raumliche
Assoziation der Synapsen zu unreifen Astrozyten und als auch zu den Komplementproteinen
C1qg und C3 beobachtet werden (Allen & Barres 2005, Bolton & Eroglu 2009, Eroglu &
Barres 2010, Stephan et al 2012, Stevens et al 2007). Die genauen Ablaufe und
Zusammenhange des Prozesses der Ausreifung der synaptischen Verschaltungen sind
aktuell noch nicht hinreichend geklart (Eroglu & Barres 2010, Stevens et al 2007). Es wird
angenommen, dass Uber ein noch unbekanntes Signal der unreifen Astrozyten die
sensorischen Neurone der Netzhaut (retinale Ganglienzellen) zu einer Hochregulierung von
Komplementproteinen angeregt werden (Eroglu & Barres 2010, Stephan et al 2012, Stevens
et al 2007). Der C1-Komplex fuhrt dann Uber die Aktivierung des klassischen
Komplementpfades zur C3-Spaltung (Stephan et al 2012). C3b-markierte schwachere
Synapsen kénnen dann von aktivierten Makophagen/ Mikroglia-Zellen Uber die C3R-C3-
bzw. CD11b/CD18-abhangige Phagozytose eliminiert werden (Eroglu & Barres 2010,
Stephan et al 2012) (vgl. Abb. 8). Mikroglia-Zellen, die gewebsstandigen Phagozyten des
zentralen Nervensystems, sind die einzigen gewebsstandigen Zellen des ZNS, die diesen
C3- bzw. CD11b/CD18-Rezeptor exprimieren (Graeber 2010, Guillemin & Brew 2004,
Ransohoff & Perry 2009, Zipfel & Skerka 2009). Diese frlhe Entwicklungsphase stellt ein
Beispiel fiur den funktionellen Zusammenhang bzw. Abhéangigkeit zwischen dem
Komplementsystem und CD11b-positiven Zellen dar. Dass das Synaptic pruning allerdings
nicht allein von dem klassischen Komplementpfad abhangig zu sein scheint, sondern auch

Komplement-unabhangige Synapsen-Eliminierung existiert, zeigt die Beobachtung von
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Stevens et al., dass C1g- und C3-Knock-out-Mause trotzdem noch ein beachtliches Mal} an

Synapsen-Eliminierung zeigen (Stevens et al 2007).

Immature
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c/g Ciq
)
W2 %
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Weak or inappropriate synapse L )
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Abb. 8 Schematische Darstellung der Komplement-vermittelten Ausreifung der synaptischen
Verschaltungen (Synapse elimination) wahrend der Entwicklungsphase des zentralen Nervensystems
modifiziert nach Ricklin et al. (Ricklin et al 2010).

Ein bisher unbekanntes Signal (?) unreifer Astrozyten (Immature astrocyte) fiihrt zur Erkennung
schwacher oder ungeeigneter Synapsen (Weak or inappropriate synapse) durch den
Komplementfaktor 1q (C17q), der zur C3b-Markierung der entsprechenden Synapse fihrt; im
Anschluss erfolgt die C3b-Komplementrezeptor (CR)-vermittelte Phagozytose durch aktivierte

Mikroglia-Zellen (Phagocytic microglia). C3b, Komplementfaktor 3b.

1.7.4. Das Komplementsystem und die retinale Neovaskularisation
Die Komplementrezeptoren C3aR und C5aR werden von vaskuldren Endothelzellen sowohl
unter normalen als auch unter entzindlichen Bedingungen exprimiert. Das gilt fir murine und
humane Endothelzellen gleichermallen (Haviland et al 1995). Die C5a-Bindung an seinen
Endothelzell-Rezeptor  fuhrt zu  typischen  Entzindungseffekten wie  erhdhte
Blutgefalpermeabilitdt, erhdhte Expression von Zelladhdsionsmolekilen und einer
verstarkten Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten (Guo et al 2004, lkeda et al 1997,
Langkabel et al 1999); aber auch zu einer erhéhten Produktion von Sauerstoffradikalen und
Zytokinen, die Uber BlutgefalRschadigung bis hin zur Zellnekrose oder Apoptose fiihren kann
(Albrecht et al 2004, Guo et al 2004). Neben seiner proinflammatorischen Funktion, hat C5a

demnach auch blutgefaRschadigende Eigenschaften.
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In einem Mausmodell fur altersbedingte Makuladegeneration (AMD) (Mausmodell der Laser-
induzierten choroidalen Neovaskularisation, CNV) konnte beobachtet werden, dass C3a und
Cba die Expression von VEGF nicht nur in vivo sondern auch in vitro induzieren (Nozaki et al
2006). Entgegen dieser Beobachtung konnte in einem Mausmodell fir Schlaganfall nach
Inhibierung des alternativen Komplementpfades ebenfalls eine erhdhte VEGF-Expression
festgestellt werden (Alawieh et al 2015).

Studien zum Komplementeinfluss auf die retinale Neovaskularisation haben zu
verschiedenen Ergebnissen gefuhrt. Wahrend mit dem Modell der Laser-induzierten
choroidalen Neovaskularisation eine pro-angiogene Komplementfunktion in Verbindung
gebracht wird (Anderson et al 2010, Bora et al 2005, Nozaki et al 2006), brachten zwei
andere Studien (ein Mausmodell fir ROP und ein Mausmodell fir plazentaren Dysfunktion)
hervor, dass es durchaus auch eine anti-angiogene Wirkung besitzt (Girardi et al 2006,
Langer et al 2010).

Zu der Thematik Komplementsystem und retinale Neovaskularisation liegt eine sehr
interessante Studie von Langer et al. vor (Langer et al 2010). Diese Studie konnte mit Hilfe
des Mausmodells der Sauerstoff-induzierten Retinopathie unter der Verwendung von
Hamatoxilin-Eosin-gefarbten Schnittpraparaten zeigen, dass das Komplementsystem als
negativer Regulator pathologischer Neovaskularisation im Rahmen von vasoproliferativen
Retinopathien fungiert. Gleichzeitig gewonnene in vitro-Daten unterstitzen diese Ergebnisse
zusatzlich. Genmodifizierte C3- und C5aR-defiziente Mause zeigten eine erhdhte retinale
Angiogenese (Langer et al 2010). Langer et al. konnten feststellen, dass dieser beobachtete
anti-angiogene Komplementeffekt auf das Blutgefallendothel auf die Prasenz von
Makrophagen angewiesen war, also scheinbar Makrophagen-vermittelt stattfand (Langer et
al 2010). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass vor allem C5a eine bedeutende Rolle in
diesem Zusammenhang spielt, indem es Makrophagen gemessen an ihrem Zytokin-
Sekretionsmuster hin zu einem proinflammatorischen Phanotyp, der auch als Angiogenese-
inhibierender Phanotyp angesehen wird, polarisierte (Langer et al 2010). Unterstutzt wird
diese Behauptung durch die in vitro-Studienergebnisse von Girardi et al., die zeigen konnten,
dass Monozyten bzw. Makrophagen unter der Einwirkung von Cba erhdhte Mengen an
soluble vascular endothelial growth factor receptor-1 (sVEGFR1), einem anerkannten
Angiogenese-Inhibitor, sezernieren (Girardi et al 2006).

Nach aktuellen Erkenntnissen spielt bei der Bildung der pathologischen retinalen
Neovaskularisation also vor allem die C5a-C5aR-Achse eine bedeutende Rolle (Langer et al
2010). Ebenfalls im Rahmen des Mausmodells der OIR konnte gezeigt werden, dass der
klassische Pathway des Komplementsystems hingegen die Regression der retinalen

Neovaskularisationen fordert (Sweigard et al 2014). Dabei stellt der klassische Pathway eine
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Art Schutzmechanismus der Autoimmunitat dar, indem er den Organismus unterstitzt
zwischen pathologischen Neovaskularisationen und dem physiologischen Blutgefallnetz zu
unterscheiden (Sweigard et al 2014). Das Ausmald der retinalen Neovaskularisation im
Mausmodell der OIR unterliegt nach den aktuellen Erkenntnissen dem Einfluss des

Komplementsystems.

1.8. Die CD11b-positiven Zellen — Eine Zellpopulation mit vielfaltigen

Funktionen

1.8.1. Der Komplement-Rezeptor 3 — Ein wichtiges Bindeglied zwischen dem
Komplementsystem und den retinalen CD11b-positiven Zellen

Der Komplementrezeptor 3 (Complement 3 receptor, C3R) ist ein membrangebundenen
Glykoprotein (Ross 2000, Solovjov et al 2005) und besteht als transmembranes Heterodimer
aus zwei Untereinheiten: einer a-Untereinheit (Cluster of differentiation 11b, CD11b) und
einer p-Kette (CD18) (Ross 2000, Springer et al 1979, Zipfel & Skerka 2009). Synonym
werden deshalb auch die Bezeichnungen CD11b-CD18, aMp2 Integrin sowie Makrophagen-
Antigen-1 (MAC-1) verwendet (Springer et al 1979, Zipfel & Skerka 2009).
C3R wird von Monozyten, Makrophagen (beide Teil des sogenannten mononuklearen
Phagozytensystems (MPS) (Wiesner & Ribbeck 2000)), myeloiden Zellen, Neutrophilen und
anderen Leukozyten exprimiert (Solovjov et al 2005, Springer et al 1979, Zipfel & Skerka
2009) und bindet das inaktivierte C3b (iC3b). Das iC3b verstarkt als Opsonin den Kontakt zu
einer markierten Zielstruktur, sodass diese nach Adhasion C3R-vermittelte phagozytiert
werden kann (Springer et al 1979, Zipfel & Skerka 2009). Neben seiner Funktion in der
Unterstitzung der Phagozytose von opsonisierten Oberflachen, reguliert C3R zudem
Zytokin-Antworten, den Ubertritt von Leukozyten aus dem Blut in das Gewebe und die
Ausbildung von Synapsen (Ricklin et al 2010) (vgl. Abschnitt 1.7.3).

In der vorliegenden Studie wird fir diesen Komplementrezeptor im Folgenden der Begriff
,CD11b* verwendet und die Zellen, die diesen Rezeptor exprimieren, dementsprechend als

,CD11b-positive Zellen® bezeichnet.

1.8.2. Die Rolle der CD11b-positiven Zellen im zentralen Nervensystem
Bei den CD11b-positiven Zellen des zentralen Nervensystems handelt es sich vor allem um
Makrophagen und Mikroglia-Zellen. Makrophagen sind Phagozyten, die aus einer

myeloischen Stammzelle (Monoblast) hervorgehen, und ein bis zwei Tage im Blut als
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Monozyten zirkulieren, bevor sie in verschiedene Gewebe einwandern und dort zu
Makrophagen ausdifferenzieren (Wiesner & Ribbeck 2000). In der Netzhaut, die einen Teil
des ZNS darstellt (vgl. Ausfuhrungen in Abschnitt 1.1.2), werden diese gewebsstandigen
Makrophagen dann als Mikroglia-Zellen bezeichnet (Wiesner & Ribbeck 2000). Retinale
Mikroglia-Zellen sind im Gegensatz zu den Neuronen und anderen Gliazellen, die dem
Neuroektoderm entstammen, mesodermalen Ursprungs (Jordan & Thomas 1988). Mikroglia-
Zellen Uberwachen permanent das neuronale Gewebe und reagieren bei Entzindungen,
Gewebsdegeneration und/ oder lokalem Gewebeschaden (Aloisi 2001, Kreutzberg 1996,
Nakajima & Kohsaka 2004, Rao et al 2003). lhre vor allem historisch gesehene
Hauptaufgabe besteht in der Immunabwehr und in Reparationsvorgangen (Chan et al 2001,
Chan et al 2003, Mitrasinovic & Murphy 2002).

Je nach Entwicklungs- und Aktivierungsstatus entwickeln Mikroglia-Zellen verschiedene
morphologische und immunologische Eigenschaften (Santos et al 2008, Streit et al 1999).
Wahrend der embryologischen und postnatalen Entwicklungsphase zeigen die unreifen
Mikroglia-Zellen eine amdboide Form mit lediglich primitiv ausgebildeten Zellfortsatzen
(Santos et al 2008). Der Phanotyp der ausgereiften Zellen zeichnen sich durch einen kleinen
Zellkoérper und deutlich ausgepragte Ramifizierung aus (Ransohoff & Perry 2009) (vgl. Abb.
9). Entgegen einer veralteten Einschatzung sind diese stationdren Zellen keineswegs in
einem ruhenden Zustand. Mit ihren langen, stark verzweigten Zellfortsatzen, die sich
permanent bewegen, Uberwachen sie ihre direkte Umgebung (Nimmerjahn et al 2005),
weshalb der Ausdruck surveying microglia diese Zellpopulation deutlich besser beschreibt
als der in der Literatur nach wie vor viel verwendete Begriff der resting microglia (Hanisch &
Kettenmann 2007). Im Falle jeglicher Schadigung des ZNS werden die Mikroglia-Zellen
aktiviert (Hanisch & Kettenmann 2007, Kreutzberg 1996). Uber einige Zwischenstufen
nehmen sie einen den Makrophagen sehr dhnlichen morphologischen Phanotyp an (Cuadros
et al 2006, Streit et al 1999) (vgl. Abb. 9). Die Expression von Oberflachenmolekilen wie
beispielsweise CD11b wird erhdoht und gleicht ebenfalls der von Makrophagen (Dijkstra et al
1985, Stoll & Jander 1999). Zusatzlich zur Mikroglia-Zellaktivierung werden bei ZNS-
Schadigung Makrophagen monozytaren Ursprungs aus dem Blut rekrutiert (Chen et al 2012,
Mildner et al 2007). Es ist somit haufig schwer zwischen aktivierten Mikroglia-Zellen und
peripheren Makrophagen zu unterscheiden (Stoll & Jander 1999) weshalb in der Literatur oft
der Ausdruck ,Makrophagen/ Mikroglia-Zellen“ verwendet wird (Santos et al 2008).

Auch Uber die exprimierten Oberflachen-Antigene ist keine eindeutige Unterscheidung
mdglich. Entwicklungsgemal® sind Makrophagen und Mikroglia-Zellen eine Reihe von
Oberflachenmarker gemein, wie beispielsweise CD11b, Major histocompatibility complex
(MCH)-1 und -ll, CD45, lonized calcium binding adaptor protein (Iba)-1 und F4/80 (Cuadros
et al 2006, Dijkstra et al 1985, Provis et al 1995, Stoll & Jander 1999, Xu et al 2007). Bis
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heute gibt es keinen Zellmarker, der eine eindeutige Unterscheidung ermdglicht (Guillemin &
Brew 2004). Je nach Ausmal’ der Expression der einzelnen Marker kann zusammen mit der
anatomischen Lokalisation und der Morphologie der Zellen im Gewebe aber eine Aussagen
darUber getroffen werden, ob es sich wahrscheinlich um eine parenchymale (ramifizierte)
Mikroglia-Zelle oder einen aus dem Blut stammenden perivaskuldren (kaum oder gar nicht
ramifizierten) Makrophagen handelt (Cuadros et al 2006, Dick et al 1995, Xu et al 2007,
Zhang et al 2005a). Aktuell werden deshalb oft immunhistochemische

Kombinationsfarbungen durchgefihrt (vgl. beispielsweise ((Xu et al 2007)).

Aktivierungs
-signal

n :>

Abb. 9 Beispiel fiur die morphologischen Veranderungen der retinalen CD11b-positiven Mikroglia-

Zellen im Rahmen des Aktivierungsprozesses ausgeldst durch ein Aktivierungssignal.

Vor der Aktivierung zeigen die Zellen eine hoch verzweigte Morphologie (links, A). Auf ein
Aktivierungssignal (z.B. Gewebsschadigung oder entziindliche Prozesse) hin, beginnen sie ihre
langen Zellauslaufer zurtickzuziehen und mitunter neue, kiirzere Ausstilpungen zu bilden (rechts, B).
Dargestellt sind Beispiele fiir den ramifizierten (A) und den amdéboiden Phanotyp (B) im CD11b-
gefarbten retinalen Flachpraparat der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75%
Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12). Malistabsbalken entspricht 50 um. Die Abbildung wurde von der

Verfasserin der vorliegenden Dissertation eigenstandig angefertigt.

Es gibt einige aktuelle Studien, die sich mit der Mikroglia-Zellentwicklung bei der Maus
beschaftigt haben. Die allerersten Mikroglia-Zellen dringen in die Netzhaut wahrend der
Embryogenese ein (Diaz-Araya et al 1995, Xu et al 2007). Es wird vermutet, dass die
Erstbesiedlung in zwei Phasen ablauft (Diaz-Araya et al 1995): Ein erster Zustrom, der noch
vor dem Vorhandensein retinaler BlutgefaRe stattfindet (Ashwell 1991, Sorokin et al 1992,
Wang et al 1996), und ein zweiter wahrend der BlutgefalRentwicklung der Netzhaut (Cuadros
& Navascués 2001). Zwischen dem postnatalen Tag (P)0 und P7 wandern monozytaren
Vorlauferzellen peripher Uber Blutgefal’e des Ziliarkérpers und zentral tGber das hyaloide

Blutgefallnetz Uber den Glaskérper und den Sehnervenkopf in das Netzhautgewebe ein
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(Chen et al 2002, Santos et al 2008). Santos et al. konnten in der murinen Retina die
hdchste Dichte von lonized calcium binding adaptor protein 1 (Iba-1)-positiven Zellen zum
Zeitpunkt P7 feststellen, was vermutlich auf die voran gegangene Mikroglia-
Zelleinwanderung zurlckzufiihren ist. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Zelldichte
von P7 zu P14 und von P14 zu P21 jeweils signifikant abnahm (Santos et al 2008).

Nach Abschluss der retinalen Entwicklung, verteilen sich die ausdifferenzierten, ramifizierten
Mikroglia-Zellen innerhalb der murinen Netzhaut im Wesentlichen auf zwei horizontale
Schichten (Fischer et al 2011): Die innere Mikroglia-Schicht, die sich Uber die
Nervenfaserschicht (NFL), die Ganglienzellschicht (GCL) und die innere plexiforme Schicht
(IPL) erstreckt und die dufere Mikroglia-Schicht befindet sich in der auReren plexiformen
Schicht (OPL) (Fischer et al 2011). Selten werden Mikroglia-Zellen auch in der inneren
nukledren Schicht (INL) beobachtet; in der duReren nukledren Schicht (ONL) kommen keine
Mikroglia-Zellen vor (Santos et al 2008). Einige Studien konnten zeigen, dass diese normale
typische Zellverteilung im Rahmen von Netzhauterkrankungen und der damit verbundenen
Zellaktivierung und erhodhter Lokomotion durchaus beeinflusst wird (Chen et al 2002, Roque
et al 1996, Santos et al 2008, Stence et al 2001). Die Ramifizierung der Mikroglia-Zellen ist
in den plexiformen Schichten starker ausgepragt, innerhalb Zellkern-beinhaltenden
Schichten zeigen sie eine eher kompakte Form auf (Santos et al 2008). In allen Schichten
stehen die Mikroglia-Zellen oft in enger Verbindung mit BlutgefalRen was auf eine Interaktion
zwischen Mikroglia- und vaskularen Zellen schlielen lassen kdnnte (Fischer et al 2011) (vgl.
Abschnitt 1.8.3).

Genau wie Makrophagen (Nathan 1987) sind aktivierte Mikroglia-Zellen in der Lage potentiell
schadliche I6sliche Faktoren (z.B. Sauerstoffradikale) oder (potentiell) schadliche
inflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor (TNF)-o oder Interleukin (IL)-1
freizusetzen (Banati et al 1993, Kreutzberg 1996, Renno et al 1995, Stoll & Jander 1999).
Diese freigesetzten Entzlindungsfaktoren kénnen, wie auch das aktivierte C5a (Hu et al
2014, Romay-Penabad et al 2007), eine Infiltration neutrophiler Zellen auslésen, die ,am Ort
des Geschehens® noch mehr Entziindungsfaktoren freisetzen (Bosmann & Ward 2012, Flierl
et al 2008b, Hu et al 2014, Sun et al 2011). C5a foérdert in Marophagen die Aktivierung,
Phagozytoseaktivitat und die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen (Hu et al 2014), die wiederrum noch mehr Neutrophile anlocken. So wird vom
Organismus eine sehr schnelle, sich selbst verstarkende Immunreaktion ausgeldst mit dem
Ziel den physiologischen Zustand so schnell wie mdglich wieder herzustellen. In mehreren
Studien konnte gezeigt werden, dass Cb5a die Expression von CD11b steigern kann
(Kishimoto et al 1989, Monk & Banks 1991, Monk et al 1994), was die erhdhte Phagozytose-

Aktivitat der CD11b-positiven Zellen nach C5a-Einfluss erklart. In einem in vitro Experiment
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konnte darstellt werden, dass Mikroglia-Zellen und Astrozyten von Ratten in Richtung eines
Cbha-Gradienten wandern (Armstrong et al 1990). Astrozyten und Endothelzellen sind tber
das Freisetzen des Monocyte chemotactic protein (MCP)-1 und von VEGF in der Lage
Monozyten aus dem Blutstrom zu rekrutieren (Berman et al 1996, Clauss et al 1990,
Glabinski et al 1996, Leek et al 2000). Sobald die Monozyten das (geschadigte) neuronale
Gewebe erreicht haben, differenzieren sie zu gewebsspezifischen Makrophagen (=
Mikroglia-Zellen) aus und erhdhen so die retinale Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen
(Davies et al 2006, Xu et al 2007). Ob ein Uberwinden der Blut-Hirn- bzw. Blut-Retina-
Schranke  von monozytaren Vorlauferzellen in der  Abwesenheit eines
Entzindungszustandes im Sinne eines Zellaustausches (sogenannter Turnover) von
Mikroglia moglich ist, ist aktuell nicht geklart (Xu et al 2007). Einige Studien konnten eine
sehr niedrige Turnover-Rate von mehr als einem Jahr darstellen (Albini et al 2005, Kennedy
& Abkowitz 1997, Lassmann et al 1993), eine andere allerdings auch eine relativ hohe tber
eine Zeitspanne von zwei bis sechs Monaten (Xu et al 2007). Es wird vermutet, dass die
Monozyten Uber die inneren retinalen Blutgefalie in die Netzhaut einwandern (Xu et al 2007).
Eine weitere, wenn auch seltene, Moéglichkeit der Mikroglia-Populationserneuerung besteht

in der in situ Proliferation von gewebsstandigen Mikroglia-Zellen (Xu et al 2007).

Makrophagen und Mikroglia-Zellen reagieren prompt auf ischamische L&sionen des
zentralen Nervensystems. Stoll et al. haben zu dem Thema eine Ubersichtsarbeit
veroffentlich, welche die Zusammenhange zwischen zerebraler Ischamie,
Entzindungsreaktion und Gliazell-Antwort umfassend erlautert (Stoll et al 1998). Aufgrund
seiner Ubertragbarkeit auf die Netzhaut sollen ein Teil der Inhalte des Reviews an dieser
Stelle kurz dargestellt werden: Die fokale zerebrale Ischdmie wird begleitet von einem
Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (Stoll et al 1998). Der Blutmangel ruft eine starke
inflammatorische und Gliazell-Antwort hervor (Stoll et al 1998). Mikroglia-Zellen werden
innerhalb von Stunden am Ubergang vom Infarktbereich zum normal vaskularisierten
Gewebe aktiviert und verwandeln sich innerhalb von Tagen in Phagozyten (Stoll et al 1998).
Parallel dazu findet Uber die geschadigte Blut-Hirn-Schranke ein drastischer Zustrom von
hamatogenen Monozyten statt. Aktivierte Mikroglia-Zellen und rekrutierte Makrophagen
kédnnen dann gemeinsam innerhalb von kurzer Zeit das durch die Ischamie hervorgerufene
Zelldebris beseitigen (Stoll et al 1998).

Reaktive mononukledre Phagozyten kdnnen im Anschluss an ischdmische Zustédnde
Neurotoxine ausschitten (Giulian et al 1993), die im Falle der Retina zu maoglichen
dauerhaften Sehschwachen fuhren kénnen. Allerdings gibt es immer mehr Hinweise darauf,

dass Mikroglia-Zellen auch neurotrophe und/ oder neuroprotektive Molekile synthetisieren,
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die das Uberleben der neuronalen Zellen des zentralen Nervensystems férdern (Nakajima &
Kohsaka 2004).

1.8.3. Die CD11b-positiven Zellen und die retinale Neovaskularisation

Aktuelle Forschungsergebnisse haben gezeigt, dass Makrophagen Uber viele verschiedene
und sogar gegenteilige Funktionen verfugen je nach Krankheitsgeschehen, der
Mikroumgebung und dem Aktivierungsstatus (Yanai et al 2012). Gegenwartig gibt es immer
mehr Belege, dass bestimmte Subpopulationen der Makrophagen/ Mikroglia-Zellen das
retinale BlutgeféaRnetz auf unterschiedliche Arten regulieren (Yanai et al 2012). Die genauen
Populationen und Prozessablaufe sind noch weitestgehend unbekannt (Yanai et al 2012).
Aber es konnte bereits festgestellt werden, dass Mikroglia-Zellen und infiltrierende
Monozyten eine Rolle in der Pathogenese der Sauerstoff-induzierten Retinopathie (OIR)
spielen (Yanai et al 2012).

Eine Reihe neuerer Studien konnten im Mausmodell der OIR eine raumliche Nahe von
Makrophagen/ Mikroglia-Zellen und retinalen Neovaskularisationen darstellen (Banin et al
2006, Connor et al 2007, Davies et al 2006, Davies et al 2008, Fischer et al 2011, Shen et al
2007). In der Studie von Davies et al. wurde im OIR-Modell ein sehr starker Anstieg einer
F4/80-positiven Makrophagen-/ Mikrogliazell-Population mit ihrem Ho&chststand zwischen
P17 und P21 beobachtet (Davies et al 2006). Damit verbunden konnte ebenfalls ein Anstieg
des Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) an P17, dem Zeitpunkt der starksten
neovaskularen Auspragung der OIR (Lange et al 2009), verzeichnet werden (Davies et al
2006). Aufgrund dessen dass zeitgleich keine Mikroglia-Zellproliferation beobachtet werden
konnte, wurde der RUckschluss gezogen, dass der Anstieg der F4/80-positiven
Makrophagen-/ Mikroglia-Zellen auf eine monozytére Infiltration zurtickzufuhren war (Davies
et al 2006). Die Untersuchungsergebnisse von Fischer et al. lieferten allerdings klare
Hinweise darauf, dass die Mikroglia-Zelldichte im OIR-Modell nicht mit der retinalen
Vasoobliteration oder Revaskularisation korreliert (Fischer et al 2011). Stattdessen deutete
das beobachtete verstarkte Vorkommen aktivierter Mikroglia in der inneren Schicht zwischen
P16 und P18 darauf hin, dass die Aktivierung der Zellen — und nicht die Zelldichte — in
Zusammenhang mit der retinalen Neovaskularisation in der hypoxischen Phase der OIR
stehen kdnnte (Fischer et al 2011).

Im OIR-Modell konnte eine reduzierte Zahl von Mikroglia-Zellen in retinalen Bereichen mit
mangelhafter Blutversorgung beobachtet werden, was auf eine gednderte Aktivitat hinweisen
konnte (Vessey et al 2011). Im Gegensatz dazu konnten in ischdmischen Netzhauten eine
erhdhte Anzahl an Makrophagen gefunden werden. Diese Makrophagen zeigten sowohl eine

raumliche Nahe zu Blutgefalien, die sich im Wachstum befanden, als auch zu Blutgefalien,
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die sich in der Rulckbildung befanden (Shen et al 2007), was die gegensatzlichen
Fahigkeiten dieser Zellen bezlglich der Ausbildung des retinalen Blutgefalinetzes
widerspiegelt (Shen et al 2007). An Tumor-assoziierten Makrophagen (Tumor-associated
macrophages, TAMs) konnte gezeigt werden, dass Makrophagen vermehrt in avaskularem
(Tumor-)Gewebe vorkommen (Leek et al 1999, Murdoch & Lewis 2005, Onita et al 2002).
VEGF konnte als Makrophagen-lockender Faktor moglicherweise flr die Rekrutierung der
TAMs in das hypoxische Gebiet verantwortlich sein (Lewis et al 2000). VEGF fungiert
allgemein als starker chemotaktischer Faktor fir Makrophagen und Endothelzellen und gilt
als Stimulanz der Angiogenese (Ferrara & Davis-Smyth 1997). Die VEGF-Freisetzung durch
TAMs lockt noch mehr Makrophagen in die hypoxischen Bereiche was dann den
Vaskularisationsprozess zusatzlich beschleunigt (Murdoch & Lewis 2005). Vergleichbare
Prozesse koénnten auch in den hypoxischen/ avaskuldren Bereichen der Retina im
Mausmodell der OIR stattfinden.

Im Rahmen der OIR konnten bislang sowohl Hinweise auf pro- als auch auf anti-angiogene
Einflisse von Makrophagen/ Mikroglia-Zellen bzw. Leukozyten beobachtet werden
(Checchin et al 2006, Davies et al 2008, Dorrell et al 2010, Ishida et al 2003, Ritter et al
2006, Rivera et al 2013). Seit den spaten 1970er Jahren sind die pro-angiogenen
Eigenschaften von Makrophagen anerkannt (Crowther et al 2001, Knighton et al 1983,
Lingen 2001, Polverini et al 1977, Sunderkotter et al 1991). Makrophagen induzieren
BlutgefaBwachstum, in dem sie verschiedene pro-angiogene Faktoren, wie z.B.
Wachstumsfaktoren oder Zytokine, sezernieren und andere Zellen anregen dies ebenfalls zu
tun (Lingen 2001). Bei Mikroglia-Zellen konnte beobachtet werden, dass sie ihre Zellfortsatze
in Richtung sprieRender Blutgefalle ausrichten (Ashwell et al 1989, Pennell & Streit 1997).
Eine diesbezlgliche Beeinflussung der Angiogenese konnte bisher allerdings noch nicht
bewiesen werden (Checchin et al 2006). In einer Studie von Checchin et al. konnte
dargestellt werden, dass flr eine ordnungsgemafle Ausbildung des retinalen
Blutgefallnetzes eine angemessene Population an gewebsstandischen Mikroglia-Zellen
bendtigt wird (Checchin et al 2006). Reduziertes Blutgefalwachstum und -dichte konnte
kinstlich durch eine Chlodronat-vermittelte Mikroglia-Depletion hervorgerufen werden
(Checchin et al 2006). Im Rahmen einer ischdmischen Retinopathie, kommt es ebenfalls zu
einem solchen Ruckgang der Mikroglia-Zelldichte (Checchin et al 2006). Welche Mediatoren
genau beteiligt sind und wie diese offenbare Interaktion zwischen Mikroglia-Zellen und
Endothelzellen vermittelt wird, ist aktuell noch unbekannt (Checchin et al 2006). Ritter et al.
konnten im Mausmodell der OIR zeigen, dass Mikroglia-Zellen wahrend der
Netzhautentwicklung an der retinalen Vaskularisierung beteiligt sind. Die den OIR-M&usen

intravitreal injizierten Knochenmark-stdammige myeloiden Vorlauferzellen differenzierten sich
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in der avaskularen Zone zu Mikroglia-Zellen. Im Vergleich zu den Kontrollmdusen wurden
eine erhdhte Revaskularisierungsrate und eine verringerte Ausbildung retinaler
Neovaskularisationen beobachtet (Ritter et al 2006). Dass rekrutierte myeloide Zellen das
BlutgefalBwachstum auch im Herz- und Lebergewebe beeinflussen kdnnen, konnte in einer

Studie von Grunewald et al. dargestellt werden (Grunewald et al 2006).

Der Verlust von Mikroglia-Zellen und Astrozyten korreliert direkt mit der Entwicklung retinaler
Neovaskularisationen (Dorrell et al 2010). Dorrell et al. konnten im OIR-Modell zeigen, dass
geeignete Schutzmalnahmen zum Populationserhalt der Gliazellen zu einer erhéhten
Revaskularisationsrate und einer verringerten retinalen Tuftbildung fihrten (Dorrell et al
2010). Dadurch dass wahrend der OIR das Ausmal} der avaskularen Zone das Ausmal} der
Tuft-Bildung direkt beeinflusst (Stahl et al 2010b) (vgl. auch Ausflihrungen in Abschnitt 1.3
und 1.4), kann es sein, dass die verringerte retinale Tuftbildung auch nur indirekt Gber eine
Erhéhung der Revaskularisationsrate hervorgerufen wurde. Es scheint als koénnten
Makrophagen/ Mikroglia-Zellen aber auch Uber ihre proapoptotischen Fahigkeiten direkt
Einfluss auf die Tuft-Regression nehmen (Davies et al 2008). Aktivierte Makrophagen haben
die Fahigkeit Uber die Produktion von TNF-a und weiteren Zytokinen eine Apoptose von
BlutgefalRzellen hervorrufen (Ashton et al 2003, Duffield et al 2000, Koizumi et al 2003, Li et
al 2003). Genmodifizierte MCP-1-defiziente Mause zeigten im OIR-Modell eine verringerte
Assoziation zwischen Makrophagen/ Mikroglia-Zellen und retinalen Tufts, eine verminderte
Tuft-Apoptose und eine verzdgerte Regression der retinalen Neovaskularisationen (Davies et
al 2008). Diese Studienergebnisse von Davies et al. deuten darauf hin, dass Makrophagen/
Mikroglia-Zellen sowohl im gesunden und als auch im erkrankten Auge Endothelzell-
Apoptose hervorrufen kdnnen (Davies et al 2008). Infiltrierte Makrophagen scheinen laut den
Ergebnissen einer Vorstudie derselben Arbeitsgruppe weniger an der Tuft-Bildung als viel
mehr an deren Regression beteiligt zu sein ((Davies MH, et al. IOVS 2006;47:ARVO E-
Abstract 3223) zitiert nach (Davies et al 2008)), d.h. sie agieren bezlglich der retinalen
Neovaskularisationen anti-angiogen. Dass der anti-angiogene Einfluss auf die retinale
Neovaskularisation der OIR urspringlich von der C5a-C5aR-Achse des Komplements
induziert wird und Makrophagen auch lediglich in einer Vermittlerfunktion agieren kdnnen,
konnten Langer et al. in einer aktuellen Studie zeigen (Langer et al 2010) (vgl. Ausfihrungen
in Abschnitt 1.7.4).

All diese Beobachtungen schlielen eine pro-angiogene Funktion der Makrophagen/
Mikroglia-Zellen wahrend der friihen Phase der OIR (Checchin et al 2006, Ritter et al 2006)
keineswegs aus, sondern zeigen vielmehr das Potential der Makrophagen/ Mikroglia-Zellen

viele verschiedene Rollen beziglich der retinalen Blutgefalbildung einzunehmen (Davies et
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al 2008). Bekannt ist, dass Makrophagen anhéngig von den jeweiligen &ulleren Reizen
sowohl pro- als auch anti-angiogene Funktionen ausbilden (Apte et al 2006, Kelly et al 2007,
Knighton et al 1983, Langer et al 2010, Polverini et al 1977). Dennoch besteht aktuell noch

sehr viel Klarungsbedarf bezlglich der genauen Prozessablaufe und Zusammenhange.
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2. Ziele und Hypothesen der Arbeit

Trotz des bereits vorhandenen Wissens uUber einzelne Komponenten der Sauerstoff-
induzierten Retinopathie bleibt das Verstdndnis Uber die Zusammenhdnge zwischen
Komplementsystem, CD11b-positiver Zellen und retinaler Neovaskularisation — der Ausléser
der Fruhgeborenenretinopathie — sowie deren mdgliche gegenseitige Beeinflussung noch
unvollstdndig. Die vorliegende Studie greift die bisher gewonnenen Erkenntnisse zu der
Thematik auf und verfolgt den Zweck, diese um weitere verstandnisférdernde Informationen
zu erweitern. Dieser Erkenntnisgewinn soll zu neuen therapeutischen Ansatzpunkten auf
dem Gebiet der Komplement- und Immunzellbeeinflussung bezuglich der retinalen
Angiogenese fuhren und damit zuklnftig eine adaquate kausale Therapie der

Frihgeborenenretinopathie ermdglichen.

Das Ziel der Studie im engeren Sinne besteht darin, mit Hilfe des Mausmodells der
Sauerstoff-induzierten Retinopathie (OIR) den Einfluss der C5a-C5aR-Komplementachse auf
die retinale Angiogenese und das raumliche Verteilungsmuster der retinalen CD11b-
positiven Zellen in Bezug auf die physiologisch und pathologisch vaskularisierten Bereiche
der Netzhaut zu untersuchen. Erganzend soll Uberprift werden, ob das verwendete
Mausmodell per se zu einer veranderten Komplementaktivitat in der Netzhaut flihrt und ob

die retinalen Muller-Zellen aktiv in das Krankheitsgeschehen der OIR involviert sind.

Vor dem gegenwartigen Stand des Wissens ergeben sich fiur die vorliegende Studie unter

Verwendung des Mausmodells der OIR folgende Arbeitshypothesen:

Hypothese 1: Die Cb5a-C5aR-Achse des Komplementsystems agiert pro-angiogen
bezlglich der Revaskularisierung der avaskularen Flache und anti-angiogen

bezglich der retinalen Neovaskularisation.

Hypothese 2: Das raumliche Verteilungsmuster der retinalen CD11b-positiven Zellen
korreliert mit der Aktivitdtszone (= Tuft-Zone) der OIR, wo Tuftregression und

Blutgefalproliferation nebeneinander her ablaufen.
Hypothese 3: Eine Beeinflussung des Verteilungsmusters der retinalen CD11b-positiven

Zellen in der Aktivitdtszone der OIR durch Cb5a-Supplementierung ist

mdglich.
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Hypothese 4: In der Aktivitatszone der OIR kommen vermehrt retinale CD11b-positive

Zellen des aktivierten Phanotyps vor.

Hypothese 5: Das verwendete Mausmodell der OIR flhrt per se zu einer reaktiven Muller-

Zell-Gliose, die durch C5a-Supplementierung noch verstarkt wird.

Hypothese 6: Das verwendetet Mausmodell flihrt per se zu einer Erhdhung der retinalen

Komplementaktivitat.

Hypothese 7: Im Mausmodell der OIR ist vermehrt der klassische Pathway in der Netzhaut

aktiv.

Hypothese 8: Eine Beeinflussung der retinalen Komplementaktivitat durch Cba-

Supplementierung ist moglich.

Folgende Fragestellungen sollen demzufolge im Rahmen der vorliegenden Studie

beantwortet werden:

Fuhrt die Cb5a-Supplementierung zu einem verringerten Ausmaly der retinalen
Vasoobliteration im Mausmodell der OIR im Vergleich zur Kontrollgruppe?

Steigert die Inhibierung von C5a mittels NOX-D20 das Ausmaly der retinalen
Vasoobliteration im Mausmodell der OIR im Vergleich zur Kontrollgruppe?

Fuhrt die C5a-Supplementierung zu einer reduzierten retinalen Neovaskularisation im
Mausmodell der OIR im Vergleich zur Kontrollgruppe?

Steigert die Inhibierung von C5a mittels NOX-D20 die retinale Neovaskularisation im
Mausmodell der OIR im Vergleich zur Kontrollgruppe?

Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem quantitativen Verteilungsmuster der
retinalen CD11b-positiven Zellen und der Aktivitatszone der OIR?

Gleicht das Verteilungsmuster des aktivierten Phanotyps der retinalen CD11b-
positiven Zellen dem der Gesamt-CD11b-positiven Zellen in der Netzhaut?

Lasst sich das quantitative Verteilungsmuster der (aktivierten) retinalen CD11b-
positiven Zellen in der avaskularen Zone und/ oder in der Aktivitatszone der OIR
durch Cba-Supplementierung und/ oder Cba-Inhibierung mittels NOX-D20
beeinflussen?

Fuhrt das verwendete Mausmodell der OIR zu einer reaktiven Hyperplasie der Mller-
Zellen (= Muller-Zell-Gliose)? Ist eine Beeinflussung der Reaktion der Muller-Zellen

durch C5a-Supplementierung und/ oder C5a-Inhibierung mittels NOX-D20 mdglich?
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9. FUhrt das verwendete Mausmodell der OIR per se schon zu einer veranderten
retinalen  Komplementaktivitdt? Ist eine  Beeinflussung der retinalen
Komplementaktivitat durch C5a-Supplementierung und/ oder C5a-Inhibierung mittels
NOX-D20 moglich?

10. Ist im Rahmen des Mausmodells der OIR einer der Komplementpfade — klassischer
oder alternativer — in der Netzhaut vermehrt aktiv?

11.Ist eine Beeinflussung der retinalen Komplementaktivitdt durch Cba-

Supplementierung und/ oder C5a-Inhibierung mittels NOX-D20 mdglich?
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3. Material und Methoden

Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Elterntiere
Elterntiere Herkunft
Mause des Stammes C57BL/6JRj Janvier Labs (Saint-Berthevin
(weiblich/mannlich), fertil Cedex/Frankreich)

3.1.2. Gerate

Es sind nur Uber die Laborgrundausstattung hinausgehende Gerate aufgeflhrt.

Geriéte

Firma

Apo-Tome.2

(Strukturierte Mikroskopbeleuchtung)
AxioCam MRm (Mikroskop-Kamera)

Axio Imager.M2 (Mikroskop)

Centrifuge 5424 (Zentrifuge)

Gelkammer

Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS (Gel-
Bildgebung)

NanoDrop 2000 (Spektralphotometer)

02 Box (Sauerstoffbox)

ph 340i (pH-Messgerat)

Pipetten

PowerPac 1000 (Spannungsgeber)
Programmable Thermal Controller PTC-100
Rotor-Gene Q (Real-Time PCR-Cycler)
Simatic C7-613 V 2.01
(Automatisierungstechnik Sauerstoffbox)
Trockenschrank ED 53

Universal Hood Il

Vortex Mixer VF2

Zeiss (Jena)

Zeiss (Jena)

Zeiss (Jena)
Eppendorf (Hamburg)
PEQLAB (Erlangen)
Bio-Rad (Munchen)

peqglab / Thermo Scientific (Dreieich)
Ehret (Emmendingen)

WTW (Weilheim)

Eppendorf (Hamburg)

Bio-Rad (Munchen)

MJ Research / Biozym (Hess. Oldendorf)
Qiagen (Hilden)

Siemens (Berlin und Minchen)

Binder (Tuttlingen)
Bio-Rad (Munchen)
Janke & Kunkel / IKA-Werk (Staufen)
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3.1.3. Gase

Gase

Firma

Luft (druckverdichtet)
Sauerstoff (druckverdichtet)

Linde (Pullach)
Linde (UnterschleiRheim)

3.1.4. Injektionslésungen

Injektionslésungen / -bestandteile

Firma

Aqua ad iniectabilia

Ketamin-Actavis (Ketamin 50 mg/ml)
Natriumchlorid 0,9 %

NOX-D20

PBS Dulbecco

Recombinant Mouse C5a

Rompun 2 % (Xylazin 20 mg/ml)

Braun (Melsungen)

Actavis Deutschland (Minchen)
Fresenius Kabi (Bad Homburg v.d.H.)
NOXXON Pharma AG (Berlin)
Biochrom AG (Berlin)

Hycultec Biotec (Uden/Niederlande)
Bayer HealthCare (Leverkusen)

Cba-Stammlésung (0,1 ug/ul)

100 g Recombinant Mouse C5a Lyophylisat

1000 i Aqua ad iniectabilia

Injektionslésung 1:2 in PBS Dulbecco (0,05 pg/ul)

NOX-D20-Stammlésung (1 ug/ul)

1000 g NOX-D20 Lyophylisat
1000 i Aqua ad iniectabilia

Injektionslésung 1:10 in Aqua ad iniectabilia (0,1 pg/pl)

3.1.5. Stammlésungen und Puffer

4 % Paraformaldehyd (PFA)/ Phosphate buffered saline (PBS) (0,1 mol)

4 g PFA

50 ml PBS (0,2 mol)
ad 100 mi Aqua dest.

mit Natronlauge klaren und

mit Natronlauge und Salzsdure auf pH 7,4 einstellen
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4' 6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI) (10x) — Stammlésung (30 uM)
27,5 ul DAPI (10,9 mM)
10 ml TBS (1x)

Gebrauchsverdiinnung 1:10 in TBS (1x) (DAPI (1x), 3 uM)

Davidson Fixierlésung
12 ml 100 % Essigsaure
22 ml 37 % Formaldehyd
31,5 ml Ethanol absolut

ad 100 mi Aqua dest.

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (50x), pH 8,3
242 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (M: 121,14 g)
57,1 ml Essigsaure 100 %
100 mi Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (0,5 M), pH 8,0
ad 1000 ml Aqua dest.
ggfs. mit Natronlauge und Saure auf pH 8,3 einstellen, Gebrauchsverdinnung 1:50 in
Aqua dest. (TAE 1x)

Tris-buffered saline (TBS) (10x), pH 7,6

24 g Tris-Hydrogenchlorid (HCI) (M: 157,6 g)
5,6 g Tris-Natriumhydroxid (NaOH) (M:121,1 g)
88 g Natriumchlorid (NaCl) (M: 58,4 g)

ad 1000 ml Aqua dest.
ggfs. mit Natriumhydroxid (= Natronlauge) und Salzsaure auf pH 7,6 einstellen,

Gebrauchsverdinnung 1:10 in Aqua dest. (TBS 1x)
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3.1.6. Immunreagenzien / Enzyme

Immunreagenzien / Enzyme

Firma

Antikdrper Isolection IB4 von Griffonia
simplicifolia, Alexa Fluor® 488-konjugiert
Antikdrper Ziege anti-Ratte, Cy3-konjugiert

Bovines Serumalbumin
4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI),
Dilactate

Monoklonaler Antikérper Ratte anti-CD11b
Monoklonaler Antikérper Maus anti-Vimentin
Polyklonaler Antikérper Esel anti-Kaninchen,
Alexa Fluor® 488-konjugiert

Polyklonaler Antikérper Kaninchen anti-
fibrillares saures Gliaprotein (GFAP)
Polyklonaler Antikérper Ziege anti-Maus,
Alexa Fluor® 546-konjugiert

Proteinase K

Ziegenserum (normal)

Invitrogen / Life Technologies (Darmstadt)

Jackson ImmunoResearch Europe Ldt.
(Suffolk/ Vereinigtes Konigreich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Invitrogen / Life Technologies (Darmstadt)

antibodies-online (Aachen)

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Thermo Scientific (Dreieich)

Dako (Hamburg)

Thermo Scientific (Dreieich)

Dako (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

3.1.7. Chemikalien

Chemikalien Firma
2-Propanol Roth (Karlsruhe)
Agarose Sigma-Aldrich (Steinheim)

BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10x)
Cytoseal XYL®

Dako Pen (Fettstift)

Diethyl Pryrokarbonat (DEPC)
Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz
(EDTA)

Eosin G — Ldsung 0,5 % wassrig
Essigsaure (100 %)

Ethanol absolut

Invitrogen™ / Thermo Fisher Scientific
(Dreieich)

Richard-Allan Scientific / Thermo
Scientific (Dreieich)

Dako (Hamburg)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Aldrich (Steinheim)

Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
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Chemikalien

Firma

Ethidiumbromid

Fluorescence Mounting Medium®
Formaldehyd Ldésung 37 %
Hamalaunlésung sauer nach Mayer
Natriumchlorid (NaCl) (MW: 58,44 g/mol)
Natronlauge (NaOH) (5 mol/l — 5 N)
O’GeneRuler 100 bp, DNA Ladder (0,1 pg/
ul)

Paraformaldehyd (PFA)

Phosphate Buffered Saline (PBS) Tabletten
Salzsdure (6 mol/L — 6 N)

SmartLadder SF
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
(MW: 121,14 g/mol)

Trizma®Hydrochlorid (Tris-HCI) (MW: 157,6
g/mol)

Trizma®Base (Tris-NaOH) (MW: 121,1 g/mol)
Triton® X-100

Xylol (Isomere)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Dako (Hamburg)
AppliChem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Thermo Scientific (Dreieich)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Eurogentec (KdIn)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Sigma-Chemie (Deisenhofen)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)

3.1.8. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialen

Firma

Chirurgische Einmal-Skalpelle
Collection Tubes (2 ml)
Deckglaser (18 x 18 mm)
Deckglaser (24 x 40 mm)

Deckglaser (24 x 60 mm)
Einmal-Injektionskanilen (30G %2 0,3 x 13
mm)

Einmal-Injektionskanilen (21G x 172 0,8 x 40
mm BL/LB)

Einmalpipetten
Einmal-Insulinspritzen-Kanllen-Kombination
U-40 Insulin, 1 ml (26Gx 2", 0,45 x 12 mm)

Braun / Aesculap (Tuttlingen)

Qiagen (Hilden)

VWR (Darmstadt)

Menzel-Glaser / Thermo Fisher Scientific
(Dreieich)

R. Langenbrinck (Emmendingen)

BD (Heidelberg)

Braun (Melsungen)

Falcon™ / Life Sciences (Durham/USA)

Terumo (Leuven/Beligien)
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Verbrauchsmaterialen

Firma

Einmal-Spritzen-Kantlen-Kombination, 1ml
(26G x ¥2”, 0,45 x 12 mm)
Einmal-Spritzen, 10 mi
Einweg-Pasteurpipetten, graduiert
Nunc® CryoTubes®
Objekttrager
Pipettenspitzen

gestopft

nicht gestopft
QIAshredder Mini Spin - Saulen
Reagiergefalle (0,5/ 1,5/ 2,0 ml)
Reagiergefalle (15 ml)

Braun (Melsungen)

Braun (Melsungen)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Megro (Wesel)

Biozym (Hess. Oldendorf)

Sarstedt (NUmbrecht)

Qiagen (Hilden)

Sarstedt (NUmbrecht)

Falcon™/ BD Biosciences (Durham/USA)

3.1.9. Reagenzsysteme / Kits

Reagenzsysteme / Kits

Firma

QuantiTect® Reverse Transcription Kit
RNase-Free DNase Set

RNeasy® Mini Kit

Rotor-Gene® SYBR® Green PCR Kit

Qiagen (Hilden)
Hilden)
Hilden)
Qiagen (Hilden)

Qiagen

(
(
Qiagen (
(

3.1.10. Primer

Alle Primer wurden von Eurofins Genomics (Ebersberg) bezogen und waren HPLC (High-

performance liquid chromatography)-aufbereitet.

Gen Forward Sequenz (5’ — 3’) Reverse Sequenz (5’ — 3’)
GAPDH TTGTGCAGTGCCAGCCTC TTGCCGTGAGTGGAGTCATAC
C1q AGAGGGGAGCCAGGAGC CTTTCACGCCCTTCAGTCCT
C3 GAGAAAAGCCCAACACCAGC CTGGGCTGTAGTCAGTTGGG
Properdin GCCGTACCTTGCCCTGTAAA TCCTTGAACGTGACTGCTGG

GAPDH, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase.

48



3.1.11. Software

Material und Methoden

Software

Quelle / Firma

GraphPad Prism, Version 5.02, fur Windows
(Statistik-Software, genutzt nur fir gPCR-
Daten)

IBM SPSS Statictics, Version 22, fur
Macintosh (Statistik-Software)

Imaged, Version 1.48v
(Bildverarbeitungssoftware)

Microsoft Excel 2013

NanoDrop 2000, Version 1.4.2 (Photometer-
Software)

Primerblast (Primer-Designsoftware)

GraphPad Software, Inc. (San
Diego/USA)

IBM (Armonk/USA)

http://imagej.nih.gov/ij

Microsoft (Unterschleilheim)
Thermo Scientific (Dreieich)

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-

blast/
Rotor-Gene Q — Pure Detection, Version 2.2.3 Qiagen (Hilden)
(PCR-Cycler-Software)
Quantity One, Version 4.6.7

ZEN 2012, Version 1.1.2.0 (Mikroskop-

Bio-Rad (Munchen)
Zeiss (Jena)

Software)
3.2. Methoden
3.2.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten Mauswelpen, welche der eigenen Zucht in der zentralen
Tierhaltung der Forschungseinrichtung fiir experimentelle Medizin (FEM), Charité Berlin —
Campus Virchow Klinikum, entstammten. Fertile Elterntiere des Wildtyps C57BL/6JR|
wurden von Janvier Labs bezogen (vgl. Abschnitt 3.1.1). Alle M&use wurden in Mauskafigen
gemal der EU-Leitlinien 2007/526/EG fur die Unterbringung und Pflege von Versuchstieren
(Gruppenhaltung, Beschéaftigungs- und Nestmaterial vorhanden, Futter und Wasser ad
libitum, 12-Stunden Tag-/Nachtrhythmus) gehalten.

Die Verpaarung der Elterntiere erfolgte frGhestens nach einer Akklimatisationszeit von sieben
Tagen in der Haltungseinrichtung. Es wurde immer ein Mannchen mit zwei Weibchen
verpaart. Sobald die Weibchen deutlich sichtbar tragend waren, wurden diese zur Geburt
einzeln in grole Mauskafige separiert. Die Vatertiere wurden jeweils bis zur nachsten

Verpaarung wieder in die Gruppenhaltung der mannlichen Mause integriert. Die weiblichen
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Mause wurden maximal zweimal nach einer Regenerationszeit von mindestens acht Wochen
fur den Versuch eingesetzt.

Die Versuchstierhaltung und -zucht sowie der Tierversuch waren gemal dem
Tierschutzgesetz §11 Abs.1 bzw. gemall §8 Abs. 1 durch die o6rtliche Tierschutzbehérde
genehmigt (Bearbeitungsnummer beim Landesamt fiir Gesundheit und Soziales, Turmstr.
21, 10559 Berlin: G0366/12, Teil VI).

Uber die gesamte Zeit der Haltung und insbesondere wahrend der Versuchsdurchfiihrung
hat die Verfasserin der vorliegenden Dissertation sich eigenverantwortlich und selbststandig
um das Wohlergehen der Mause mit Ausnahmen der Tierpflegerarbeiten (Futtern, Tranken
und Misten) gekimmert. Auf die Vertraglichkeit der Mause untereinander nach
Zusammenstellung neuer Gruppenkonstellationen wurde dabei ein besonderes Augenmerk

gelegt und einzelne Mause wenn nétig separiert.

3.2.2. Tiermodell
Bei dem verwendeten Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie handelt es sich
um ein in der Arbeitsgruppe etabliertes Tiermodell (Kociok et al 2006), das in modifizierter

Form des Protokolls von Smith und Kollegen (Smith et al 1994) durchgefuhrt wurde.

Am postnatalen Tag (P)7 wurden die Mauswelpen begleitet von dem saugenden Muttertier
Uber 7200 Minuten (entspricht finf vollen Tagen, P7 bis P12) einem Luftsauerstoffgehalt von
75% ausgesetzt, indem der gesamte Kafig in eine geschlossene sogenannte Sauerstoffbox
(O2-Box) gestellt wurde (vgl. Abb.10, Abb. 11 und Abb. 12). Das Wohlergehen der Mause
wurde einmal taglich augenscheinlich ohne BerGhrung Gberprift, indem der Kafig flir wenige
Minuten aus der O»,-Box herausgenommen und zur Tierkontrolle kurz gedffnet wurde.
Anschlieend wurde der Kafig zlgig zurlckgestellt, die Glasfronttir der wieder geschlossen,
sodass der Sauerstoffgehalt innerhalb der O,-Box automatisch wieder auf 75% hochgeregelt
werden konnte. Schwankungsausgleiche der Luftzusammensetzung erfolgten wahrend des
gesamten Versuchs vollautomatisch. Nach Ablauf der 7200 Minuten schaltete die O,-Box
sich ebenfalls automatisch ab. Der Kafig verblieb bei geschlossener Tir noch weitere drei bis
vier Stunden in der O,-Box, damit der Sauerstoffgehalt fir die Mause langsam absinken und
sich dem der normalen Umgebungsluft anndhern konnte. Bei einem Sauerstoffgehalt von
etwa 35% wurden die Mause in ihrem Kafig aus der Sauerstoffoox herausgenommen.
Anschlieend wurde je nach Versuchstiergruppenzugehdérigkeit einem Teil der Mause die

erste intraperitoneale (i.p.) Injektion an P12 verabreicht.
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Intraperitoneale Injektionen
P12 P13 P14 P15 P16

A4

Raumluft

75 % Sauerstoff

Raumluft

PO

P7

Abb. 10 Projektskizze.

Zeitliche und methodische Projektibersicht. Die ersten 7 Tage nach der Geburt (PO bis P7) verbrachten die Mause in Raumluft (ca. 21%
Luftsauerstoff). Es folgten 5 Tage unter hyperoxischen Bedingungen von 75% Luftsauerstoff in der Umgebung (P7 bis P12, rosa), bevor die Mause
anschlieBend wieder in Raumluft verbracht wurden. Je nach Versuchstiergruppenzugehdrigkeit (vgl. Abschnitt 3.2.3) wurde einem Teil der Mause
von P12 bis P16 anschlielend taglich im Abstand von 24 Stunden intraperitoneale Injektionen verabreicht. Die Versuchstiergruppen wurden im
Rahmen der Genexpressionsanalytische Untersuchungen (vgl. Abschnitt 3.2.8) zudem mit ausschlieRlich in Umgebungsluft gehaltenen Welpen
verglichen. Die Gewebeanalysen (griiner Kasten) fanden nach Opferung der Mause und anschlieRender Enukleation (blauer Kasten) zu den

Untersuchungszeitpunkten P14, P17 und P21 statt (blau eingekreist). P, postnataler Tag; CD, Cluster of differentiation, mRNA, messenger

Enukleation

Ribonukleinsaure; C3, Komplementfaktor 3; C1q, Komplementfaktor 1q

!\

P12 P14 P17 P21 ‘[/

ﬂnalysen \

Retinale Flachpraparate
* Quant. Analyse avaskulare Zone (Vaso-
obliteration)
* Quant. Tuftanalyse (Neovaskularisation)
= Verteilungsmuster CD11b-positive Zellen
= Verteilungsmuster aktivierte CD11b-
positive Zellen

Retinale Paraffinschnitte
= Histomorphologie
= Qualitative Evaluierung der Miller-Zellen

Retinale Nativpraparate
= mRNA-Expression C3
(Komplementaktivitat)

= mRNA-Expression C1q und Properdin
w (aktiver Komplementweg) /

Maus-Abbildung: The Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html)
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Abb. 11 Die zur Umsetzung des Mausmodells der Sauerstoff-induzierten Retinopathie genutzte
Sauerstoffbox Simatic C7-613 V 2.01 (Siemens, Berlin und Miinchen).

Innerhalb der Sauerstoffoox befinden sich zwei groRe Mauskafige mit jeweils einem saugenden
Muttertier und seinen Welpen, die vom postnatalen Tag (P)7 bis P12 (= 7200 Minuten) einem durch
die Automatisierungstechnik der Sauerstoffbox erzeugten Luftsauerstoffgehalt von 75% ausgesetzt

sind.

Abb. 12 Messwertanzeige der Sauerstoffbox Simatic C7-613 V 2.01 (Siemens, Berlin und Miinchen)
zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung des Mausmodells der Sauerstoff-induzierten Retinopathie.

Angegeben sind die verbleibende Versuchszeit des Mausmodells der Sauerstoff-induzierten
Retinopathie in Minuten (Restzeit) und der aktuell innerhalb der Sauerstoffoox herrschende

Luftsauerstoffgehalt in Prozent (O2-Messwert).
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3.2.3. Versuchstiergruppen

1. Supplementierungsgruppe (i.p. Injektion von dem aktivierten Komplementfaktor
C5a), im Folgenden Cba-Gruppe genannt

2. Inhibierungsgruppe (i.p. Injektion von dem C5/C5a-Inhibitor NOX-D20 (Hoehlig et
al 2013)), im Folgenden NOX-Gruppe genannt

3. Kontrollgruppe (i.p. Injektion von steriler phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
als Vehikelflissigkeit), im Folgenden PBS-Gruppe genannt

4. Vergleichsgruppe mit alleiniger Sauerstoff-induzierter Retinopathie, im Folgenden

OIR-Gruppe genannt

Die Versuchstiergruppen wurden im Rahmen der Genexpressionsanalytische
Untersuchungen (vgl. Abschnitt 3.2.8) zudem mit ausschlieRBlich in Umgebungsluft

gehaltenen Mausen verglichen, im Folgenden Normoxia-Gruppe genannt.

3.2.4. Intraperitoneale Injektionen

Vor der ersten intraperitonealen Injektion wurden die Welpen eines Wurfes zufallig in drei
gleich grof3e Gruppen (C5a-, NOX- und PBS-Gruppe) aufgeteilt.

Bei handischer Fixierung erfolgten jeweils im Abstand von 24 Stunden eine
gewichtsadaptierte Injektion Cb5a (1,3ug/g Korpergewicht) oder NOX-D20 (2,5ug/g
Korpergewicht) bzw. ein entsprechendes Volumen PBS in einen der unteren rechten oder
linken Quadranten des Bauches (Seite taglich wechselnd). Um die Studienergebnisse spater
vergleichen zu koénnen, orientieren sich die Injektionsdosen an denen von Langer et al.
verwendeten Dosierungen von 8ug C5a und 15ug C5a-Rezeptor-Antagonist pro Maus und
Injektion (Langer et al 2010). Die Injektionsdosen von Langer et al. dienten der Orientierung
und wurden flr die Berechnung der in der vorliegenden Studie genutzten

gewichtsadaptierten Dosis (erstellt mit Hilfe von Mittelgewichten von Mausen zu den

entsprechenden Zeitpunkten aus vorangegangenen ROP-Projekten der Arbeitsgruppe)
genutzt.

Die M&use des Untersuchungszeitpunktes P14 bekamen insgesamt zwei (an P12 und P13),
die der Untersuchungszeitpunkte P17 und P21 insgesamt funf Injektionen (P12 bis P16)
verabreicht. Alle Injektionsflissigkeiten hatten zur Verabreichung Raumtemperatur. Dieser
kurze Eingriff wurde ohne vorherige Andsthesie oder Narkotisierung durchgefuhrt.

Jeder Mauswelpe wurde im Anschluss an die erste i.p. Injektion mit Hilfe von Ohrstanzen
individuell markiert und das Geschlecht notiert, bevor er zurick zum Muttertier in das Nest
gesetzt wurde. Es wurden immer erst die C5a-Mause, dann die NOX-Mause und zuletzt die

PBS-Mause (Kontrolle) gespritzt.
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3.2.5. Probengewinnung

Die Untersuchungszeitpunkte waren der 14., 17. und 21. postnatale Lebenstag. Der
postnatale Tag (P)17 gilt als Zeitpunkt der maximalen Auspragung der pathologischen
Blutgefalproliferation (Lange et al 2009, Stahl et al 2010b). Die Auswertung von P14 ist
wichtig, da dieser Zeitpunkt die frihe Behandlungsphase (nach 2 intraperitonealen
Injektionen) reprasentiert und an P14 eine Hochregulierung des Cb5a-Rezeptors im
Netzhautgewebe der dem OIR-Modell ausgesetzten Mause stattfindet (Langer et al 2010).
P21 ist ebenfalls von gesondertem Interesse, da dieser Zeitpunkt zum einen eine spate
Regenerationsphase darstellt (P25 markiert das Ende der neovaskuldren Regression)
(Lange et al 2009) und zum anderen an P21 bereits eine deutlich erhdéhte Anzahl an
Mikroglia-Zellen und Makrophagen im OIR-Modell beobachtet werden konnte (Davies et al
2006, Stahl et al 2010b).

Die Mause wurden jeweils 24 Stunden nach Verabreichung der letzten i.p. Injektion zunachst
einer tiefen intraperitoneal verabreichten Narkose (Injektionslésung aus Ketamin 0,563% und
Xylazin 0,085%; Dosis: 0,1ml/10g Korpergewicht; entspricht 100ug/g Korpergewicht Ketamin
und 15ug/g Korpergewicht Xylazin) unterzogen. Die Tétung der Mause erfolgte durch
zervikale Dislokation. Direkt im Anschluss wurden die Augen enukleiert und je nach
Untersuchungsmethode weiter behandelt. Im Verlauf der Studie wurden die noch
ausstehenden Analysen bezlglich der zu untersuchenden Versuchstiergruppen und

Untersuchungszeitpunkte an die ersten Ergebnisse entsprechend angepasst (Tab. 1).

54



Material und Methoden

Tab. 1 Studiendesign.
Ubersicht (iber die in der vorliegenden Studie durchgefilhrten Untersuchungen inklusive der fiir die

jeweilige Untersuchung genutzten Retina-Gewebepraparate, Versuchsgruppen, Zeitpunkte und

Anzahl der verwendeten Einzelaugen.

Untersuchung Retina-Gewebe Versuchsgruppen Zeitpunkte N (Augen)
Avaskulare Flache Flachpraparat Cb5a, PBS, NOX P14, P17, P21 6-8
Gesamt-Tuftflache Flachpraparat Cb5a, PBS, NOX P17 6-8
CD11b" Zellen Flachpraparat Cbha, PBS, NOX P14, P17, P21 6-8
Aktivierte CD11b” i

Flachpraparat Cb5a, PBS, NOX P14, P17, P21 6-8
Zellen
IHC-Farbung Paraffinschnitt Cbha, PBS, P14, P17 3
HE-Farbung Paraffinschnitt Cb5a, PBS, NOX P14, P17, P21 3
gPCR Nativpraparat Cba, PBS, OIR P17 4

CD11b" Zellen, CD11b-positive Zellen; IHC, Immunhistochemie; HE, Hamatoxilin-Eosin; gqPCR,

Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion; Cha, Komplementfaktor 5a

(Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlosung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20
(Inhibierungsgruppe); OIR, Sauerstoff-induzierte Retinopathie (Vergleichsgruppe) ; P, postnataler Tag;

N, Anzahl der fiir die Untersuchung verwendeten Einzelaugen.

3.2.6. Histomorphologische Untersuchung

3.2.6.1. Herstellung von Paraffinschnitten

Fur die Hamatoxilin-Eosin (HE)-Farbung wurden die Augen 48 Stunden bei 4°C in Davidson
Fixierldsung fixiert, welche gegenuber der oft standardmaRig verwendetem Formalin
Fixierlésung zu einer deutlich schonenderen und Artefakt-armeren Fixierung der Retina fuhrt
(Treuting et al 2012). Nach Dehydratation in aufsteigender Ethanolreihe (50 und 70 %, je 30
min) wurden die Augen in Paraffin eingebettet und Serienschnitte mit einer Schichtdicke von

4 ym angefertigt.

3.2.6.2. Protokoll der Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxilin-Eosin (HE)-Farbung dient der histomorphologischen Ubersicht Gber die

verschiedenen Strukturen und Zellen des Auges. Dazu wurde ein zentraler

Paraffinserienschnitt auf Hohe des Sehnervenaustritts (Medianebene) ausgewahlt.

Wenn nicht anders beschrieben erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur.

1. Trocknen der Schnitte bei 60°C 1 x 60 Minuten (min)

2. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol 2 x 10 min, danach 2-Propanol 2 x 10 min
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Hydrieren der Schnitte in einer absteigenden Ethanolreihe (96 — 90 — 70 — 50%, je 5 min)
Spulen der Schnitte in Aqua dest. 2 x 5 min

Farben mit Hdmalaun 1 x 10 min. und kurzes Spulen der Schnitte in Aqua dest.

Waéssern der Schnitte in warmem Leitungswasser 1 x 10 min

Farben mit Eosin 1 x 10 min und kurzes Spilen der Schnitte in Aqua dest.

Kurzes Spulen in Ethanol 70%

© X N 0k~ w

Dehydrieren der Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 — 90 — 96%, je 5 min)
und 2-Propanol 2 x 5 min

10. Schlussbehandlung mit Xylol 2 x 10 min

11. Eindecken der Schnitte mit Cytoseal XYL®

3.2.6.3. Mikroskopie und Digitalisierung

Von jedem Praparat wurde mit dem Mikroskop Axio Imager.M2 und der Mikroskop-Kamera
AxioCam MRm eine Ubersichtsaufnahme des gesamten Auges mit 2,5-facher VergréfRerung
und zusatzlich von ausgewahlten Praparaten Bilder der vaskularen, avaskularen und Tuft-
Region in 20-facher VergroRerung gemacht. Die entstandenen Bilder dienen der
Veranschaulichung der Lokalisation von vaskularer, avaskuldrer und Tuft-Zone und den
neovaskuldren Tufts selbst (vgl. Abb. 6) und wurden fir die histomorphologische
Untersuchung der verschiedenen Versuchsgruppen hinsichtlich der Vaskularisierungs-, Tuft-

Dichte und der typischen Schichtung der Retina genutzt (vgl. Abschnitt 4.1).

3.2.7. Immunhistochemische Untersuchungen
3.2.7.1. Retinale Flachpraparate

3.2.7.1.1. Fixierung und Préaparation von retinalen Flachpraparaten

Die Augen wurden nach Perforation der Kornea mit einer Kanile in 4% Paraformaldehyd
(PFA) zwodlf Minuten bei Raumtemperatur fixiert und anschlieRend bis zur Praparation der
retinalen Flachpraparate in dreifach gepufferter Kochsalzlésung (Tris-buffered saline, TBS)
(1x) aufbewahrt. Die Hornhaut wurde mit Hilfe eines kreisférmigen Scherenschnittes entlang
des Limbus abgetrennt und Linse und Glaskdrper vorsichtig entfernt. Der verbliebene
Augenbecher wurde mit einem Skalpell vierfach sternférmig eingeschnitten, sodass eine
kleeblattdhnliche Form entstand. Durch diese Gewebeschnitte wurde eine adaquate
Planaritat der urspriinglich konkaven Strukturen erzielt. Die retinalen Anheftungen an der
Ora serrata und am Sehnervenaustritt wurden getrennt, sodass die Netzhaut vorsichtig von

der Choroidea und Sklera abgehoben und bis zum Beginn der immunhistochemischen
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Farbung in TBS (1x) Uberfihrt und gelagert werden konnte.

3.2.7.1.2. Isolectin IB4,~-CD11b-Farbung

Diese Farbung dient der Visualisierung der retinalen Blutgefafie (Isolectin 1B4 (IB4)-positiv)
und der CD11b-positiven Zellen. Wenn nicht anders beschrieben erfolgte die Inkubation bei

Raumtemperatur.

1. Permeabilisieren der Zellmembranen in 1% Triton-X-100/ TBS (1x) 1 x 10 min

2. Waschen der Flachpraparate in TBS (1x) 3 x 8 min

3. Blocken unspezifischer Antigene in 15% Ziegenserum/ TBS (1x)

4. Inkubieren im ersten primaren Antikdrper CD11b 1:200 in 10% Ziegenserum/ TBS (1x)
Uber Nacht bei 4°C
Waschen der Flachpraparate in TBS (1x) 4 x 8 min
Inkubieren im sekundaren Antikérper Cy3 Ziege anti-Ratte 1:100 in 10% Ziegenserum/
TBS (1x) fir 120 min
Waschen der Flachpraparate in TBS (1x) 4 x 8 min
Inkubieren im zweiten gekoppelten primaren Antikorper IBs-Alexa488 1:100 in 10%
Ziegenserum/ TBS (1x) Uber Nacht bei 4°C

9. Waschen der Flachpraparate in TBS (1x) 4 x 8 min

10. Eindecken der Flachpraparate mit Fluorescence Mounting Medium®

3.2.7.1.3. Mikroskopie und Digitalisierung

Von jedem retinalen Flachpraparat wurde eine Ubersichtsaufnahme (automatisch erstelltes
9er-Kompositbild bestehend aus aus 3 x 3 Einzelbildern, 2,5-fache Vergroflerung) fiur die
Analysen der avaskularen Flache und der Gesamt-Tuftflache angefertigt. Weitere
interessante, der Veranschaulichung von verschiedenen Befunden dienende Bereiche

wurden in 10- oder 20-facher Vergrélierung fotografiert.

3.2.7.1.4. Quantifizierung der avaskularen Flache mittels ImageJ

Die Ausmessungen und Berechnungen erfolgten verblindet durch eine mit der Analyse

vertraute, gelibte zweite Person der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Joussen.
Die Analyse der avaskularen Flache wurde mit der Bildverarbeitungssoftware ImageJ analog

der beschriebenen Vorgehensweise im Nature Protocol von Connor et al. (Connor et al

2009) durchgeflhrt. Kurz beschrieben wurde zunachst die Gesamtflache des retinalen
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Flachpraparates und dann die Flache des avaskularen Zone (Bereich der obliterierten
kleinen retinalen BlutgeféaRe) ausgemessen. Die gro3en Venen und Arterien verbleiben auch
im Rahmen des OIR-Modells aktiv und wurden bei den Ausmessungen nicht berlcksichtigt.
Der Anteil der avaskuldren Zone an der totalen Retinaflache wurde rechnerisch bestimmt.

Die Angabe erfolgte in Prozent.

3.2.7.1.5. Quantifizierung der Gesamt-Tuftflache mittels ImageJ

Vor Beginn der Untersuchung wurden die einzelnen Ubersichtsaufnahmen der retinalen
Flachpraparate von einer zweiten Person der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Joussen
verblindet; im Anschluss wurde die Untersuchung von der Verfasserin der vorliegenden

Dissertation durchgefihrt.

Die quantitative Tuftanalyse erfolgte computergestutzt mit ImagedJ analog der beschriebenen
Vorgehensweise im Nature Protocol von Connor et al. (Connor et al 2009). Die Auswahl der
Tuft-Bereiche erfolgte halbautomatisch mit der sogenannten Zauberstab-Funktion, die alle
angrenzenden Bereiche mit &hnlicher Pixelfarbe wie die der manuell angeklickten
Neovaskularisation auswahlt. Am Schluss erfasst das Programm die Summe aller
ausgewahlten Bereiche. Wie bei der Berechnung der avaskularen Flache wurden die
Gesamt-Tuftflache und die totale Retinaflache zueinander ins Verhaltnis gesetzt und der

Anteil der Neovaskularisation an der Gesamtflache in Prozent angegeben.

3.2.7.1.6. Quantifizierung der Gesamt-CD11b-positiven Zellen und aktivierten

CD11b-positiven Zellen

Vor Beginn der Untersuchung wurden die immunhistologischen Praparate der retinalen
Flachpraparate von einer zweiten Person der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Joussen
verblindet; im Anschluss wurde die Untersuchung von der Verfasserin der vorliegenden

Dissertation direkt am immunhistologischen Praparat durchgefihrt.

Fir die Gesamtzellzahl wurde in der vaskuldren, avaskularen und Tuft-Region in jeweils 4
Arealen a 0,15 mm? (in der Regel eines pro Blattchen) pro Flachpréaparat die Zellzahl visuell
bestimmt (Abb. 13). Zusatzlich wurde zudem die Lokalisation der gezahlten Zellen in der

inneren beziehungsweise dufReren Schicht erfasst.

Das Vorgehen zur Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiven Zellen erfolgte analog in
jeweils 8 Arealen a 0,15 mm? je Region (in der Regel zwei pro Blattchen). Dabei wurden alle

Zellen, die nicht die stark ausgepragte Verastelung (sog. R-stage in Figure 8 von (Stence et
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al 2001)) aufzeigten, als morphologisch aktiviert gewertet (Abb. 9). Wo das Auszahlungsareal
die Grolke von 0,15 mm? nicht erreichte, wurde zudem die Grdle der ausgezahlten Flache
dokumentiert. Die Analyse der Daten wurde einmal inklusive und einmal exklusive der
Auszéhlungsareale, deren GréRe eine Fliche von 10.000 ym? unterschritt, durchgefiihrt, um
eine mogliche Verzerrung der Ergebnisse durch zu starke Gewichtung der hoch gerechneten
Daten auszuschliel3en.

Die Zellzahl wurde entsprechend der aktuellen Literatur pro mm? angegeben.

Fur die Quantifizierung der Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen und der aktivierten
CD11b-positiven Zellen konnte nicht in jedem Fall fur alle ausgewerteten Retinae die
methodisch vorgegebene Anzahl auszuzdhlender Areale erreicht werden (weil
beispielsweise die avaskulare Zone bereits fast vollstdndig revaskularisiert war). Daraus
ergibt sich im Ergebnisteil (vgl. Abschnitt 4.2.3 und 4.2.4) die Angabe der Anzahl

ausgezahlter Areale (N) aus der Anzahl auszahlbarer Retinae (R,).

vaskular

avaskular

Tuft-Region

Abb. 13 Schema zur Quantifizierung der CD11b-positiven Zellen im retinalen Flachpraparat der Maus.
In der vaskularen, avaskularen und Tuft-Region wurde in jeweils 4 Arealen a 0,15 mm? (weille
Kastchen, nicht mafistabsgetreu) pro Flachpraparat die Anzahl der CD11b-positiven Zellen nach

immunhistochemischer Farbung bestimmt. In Griin dargestellt sind die retinalen Blutgefalle.

3.2.7.2. Retinale Paraffinschnitte

3.2.7.2.1. Herstellung von Paraffinschnitten

Die Herstellung der Paraffinschnitte erfolgte analog der fir die Hamatoxilin-Eosin-Farbung
(vgl. Abschnitt 3.2.6.1).
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3.2.7.2.2. Glial Fibrillary Acidic Protein-Vimentin-Farbung

Das Glial Fibrillary Acidic Protein (Gliales fibrillares saures Protein, GFAP) ist Teil des
Zytoskeletts von Zellen astrozytaren Ursprungs und wird vor allem im Rahmen einer
Schadigung des zentralen Nervensystems oder der Netzhaut hochreguliert. Die betroffenen
Zellen werden als aktiviert bezeichnet. Vimentin, ebenfalls Bestandteil des Zytoskeletts, gilt
in der Netzhaut als Marker far Maller-Zellen.

Wenn nicht anders beschrieben erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur.

1. Trocknen der Schnitte bei 60°C 1 x 60 min

2. Entparaffinieren der Schnitte in Xylol 2 x 10 min, danach 2-Propanol 2 x 10 min

Hydrieren der Schnitte in einer absteigenden Ethanolreihe (96 — 90 — 70 — 50%, je 5 min)
und kurzes Spullen der Schnitte in Aqua dest.

Andauung des histologischen Préaparats mit Proteinase K 1 x 10 min

Permeabilisieren der Zellmembranen in 0,1% Triton-X-100/ TBS (1x) 3 x 5 min

Blocken unspezifischer Antigene in 5% Bovinem Serumalbumin/ TBS (1x) 1 x 60 min
Inkubieren mit den primaren Antikérpern GFAP 1:250 und Vimentin 1:100 in 0,8%

Bovinem Serumalbumin/ 0,1% Triton-X-100/ TBS (1x) bzw. Kontrollserum (Negativ-

N o o &

Kontrolle ohne Antikérper) in feuchter Kammer bei 4°C fir 24 Stunden (h)

8. Waschen der Schnitte in TBS (1x) 3 x 5 min

9. Inkubieren mit den sekundaren Antikdrpern Alexa488 Esel Anti-Kaninchen (fur GFAP)
und Alexa546 Ziege Anti-Maus (fur Vimentin) jew. 1:10.000 in 0,8% Bovinem
Serumalbumin/ 0,1% Triton-X-100/ TBS (1x) fir 1 x 60 min

10. Waschen der Schnitte in TBS (1x) 3 x 5 min

11. Anfarben der Zellkerne mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (1x) 1 x 5 min

12. Waschen der Schnitte in TBS (1x) 2 x 5 min

13. Eindecken der Schnitte mit Fluorescence Mounting Medium®

3.2.7.2.3. Mikroskopie, Digitalisierung und Auswertung

Von jedem Praparat wurden mit dem Mikroskop Axio Imager.M2 und der Mikroskop-Kamera
AxioCam MRm Ubersichtsaufnahmen in 20-facher VergréRerung gemacht. Aufgrund der
Tatsache, dass die DAPI-gefarbten Zellkerne der auf3eren und inneren nukledren Schicht auf
einer anderen Ebene fokussiert werden als die Muller-Zellen, wurden die Einzelbilder in dem
Computerprogramm /magedJ Ubereinander gelegt und ein Kompositbild erstellt. Anschlieend

erfolgte die qualitative Evaluierung der aktivierten Muller-Zellen.
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3.2.8. Genexpressionsanalytische Untersuchungen (messenger Ribonukleinsaure
-Expression)

Zur Beantwortung der Fragen, ob das verwendete Mausmodell der OIR per se schon zu

einer veranderten retinalen Komplementaktivitat fuhrt und ob eine Beeinflussung durch Cbha-

Supplementierung mdglich ist, wurden zusatzlich zu den messenger Ribonukleinsaure

(mRNA)-Expressionsdaten der PBS- und Cb5a-Gruppe Daten von in Umgebungsluft

gehaltenen Mausen (Normoxia-Gruppe) und von Mausen, die nur dem OIR-Modell ohne

Verabreichung von i.p. Injektionen unterzogen wurden (OIR-Gruppe), erhoben.

3.2.8.1. Praparation und Lagerung von nativen Retina-Proben

Im Anschluss an die Enukleation wurde die Cornea sofort kreuzférmig eréffnet und die Linse
und der Glaskorper vorsichtig entfernt. Anschliellend wurde das Retinamaterial vorsichtig,
aber zugig in einem Stlck unter Fixierung des Sehnervens und unter Schonung der
Choroidea durch die Cornea-Offnung herausgeschoben und einzeln in einem vorbereitetes

Cryo Tube in Flussigstickstoff Uberfuhrt. Bis zur mRNA-Isolierung, wurden die Proben bei

minus 80°C gelagert.

3.2.8.2. Ribonukleinsaure-lsolierung

Jedes native Retina-Praparat wurde in 350ul eisgekiuhltem Buffer RLT Lysis-Puffer
(Bestandteil des Qiagen RNeasy Mini Kit) auf Eis aufgetaut und dann mit Hilfe eines Pistills
(vorher Uber Nacht in 0,1 % Diethyl Pryrokarbonat (DEPC)/ Aqua dest. inkubiert, dann darin
autoklaviert) homogenisiert, bevor die gesamte Ldsung auf eine QIAshredder-Saule
aufgetragen und 3 min bei maximaler Geschwindigkeit (20.000 rpm) zentrifugiert wurde. Die
anschlieBende Ribonukleinsaure (RNA)-Isolierung erfolgte nach Herstellerprotokoll mit dem
RNeasy Mini Kit einschliefl3lich Desoxyribonuklease (DNase)-Verdau auf der Saule. Die fertig
isolierte RNA wurde in 52 pul Ribonukleasen (RNase)-freiem Wasser geldst und die
Konzentration und Reinheit der RNA spektrometrisch mit dem NanoDrop (nach
Herstellerangaben) bestimmt. Erfolgte die Weiterverarbeitung direkt im Anschluss, wurden
die Proben kurzzeitig auf Eis gehalten. Ansonsten wurde die isolierte RNA bis zur

Umschreibung in komplementare Desoxyribonukleinsdure bei -80°C gelagert.
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3.2.8.3. Reverse Transkription (Umschreiben in komplementére

Desoxyribonukleinséaure)

Wahrend der Reversen Transkription wird aus der isolieten RNA komplementare
Desoxyribonukleinsdure (cDNA) synthetisiert, welche fur die quantitative Real-Time PCR
bendtigt wird. Die Umschreibung wurde mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit
entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurden mdgliche eventuell noch vorhandene Verunreinigungen mit
genomischer Desoxyribonukleinsaure (gDNA) eliminiert. Dazu wurde zuerst jede RNA-Probe
(maximal 1 pg) mit 2 pl gDNA Wipeout Buffer versetzt und das Reaktionsvolumen dann mit
RNase-freiem Wasser auf 14 ul aufgefillt (Tab. 2), 2 min. bei 42°C inkubiert und dann direkt

auf Eis gestellt.

Tab. 2 Reaktionsansatz fiir die Elimination genomischer Desoxyribonukleinsdure (QDNA) modifiziert

nach Qiagen Protokoll.

Komponente Volumen/ Reaktion
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2,0 yl
Template-RNA variabel (max. 1 pg)
RNase-freies Wasser variabel
Gesamtreaktionsvolumen 14,0 pl

gDNA, genomische Desoxyribonukleinsdure; RNA, Ribonukleinsdure, RNase, Ribonuklease.

Fir die Reverse Transkription wurden im Anschluss die Reaktionsansatze gemalR Tab. 3
pipettiert, die Proben 15 min bei 42°C inkubiert und die Reaktion dann bei 95°C (fir 3 min)
abgestoppt. Die Proben wurden unmittelbar auf Eis umgelagert und bis zur Verwendung flr
die Polymerase-Kettenreaktion bei -20°C aufbewahrt. Eine enzymfreie Kontroll-Probe wurde
stets mitgeflhrt.
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Tab. 3 Reaktionsansatz fir die reverse Transkription modifiziert nach Qiagen Protokoll.

Komponente Volumen/ Reaktion
Master Mix fiir Reverse Transkription

Reverse Transkriptase (RT), 20x 1,0 pl

RT-Puffer, 5x 4,0 pl

RT Primer-Mix, 20x 1,0 pl
Template-RNA

aus gDNA-Eliminierungs-Reaktion 14,0 pl
Gesamtreaktionsvolumen 20,0 pl

RT beinhaltet Ribonuklease-Inhibitor; RT-Puffer inklusive Magnesium2+ und  Desoxy-
Nukleosidtriphosphate (ANTPs).

RNA, Ribonuleinsaure ; gDNA, genomische Desoxyribonukleinsaure.

3.2.8.4. Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurde zur gezielten
Amplifikation der hergestellten cDNA-Fragmente eingesetzt und dient in der vorliegenden
Studie der mRNA-Expressionsanalyse von Komplementfaktoren. Die entstandene Menge
des jeweiligen Transkripts wird dabei parallel zur laufenden Reaktion mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green detektiert. Das Primerdesign erfolgte mit Hilfe der
Software Primerblast (Ye et al 2012). Dabei wurde darauf geachtet, dass die Primer
mdoglichst Exon-Exon-lUberspannend waren, wodurch die Amplifikation von DNA-
Kontaminanten vermieden und eine selektive Primer-Bindung an die cDNA-Fragmente
erreicht wird. Als Normierungsgen (house keeping gene) fir die spatere relative
Quantifizierung der Untersuchungsergebnisse nach Schmittgen und Livak (Schmittgen &
Livak 2008) diente die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH). GAPDH
wurde im Rahmen von voran gegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe fiur das
verwendete Versuchstier Maus im OIR-Modell als sehr stabil validiert.

Fir die Verifizierung der konstruierten Primer wurden einmalig im Anschluss an die qPCR
10ul der amplifizierten Proben (+ 2,5ul blauem Ladepuffer) in einem 2,0% Agarosegel
getrennt.

Die gPCR wurde mit dem Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit von Qiagen nach
Herstellerangaben durchgeflhrt. Fur jedes Primer-Paar wurde ein dreifacher
Reaktionsansatz (Triplet) entsprechend der Tab. 4 angefertigt und die Daten eines Triplets
dann in einem Mittelwert zusammengefasst. Die Amplifizierung der Proben im Rotor Gene Q
erfolgte in 40 Zyklen. Einer einmaligen Denaturierungszeit von 5 Minuten bei 95°C folgten
Zyklen mit je 15 Sekunden bei 95°C (DNA-Denaturierung), je 15 Sekunden bei 60°C (Primer-
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Annealing) und 15 Sekunden bei 72°C (DNA-Synthese). Dann wurde von 72°C jeweils um
1°C erhoht bis 95°C (Denaturierung der DNA fur die Schmelzkurvenanalyse) und die fertigen
Proben am Ende bei 20°C gehalten. Pro Primer-Paar wurde jeweils eine Wasserkontrolle
mitgefuhrt.

Die Datenerhebung erfolgte mit der Software Rotor Gene Q von Qiagen.

Tab. 4 Reaktionsansatz fir die Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion modifiziert nach

Qiagen Protokoll.

Komponente Volumen/ Reaktion
2x Rotor-Gene SYBR Green PCR Master Mix* 12,5 pl
Forward Primer (1 uM) 2,5 ul
Backward Primer (1 uM) 2,5yl
cDNA (3 ng/ pl) 5,0 l
RNase-freies Wasser 2,5 ul
Gesamtreaktionsvolumen 25,0 pl

*inklusive HotStarTaq Plus Desoxyribonukleinsdure Polymerase, Rotor-Gene SYBR Green-Puffer und
SYBR Green I.
cDNA, komplementare Desoxyribonukleinsaure; RNase, Ribonuklease.

3.2.8.5. Relative Quantifizierung der Daten mittels der Ct-Vergleichsmethode

Die Aufzeichnung der Rohdaten, die Schmelzkurvenanalyse und das manuelle Setzen des
Schwellenwertes erfolgte mit der QIAGEN Rotor Gene Q-Software.

Anhand einer Schmelzkurvenanalyse wurde zunachst Uberprift, ob ein einziges
Amplifikationsprodukt mit einem eindeutigen Maximum der Schmelzkurve entstanden ist und
nicht unspezifische Primerdimere (qualitative Untersuchung der qPCR-Produkte). Parallel
wurde die korrekte GroRe des Amplifikationsproduktes (in Basenpaaren, bp) mittels
Agarosegelelektrophorese bestimmt (vgl. Abschnitt 3.2.8.4). Um die Ct-Werte zu ermitteln,
wurde manuell im unteren Drittel des parallel verlaufenden exponentiellen Kurvenwachstums
(Y-Achse: Fluoreszenz; X-Achse: Anzahl der Zyklen) ein Schwellenwert (Threshold, T)
gesetzt. Der sich daraus ergebende C+-Wert beschreibt den PCR-Zyklus (Cycle, C), an dem
die gemessene Fluoreszenz aller Proben diesen Schwellenwert Ubersteigt (Schmittgen &
Livak 2008). Der Cr-Wert stellt demnach das zentrale Element der relativen Quantifizierung
der Daten dar.

Die mRNA-Expressionsdaten wurden mit Hilfe einer modifizierten von Applied Biosystems
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User Bulletin #2 vorgefertigten Excel-Tabelle nach der sogenannten comparative Cr method
(Cr-Vergleichsmethode) (Schmittgen & Livak 2008) — auch bekannt als 27**°-Methode —
relativ quantifiziert. Bei der relativen Quantifizierung werden die qPCR-Daten relativ zu
einem endogenen Normierungsgen dargestellt (Schmittgen & Livak 2008). Dazu wurde im
ersten Schritt fur jede einzelne Probe der Versuchs- und Kontrollgruppen der ACt-Wert
errechnet, indem die Differenz aus dem Ct-Wert des Normierungsgens (GAPDH) und dem
des zu untersuchenden Gen (Gene of interest, GOI) gebildet wurde [ ACy = (Ct GOI - Cy
GAPDH) ]. Die ACt-Werte einer Gruppe (Versuchs- oder Kontrollgruppe) wurden gemittelt
und die Gruppen-Daten in Balkendiagrammen dargestellt (Schmittgen & Livak 2008).

3.3. Statistische Auswertung
Eine statistische Analyse erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS fur die erhobenen Daten
der avaskularen Flache, der Gesamt-Tuftflache, der CD11b-positiven Zellen und der
aktivierten CD11b-positiven Zellen und mit dem Grafik- und Statistikprogramm
GraphPadPrism fur die mRNA-Expressionsanalyse. Fur die Gruppenstatistiken wurden die
Anzahl der Datensatze (N), der Mittelwert (MW) und der Standardfehler des Mittelwertes
(Standard error of the mean, SEM) bestimmt. Mit Hilfe von Balkendiagrammen wurden die
Werte graphisch dargestellt und verglichen.
Die Daten der einzelnen Versuchsgruppen und Zeitpunkte wurden nach erfolgreicher
Prifung der Variablen auf Normalverteilung mit einem zweiseitigen ungepaarten t-Test
(aufgrund unterschiedlicher Varianzen inklusive Korrektur nach Welch) auf signifikante
Unterschiede untersucht. Ein p-Wert von kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant

gewertet.

3.4. Vergleichbarkeit der Supplementierungs- und der
Inhibierungsgruppe

Bei der Datenauswertung erfolgte bewusst kein Vergleich zwischen der Supplementierungs-
und der Inhibierungs-Gruppe. Dies ware nur im Falle einer kombinierten Inhibierungs-
Injektion von C5a und NOX (C5a+NOX) sinnvoll gewesen, welche die Uberpriifung der
erfolgreichen C5a-Inhibierung durch NOX mdglich gemacht und so die Vergleichbarkeit (C5a
vs. C5a+NOX) erreicht hatte (zum Beispiel nach diesem Prinzip durchgefihrt von (Rohan et
al 2000)). Beide Effektorgruppen (C5a und NOX) wurden deshalb nur in Relation zur

Kontrollgruppe  (PBS) betrachtet und nicht direkt miteinander  verglichen.
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der histomorphologischen Untersuchungen
In den HE-Schnitten zeigten sich zwischen den einzelnen Gruppen histomorphologisch keine
Unterschiede bezlglich der Vaskularisierungs-Dichte, Tuft-Dichte oder der typischen
physiologischen Schichtung der Retina. Die charakteristischen Merkmale der vaskularen,

avaskularen und Tuft-Zone waren in allen drei Gruppen ausgepragt.

4.2. Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

4.2.1. Quantifizierung der avaskuldren Flache
Die GroRe der avaskularen Flache der C5a-Gruppe und die der PBS-Gruppe waren zum
Zeitpunkt P14 vergleichbar (21,5% + 0,7%; N = 6 versus 20,9% * 0,8%; N = 6; p = 0,602;
Abb. 14 oben links). An P17 war die avaskulare Flache der C5a-Gruppe mit 5,6% + 1,1% (N
= 6) signifikant kleiner als die der PBS-Gruppe mit 8,9% + 1,0% (N = 8) (p = 0,044; Abb. 14
oben Mitte). Zum Zeitpunkt P21 betrug die avaskulare Flache in der C5a-Gruppe 0,8% =
0,8% (N = 6). Verglichen mit der PBS-Gruppe (0,3% + 0,2%; N = 6) gab es keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,513; Abb. 14 oben rechts).
Die Gréle der avaskularen Flache der NOX-Gruppe betrug an P14 18,8% £ 0,9% (N = 6), an
P17 8,0% £ 1,4% (N = 8) und an P21 1,7% * 1,1% (N = 6) und unterschied sich zu keinem
Zeitpunkt signifikant von der PBS-Gruppe (p = 0,122 fur P14, p = 0,600 fur P17 und p =
0,235 fur P21; Abb. 14 unten).
Die Rdulckbildung (Revaskularisation) der avaskularen Flache konnte bei allen drei
Versuchsgruppen deutlich im zeitlichen Verlauf der untersuchten Zeitpunkte P14, P17 und
P21 beobachtet werden.
Abb. 5 zeigt anhand der PBS-Gruppe beispielhaft die Entwicklung der avaskularen Zone von
P14 bis P21 im verwendeten OIR-Modell.
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Abb. 14 Anteil der avaskularen Flache an der Gesamtflache der Netzhaut der Maus in Prozent nach
Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Vergleich der prozentualen Grofke der avaskularen Flache zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der
NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21 (v.L.n.r.) (N
= 6-8). MW + SEM; *p < 0,05. P, postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a
(Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlosung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20
(Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten Retinae pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM

(Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.

4.2.2. Quantifizierung der Gesamt-Tuftflache

Zum Zeitpunkt P17 betrug die Gesamt-Tuftflache der C5a-Gruppe 2,0% + 0,5% (N = 6) der
gesamten Retinaflache und war signifikant geringer als die der PBS-Gruppe (5,9% = 1,0%; N
= 8; p = 0,006; Abb. 15 links). Der Anteil der Tufts an der gesamten Retinaflache der NOX-
Gruppe unterschied sich zum selben Zeitpunkt nicht von dem der PBS-Gruppe (5,6% =
1,3%; N =8 versus 5,9% + 1,0%; N = 8; p = 0,853; Abb. 15 rechts).

Abb. 5 zeigt anhand der PBS-Gruppe beispielhaft das Ausmal der Gesamt-Tuftflache an
P17 im verwendeten OIR-Modell.

Die Tuftauspragung erreicht ihr Maximum zum Zeitpunkt P17 (Stahl et al 2010b). Deshalb

und aufgrund der Tatsache, dass in den Untersuchungen zu der avaskularen Flache (vgl.
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Abschnitt 4.2.1), den Gesamt-CD11b-positiven Zellen (vgl. Abschnitt 4.2.3) und den
aktivierten CD11b-positiven Zellen (vgl. Abschnitt 4.2.4) signifikante Unterschiede
Uberwiegend nur an P17 gefunden wurden, wurde auf die Analyse der Zeitpunkte P14 und
P21 verzichtet.

P17 P17

*%

Gesamt-Tuftflache (%)
Gesamt-Tuftflache (%)

o (2] (2]
©
3 L Y L

Abb. 15 Anteil der Gesamt-Tuftflache an der Gesamtflache der Netzhaut der Maus in Prozent nach
Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Vergleich der Grofke der Gesamt-Tuftflache zwischen der C5a-Gruppe (links) und der NOX-Gruppe
(rechts) mit der PBS-Gruppe zum Untersuchungszeitpunkt P17 (N = 6-8). MW + SEM; **p < 0,01. P,
postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte
Salzlésung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten
Retinae pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des

Mittelwertes.

4.2.3. Quantifizierung der Gesamt-CD11b-positiven Zellen

4.2.3.1. Vergleich der einzelnen Vaskularisierungszonen innerhalb einer

Versuchsgruppe

Die Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen in der avaskuldren Zone war in allen drei
Gruppen (C5a, PBS und NOX) zu den Zeitpunkten P14 und P17 signifikant kleiner
verglichen mit der vaskuldren Zone (Tab. 5, Abb. 16). An P17 waren es ebenfalls
gruppenubergreifend signifikant weniger CD11b-positive Zellen in der avaskuléren Zone als
in der Tuft-Zone (Tab. 5, Abb. 16). Die Zellverteilung in den drei Vaskularisierungszonen war
an P21 fur die C5a- und die PBS-Gruppe ohne signifikante Unterschiede (Tab. 5, Abb. 16).
In der NOX-Gruppe gab es zum Zeitpunkt P21 eine signifikant kleinere Anzahl Gesamt-
CD11b-positiver Zellen in der Tuft-Zone verglichen mit der vaskularen Zone (Tab. 5, Abb.
16).
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Da fir die avaskuldre Zone der PBS-Gruppe zum Zeitpunkt P21 nur ein einzelner Wert
bestimmt werden konnte, war eine statistische Analyse flir und in Zusammenhang mit

diesem Wert nicht sinnvoll (Tab. 5).
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Tab. 5 Ubersicht: Vergleich der Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen pro mm? in retinalen

Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoff von P7 bis

P12) zwischen den verschiedenen Vaskularisierungszonen (avaskulare, Tuft- und vaskuldre Zone)

innerhalb der einzelnen Injektionsgruppen C5a (oberer Abschnitt der Tabelle), PBS (mittlerer Abschnitt
der Tabelle) bzw. NOX (unterer Abschnitt der Tabelle) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und

P21.
Gruppe | Zeitpunkt | Res | VZ | N/R, | MW | *SEM | pWert | pWert | pWert
(n/mm®) (n/mm®) AvsV AvsT VvsT
Cbha P14 6 A 24 /6 321 14
0,004 - -
V 24 /6 400 22
P17 6 A 24 /6 189 13
T 24 /6 277 8| <0,001 < 0,001 0,700
V 24 /6 282 10
P21 6 A 8/3 307 57
T 12/4 313 26 | 0,361 0,918 0,061
V 24 /6 364 13
PBS P14 6 A 24 /6 323 16
0,000 - -
V 24 /6 451 17
P17 8 A 32/8 279 16
T 32/8 385 19| 0,001 < 0,001 0,433
V 32/8 365 18
P21 6 | A 1/1 360 -
T 21/6 380 17 - - 0,282
V 24 /6 407 18
NOX P14 6 A 24 /6 329 14
< 0,001 - -
V 24 /6 467 27
P17 8 A 30/ 8 258 13
T 32/8 348 13 | < 0,001 < 0,001 0,050
V 32/8 391 17
P21 6 A 9/3 315 41
T 1715 321 24 | 0,050 0,893 0,019
V 24 /6 393 18

C5a, Komplementfaktor

(Kontrollgruppe); NOX,

5a

(Supplementierungsgruppe);
NOX-D20

PBS, phosphatgepufferte Salzlésung

(Inhibierungsgruppe); P, postnataler

Tag;

Rges,

Anzahl

ausgewerteter Retinae; VZ, Vaskularisierungszone; A, avaskulare Zone; T, Tuft-Zone; V, vaskulare

Zone; N, Anzahl ausgezahlter Areale; R, Anzahl auszahlbarer Retinae; MW, Mittelwert; SEM

(Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes; n, Zellzahl; fett gedruckt, signifikante p
Werte (p < 0,05).
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Abb. 16 Verteilung der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen pro mm? in retinalen Flachpraparaten der
Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) in den
einzelnen Injektionsgruppen.

Vergleich der drei Vaskularisierungszonen (avaskular, Tuft und vaskular) innerhalb der C5a-Gruppe
(oben), PBS-Gruppe (Mitte) und NOX-Gruppe (unten) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21
(v..n.r.) (N = 6-8). MW = SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. P, postnataler Tag; Cb5a,
Komplementfaktor 5a  (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte  Salzlésung
(Kontrollgruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten Retinae pro
Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.

4.2.3.2. Gruppenvergleich innerhalb der avaskuldren Zone

In der avaskularen Zone war die Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen der C5a-Gruppe
und die der PBS-Gruppe zum Zeitpunkt P14 vergleichbar groR (321/mm? + 14/mm? N = 24
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versus 323/mm? + 16/mm2; N = 24; p = 0,928; Abb. 17 oben links). An P17 waren mit 189 +
13 (N = 24) signifikant weniger CD11b-positive Zellen pro mm? in der avaskuldren Zone der
C5a-Gruppe als in der der PBS-Gruppe mit 279 + 16 (N = 32) (p < 0,001; Abb. 17 oben
Mitte). Zum Zeitpunkt P21 waren in der avaskularen Zone der C5a-Gruppe 307 + 57 CD11b-
positive Zellen pro mm? (N = 8).

In der NOX-Gruppe betrug die Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen in der avaskularen
Zone an P14 329/mm? + 14/mm? (N = 24), an P17 258/mm? + 13/mm? (N = 30) und an P21
315/mm? + 41/mm? (N = 9) und unterschied sich weder an P14 noch an P17 signifikant von
der PBS-Gruppe (p = 0,767 fur P14, p = 0,304 flr P17; Abb. 17 unten links und unten Mitte).
Ein Vergleich mit der PBS-Gruppe fiir den Zeitpunkt P21 (360/mm? N = 1; Abb. 17 rechts

oben und unten) war wie oben bereits erlautert nicht mdglich.
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Abb. 17 Verteilung der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen pro mm? in der avaskuldren Zone von
retinalen  Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter  Retinopathie  (75%
Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Vergleich zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum
Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21 (v.l.n.rr.) (N = 6-8). MW + SEM; ***p < 0,001. P,
postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte
Salzlésung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten
Retinae pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des

Mittelwertes.
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4.2.3.3. Gruppenvergleich innerhalb der Tuft-Zone

In der Tuft-Zone war die Anzahl der Gesamt-CD11b-positiven Zellen der C5a-Gruppe sowohl
zum Zeitpunkt P17 als auch an P21 signifikant kleiner als die der PBS-Gruppe (277/mm? +
8/mm?% N = 24 versus 385/mm? + 19/mm?; N = 32; p < 0,001 und 313/mm? £ 26/mm? N = 12
versus 380/mm?” £ 17/mm? N = 21; p = 0,030; Abb. 18 oben).

Waéhrend zum Zeitpunkt P17 vergleichbar viele CD11b-positive Zellen in der Tuft-Zone der
NOX-Gruppe und der PBS-Gruppe vorhanden waren (348/mm? + 13/mm?% N = 32; p =
0,117), war die Anzahl in der NOX-Gruppe im Vergleich zur PBS-Gruppe an P21 signifikant
reduziert (321/mm?® £ 24/mm?; N = 17; Abb. 18 unten).
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Abb. 18 Verteilung der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen pro mm? in der Tuft-Zone von retinalen
Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7
bis P12).

Vergleich zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum
Untersuchungszeitpunkt P17 (links) und P21 (rechts) (N = 6-8). MW + SEM; *p < 0,05; ***p < 0,001.
P, postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte
Salzlésung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten
Retinae pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des

Mittelwertes.
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4.2.3.4. Vergleich der Verteilung CD11b-positiver Zellen zwischen der inneren

und der dauBeren Schicht in der Netzhaut

Zum Zeitpunkt P14 war in der inneren Schicht die Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen
der avaskularen und vaskularen Zone sowohl in der C5a-Gruppe als auch in der PBS-
Gruppe vergleichbar (Tab. 6, Abb. 19). Wahrend bei der C5a-Gruppe und der PBS-Gruppe
an P14 nur in der duReren Schicht signifikant weniger Zellen in der avaskularen im Vergleich
zur vaskularen Zone waren (Tab. 7, Abb. 19), traf dies bei der NOX-Gruppe an P14 in
beiden Schichten zu (Tab. 6, Tab. 7, Abb. 19).

Bei der Cb5a- und der PBS-Gruppe waren zum Zeitpunkt P17 in der inneren Schicht
signifikant mehr CD11b-positive Zellen in der Tuft- als in der avaskularen und der vaskularen
Zone vorhanden; die Zellzahl in der avaskularen und vaskularen Zone war dabei
vergleichbar groR® (Tab. 6, Abb. 19). In der NOX-Gruppe war an P17 die Zellzahl in der
inneren Schicht in der avaskularen Zone signifikant geringer verglichen mit der in der Tuft-
und in der vaskularen Zone; die Zellzahl der inneren Schicht in der Tuft- und der vaskularen
Zone war vergleichbar grof3 (Tab. 6, Abb. 19).

An P21 gab es in der inneren Schicht sowohl bei der C5a- als auch bei der NOX-Gruppe
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Vaskularisierungszonen (Tab. 6, Abb.
19). Bezlglich der duferen Schicht war gruppenibergreifend wie zum Zeitpunkt P17 auch
die Zellzahl in der avaskularen Zone am geringsten, in der vaskularen hingegen am gréf3ten
und alle Unterschiede waren statistisch signifikant; ausgenommen davon: PBS P21
avaskulare Zone und Vergleiche damit (Tab. 7, Abb. 19). Den einzigen signifikanten
Unterschied an P21 innerhalb der inneren Schicht gab es in der PBS-Gruppe, wo die
Gesamtsumme der CD11b-positiven Zellen in der Tuft-Zone signifikant héher war als in der
vaskularen Zone (Tab. 7, Abb. 19).

Die Unterschiede der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen zwischen den einzelnen
Vaskularisierungszonen waren in der &uReren Schicht mit wenigen Ausnahmen hoch
signifikant, in einem grélReren Ausmald als in der inneren Schicht. Zudem fallt auf, dass in
der inneren Schicht der vaskuldren Zone zwar durchgehend mehr Zellen waren als in der

aulderen, der Unterschied im zeitlichen Verlauf jedoch deutlich abnahm (Tab. 7, Abb. 19).
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Tab. 6 Ubersicht: Vergleich der Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen der inneren Schicht pro mm?
(75%

Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) zwischen den verschiedenen Vaskularisierungszonen

in retinalen Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie

(avaskulare, Tuft- und vaskulare Zone) innerhalb der einzelnen Injektionsgruppen C5a (oberer
Abschnitt der Tabelle), PBS (mittlerer Abschnitt der Tabelle) bzw. NOX (unterer Abschnitt der Tabelle)
zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21.

Gruppe | Zeitpunkt | Res | VZ | N/R, | MW | *SEM j pWert | pWert | pWert
(n/mm°<) (n/mm°<) AvsV, Arvs T, V,vs T,
Cbha P14 6 A 24 /6 263 13
0,601 - -
\ 24 /6 274 17
P17 6 A 24 /6 175 12
T 24 /6 206 8 | 0,677 0,034 0,001
V, 24 /6 169 8
P21 6 A 8/3 257 45
T 12/4 217 24 | 0,310 0,399 0,669
\ 24 /6 207 11
PBS P14 6 A 24 /6 266 13
0,135 - -
\ 24 /6 293 13
P17 8 A 32/8 229 12
T 32/8 279 15| 0,745 0,013 0,009
V, 32/8 223 14
P21 6 A 1/1 239 -
T 21/6 270 13 - - 0,048
\ 24 /6 231 14
NOX P14 6 A 24 /6 266 11
0,039 - -
\ 24 /6 316 20
P17 8 A 30/8 217 12
T 32/8 255 11| 0,049 0,025 0,962
V, 32/8 254 14
P21 6 A 9/3 102 34
T 1715 218 16 | 0,239 0,365 0,607
\ 24 /6 208 11
C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlésung

(Kontrollgruppe); NOX, NOX-D20 Rges; Anzahl

ausgewerteter Retinae; VZ, Vaskularisierungszone; A,, avaskulare Zone der inneren Schicht; T,, Tuft-

(Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag;
Zone der inneren Schicht; V|, vaskuldre Zone der inneren Schicht; N, Anzahl ausgezahlter Areale; R,,
Anzahl auszahlbarer Retinae; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des

Mittelwertes; n, Zellzahl; fett gedruckt, signifikante p Werte (p < 0,05).
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Tab. 7 Ubersicht: Vergleich der Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen der duReren Schicht pro mm?
(75%

Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) zwischen den verschiedenen Vaskularisierungszonen

in retinalen Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie

(avaskulare, Tuft- und vaskulare Zone) innerhalb der einzelnen Injektionsgruppen C5a (oberer
Abschnitt der Tabelle), PBS (mittlerer Abschnitt der Tabelle) bzw. NOX (unterer Abschnitt der Tabelle)
zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21.

Gruppe | Zeitpunkt | Rees | VZ | N/Ry | MW | *SEM | pWert | pWert | pWert
(n/mm°) (n/mm“) | Aovs Vo Ao vs To Vovs To
Cbha P14 6 Ao | 24/6 58 4
< 0,001 - -
Vo | 24/6 126 8
P17 6 Ao | 24/6 14 3
To | 24/6 71 6 | <0,001 < 0,001 < 0,001
Vo | 24/6 114 4
P21 6 Ao 8/3 50 16
To 12/4 96 9| <0,001 0,015 < 0,001
Vo | 24/6 157 6
PBS P14 6 Ao | 24/6 57 6
< 0,001 - -
Vo | 24/6 158 7
P17 8 Ao | 32/8 50 6
To 32/8 107 6 | <0,001 < 0,001 < 0,001
Vo | 32/8 142 6
P21 6 Ao 1/1 67 -
To | 21/6 110 8 - - < 0,001
Vo | 24/6 176 8
NOX P14 6 Ao | 24/6 63 7
< 0,001 - -
Vo | 24/6 151 10
P17 8 Ao | 30/8 42 4
To 32/8 93 4 | <0,001 < 0,001 < 0,001
Vo | 32/8 137 5
P21 6 Ao 9/3 62 10
To 1715 103 10 | < 0,001 0,015* < 0,001
Vo | 24/6 185 11
C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlésung

(Kontrollgruppe); NOX, NOX-D20 Rges; Anzahl

ausgewerteter Retinae; VZ, Vaskularisierungszone; Ao, avaskuldare Zone der duReren Schicht; To,

(Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag;
Tuft-Zone der auflieren Schicht; Vo, vaskuldre Zone der aulleren Schicht; N, Anzahl ausgezahlter
Areale; R,, Anzahl auszahlbarer Retinae; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean),

Standardfehler des Mittelwertes; n, Zellzahl; fett gedruckt, signifikante p Werte (p < 0,05).
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Abb. 19 Verteilung der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen pro mm? in retinalen Flachpraparaten der
Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) in den
einzelnen Injektionsgruppen unterteilt nach Schichtzugehorigkeit.

Vergleich der drei Vaskularisierungszonen (avaskular, Tuft und vaskular) unterteilt in innere (schwarze
Balken) und aufere Schicht (graue Balken) innerhalb der C5a-Gruppe (oben), PBS-Gruppe (Mitte)
und NOX-Gruppe (unten) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21 (v.l.n.r.) (N = 6-8). MW %
SEM; innere Schicht: ¢p < 0,05; ¢¢p < 0,01; auBere Schicht: *p < 0,05; ***p < 0,001. Cba,
Komplementfaktor 5a  (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte  Salzlésung
(Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag; N, Anzahl der
ausgewerteten Retinae pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean),

Standardfehler des Mittelwertes.
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4.2.4. Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiver Zellen
Die Analyse der Daten wurde einmal inklusive und einmal exklusive der Auszahlungsareale,
deren GrolRRe eine Flache von 10.000 pm2 unterschritt, durchgeflhrt. Die statistischen
Signifikanzen waren in beiden Fallen bis auf eine Ausnahme gleich, sodass auch die hoch

gerechneten Daten dieser Kleinstareale mit in die Auswertung aufgenommen wurden.

4.241. Vergleich der einzelnen Vaskularisierungszonen innerhalb einer

Versuchsgruppe

Die Anzahl der aktivierten CD11b-positiven Zellen in der avaskularen Zone war in allen drei
Gruppen (C5a, PBS und NOX) zu den Zeitpunkten P14 und P17 signifikant groRer
verglichen mit der vaskularen Zone. Fir die NOX-Gruppe traf dies auch fir P21 zu (Tab. 8,
Abb. 20).

An P17 und P21 waren gruppenubergreifend signifikant mehr aktivierte CD11b-positive
Zellen in der Tuft-Zone als in der vaskularen Zone, wobei die Zellzahl in der avaskularen und
in der Tuft-Zone vergleichbar grol3 war (Tab. 8, Abb. 20).

Der Groldteil aktivierter CD11b-positiver Zellen befand sich in der avaskuldren und in der
Tuft-Zone. lhre Anzahl in der vaskuldren Zone stieg im zeitlichen Verlauf in allen drei
Gruppen signifikant an (Abb. 21). Zwischen P14 und P17 war in der PBS-Gruppe und in der
NOX-Gruppe der signifikante Anstieg der Zellzahl fir die vaskulare, in der C5a-Gruppe fur
die avaskuldre Zone zu verzeichnen. Zwischen P17 und P21 gab es einen zuséatzlichen
signifikanten Anstieg der Zellzahl der aktivierten CD11b-positiven Zellen in der vaskularen
Zone in der C5a-Gruppe.

In der avaskuldren Zone kamen die aktivierten CD11b-positiven Zellen Uberwiegend in
grolRen, rdumlich deutlich begrenzten Ansammlungen vor, d.h. es gab avaskulare Bereiche
mit sehr vielen und, direkt daran angrenzend, Bereiche ohne aktivierte CD11b-positiven
Zellen (Abb. 22). Es wurde zudem eine rdumliche Nahe dieser Zellansammlungen zu den
sog. tip cells der Tuft-Region beobachtet (Abb. 22).

In sechs Fallen (1x C5a-Gruppe P21, 1x PBS-Gruppe P14, 3x PBS-Gruppe P21und 1x
NOX-Gruppe P21) wurden vergleichbare Zellansammlungen in der vaskularen Zone
gefunden (Abb. 23). Diese Zellansammlungsbereiche wurden bei der Zellauszahlung

innerhalb der vaskularen Zone bewusst ausgeschlossen.
In retinalen Flachpréaparaten von Normoxia-Kontrollmausen wurden Uber die gesamte Flache

verteilt so gut wie keine aktivierten CD11b-positiven Zellen gefunden (vgl. Erganzende Abb.

33 im Anhang; Daten sind nicht Teil der vorliegenden Studie).
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Tab. 8 Ubersicht: Vergleich der aktivierten CD11b-positiven Zellen pro mm?® in retinalen

Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7

bis P12) zwischen den verschiedenen Vaskularisierungszonen (avaskulare, Tuft- und vaskulare Zone)

innerhalb der einzelnen Injektionsgruppen C5a (oberer Abschnitt der Tabelle), PBS (mittlerer Abschnitt
der Tabelle) bzw. NOX (unterer Abschnitt der Tabelle) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und

P21.
Gruppe | Zeitpunkt | Rges | VZ | N/R4 (n'/\:lnvrzz) (i/SmEml\g) Z\\//\/se\r/t i\\//vse'rl't ;\)/\:/\;e_rrt
Cbha P14 6 A 48 /6 153 11
< 0,001 - -
\Y 49/6 11 3
P17 6 A 38/6 232 36
T 4716 209 34 | <0,001 0,642 < 0,001
\Y 48 /6 10 2
P21 6 A 12/3 202 85
T 25/4 298 70 | 0,082 0,420 0,001
V 48 /6 38 6
PBS P14 6 A 48 /6 289 15
< 0,001 - -
V 48 /6 11 2
P17 8 A 64/8 227 30
T 64/8 312 37 | <0,001 0,079 < 0,001
Vv 64/8 42 9
P21 6 A 9/3 214 101
T 43/6 338 53| 0,114 0,331 | <0,001
V 48 /6 35 5
NOX P14 6 A 48 /6 234 13
< 0,001 - -
\ 48 /6 8 2
P17 8 A 59/8 245 28
T 64/8 298 28 | < 0,001 0,179 < 0,001
\ 64/8 19 4
P21 6 A 18/3 167 45
T 35/6 222 43| 0,007 0.419 < 0,001
\ 50/6 30 5
C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlésung

(Kontrollgruppe); NOX, NOX-D20 Rges; Anzahl

ausgewerteter Retinae; VZ, Vaskularisierungszone; A, avaskulare Zone; T, Tuft-Zone; V, vaskulare

(Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag;
Zone; N, Anzahl ausgezahlter Areale; R, Anzahl auszahlbarer Retinae; MW, Mittelwert; SEM
(Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes; n, Zellzahl; fett gedruckt, signifikante p

Werte (p < 0,05).
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Abb. 20 Verteilung der aktivierten CD11b-positiven Zellen pro mm? in retinalen Flachpraparaten der
Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) in den
einzelnen Injektionsgruppen.

Vergleich der drei Vaskularisierungszonen (avaskular, Tuft und vaskular) innerhalb der C5a-Gruppe
(oben), PBS-Gruppe (Mitte) und NOX-Gruppe (unten) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21
(v.ln.r) (N = 6-8). MW + SEM; **p < 0,01; ***p < 0,001. Cba, Komplementfaktor 5a
(Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlosung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20
(Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag; N, Anzahl der ausgewerteten Retinae pro Zeitpunkt; MW,
Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.
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Abb. 21 Zeitlicher Verlauf der Verteilung der aktivierten CD11b-positiven Zellen pro mm? in retinalen
Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7
bis P12) in den einzelnen Injektionsgruppen.

Vergleich der Entwicklung von den Untersuchungszeitpunkten P14 zu P17 und P17 zu P21 in der
avaskularen Zone (grob gestrichelt), der Tuft-Zone (durchgéngige Linie) und der vaskularen Zone (fein
gestrichelt) innerhalb der C5a-Gruppe (links), PBS-Gruppe (Mitte) und NOX-Gruppe (rechts) (N = 6—
8). MW + SEM; *p < 0,05 *p < 0,01; *p < 0,001. Cb5a, Komplementfaktor 5a
(Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlosung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20
(Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag; N, Anzahl der ausgewerteten Retinae pro Zeitpunkt; MW,

Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.

Abb. 22 Beispiel fur die raumliche Ansammlung aktivierter CD11b-positiver Zellen (weifes Oval) in
der avaskularen Zone des retinalen Flachpraparats einer mit C5a-Injektionen behandelten Maus zum
Zeitpunkt P17 nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

In Grin dargestellt sind die retinalen BlutgefalRe (IB4-positiv), in Rot die CD11b-positiven Zellen.
Sowohl IB4- als auch CD11b-positive Strukturen erscheinen in der Vereinigung beider Kanale (Merge)
gelb. Malstabsbalken entspricht 100 um. C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe);

weiler Stern, zentrale Retina-Region (Sehnervenkopf-nah); A, avaskulare Zone; T, Tuft-Zone.
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Abb. 23 Beispiel fir die raumliche Ansammlung aktivierter CD11b-positiver Zellen (weier Kasten) in
der vaskularen Zone des retinalen Flachpraparats einer mit PBS-Injektionen behandelten Maus zum
Zeitpunkt P21 nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Links: Ubersicht eines zur Halfte dargestellten retinalen Flachpréparates mit den retinalen BlutgefaRen
(IB4-positiv, grin) und den CD11b-positiven Zellen (rot). Rechts: VergroRerte Darstellung der
markierten Zellansammlung der linken Abbildung (weiBer Kasten links). 1B,- und CD11b-positive
Strukturen erscheinen in der Vereinigung beider Kanale (Merge) gelb. Malistabsbalken entspricht 500
pm (links) und 100 um (rechts). PBS, phosphatgepufferte Salzldsung (Kontrollgruppe); weiler Stern,

zentrale Retina-Region (Sehnervenkopf-nah); A, avaskulare Zone; T, Tuft-Zone; V, vaskulare Zone.

4.2.4.2. Gruppenvergleich innerhalb der avaskuldren Zone

In der avaskuldren Zone waren zum Zeitpunkt P14 signifikant weniger aktivierte CD11b-
positive Zellen in der C5a-Gruppe vorhanden als in der PBS-Gruppe (153/mm? + 11/mm? N
= 48 versus 289/mm? + 15/mm2; N = 48; p < 0,001; Abb. 24 oben links). An P17 und P21
gab es zwischen der C5a- und der PBS-Gruppe keine signifikanten Unterschiede bezlglich
der Zellzahl in der avaskuldren Zone (232/mm? + 36/mm? N = 38 versus 227/mm? + 30/mm?;
N = 64; p = 0,923 fiir P17 und 202/mm? = 85/mm?% N = 12 versus 214/mm” £ 101/mm?;, N =
9; p = 0,929 fur P21; Abb. 24 oben Mitte und oben rechts).

In der NOX-Gruppe betrug die Anzahl der aktivierten CD11b-positiven Zellen in der
avaskuldren Zone an P14 234/mm? + 13/mm? (N = 48), an P17 245/mm? + 28/mm? (N = 59)
und an P21 167/mm? + 45/mm? (N = 18) und unterschied sich nur an P14 signifikant durch
eine geringerer Zellzahl von der PBS-Gruppe (p = 0,006 fur P14, p = 0,073 fur P17, p =
0,619 fur P21; Abb. 24 unten).
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Abb. 24 Verteilung der aktivierten CD11b-positiven Zellen pro mm? in der avaskuldren Zone von
retinalen  Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter  Retinopathie  (75%
Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Vergleich zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum
Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21 (v.l.n.r.) (N = 6-8). MW + SEM; **p < 0,01; ***p < 0,001.
P, postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte
Salzlésung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten
Retinae pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des

Mittelwertes.

4.2.4.3. Gruppenvergleich innerhalb der Tuft-Zone

In der Tuft-Zone waren zum Zeitpunkt P17 signifikant weniger aktivierte CD11b-positive
Zellen in der C5a-Gruppe als in der PBS-Gruppe (209/mm? + 34/mm? N = 47 versus
312/mm? + 37/mm2; N = 64; p = 0,049; Abb. 25 oben links). An P21 waren die Zellzahlen der
C5a- und der PBS-Gruppe vergleichbar groR (298/mm? + 70/mm?% N = 25 versus 338/mm? +
53/mm2; N =43; p = 0,656; Abb. 25 oben rechts).

In der NOX-Gruppe betrug die Anzahl der aktivierten CD11b-positiven Zellen in der Tuft-
Zone an P17 298/mm? + 28/mm? (N = 64) und an P21 222/mm? + 43/mm? (N = 35) und
unterschied sich weder an P17 noch an P21 signifikant von der PBS-Gruppe (p = 0,776 fur
P17, p = 0,109 fir P21; Abb. 25 unten).
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Abb. 25 Verteilung der aktivierten CD11b-positiven Zellen pro mm? in der Tuft-Zone von retinalen
Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7
bis P12).

Vergleich zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum
Untersuchungszeitpunkt P17 (links) und P21 (rechts) (N = 6-8). MW + SEM; *p < 0,05. P, postnataler
Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlésung
(Kontrollgruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten Retinae pro
Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.

4.2.5. Relativer Anteil der aktivierten an der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen

4.2.51. Vergleich der einzelnen Vaskularisierungszonen innerhalb einer

Versuchsgruppe

Mit einer Ausnahme war in allen drei Gruppen zu allen drei Zeitpunkten der relative Anteil
der aktivierten CD11b-positiver Zellen an der Gesamtmenge signifikant hdher in der
avaskularen Zone verglichen mit der vaskularen Zone (Tab. 9, Abb. 26). Die Ausnahme
kommt durch den oben bereits erwahnten einzelnen Wert bei der Untersuchung der Gesamt-
CD11b-positiven Zellen in der PBS-Gruppe zum Zeitpunkt P21 zustande. Ebenfalls
gruppenubergreifend war der relative Anteil der aktivierten CD11b-positiven Zellen in der
Tuft-Zone zu den Zeitpunkten P17 und P21 signifikant héher als in vaskuldren Zone (Tab. 9,
Abb. 26). Im Vergleich zwischen der avaskuldren und der Tuft-Zone gab es keine

signifikanten Unterschiede. In diesen beiden Zonen war der relative Anteil der aktivierten an

84



Ergebnisse

der Gesamtmenge der CD11b-positiven Zellen vor allem an P14 und P17 sehr hoch im

Vergleich zur vaskularen Zone.

Tab. 9 Ubersicht: Vergleich des relativen Anteils der aktivierten CD11b-positiven Zellen an der
Gesamtmenge CD11b-positiver Zellen in Prozent in retinalen Flachpraparaten der Maus nach
Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) zwischen den
verschiedenen Vaskularisierungszonen (avaskulare, Tuft- und vaskuldre Zone) innerhalb der
einzelnen Injektionsgruppen C5a (oberer Abschnitt der Tabelle), PBS (mittlerer Abschnitt der Tabelle)

bzw. NOX (unterer Abschnitt der Tabelle) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21.

; MW +SEM p Wert p Wert p Wert
Gruppe Zeitpunkt Rges | VZ N
(%) (%) AvsV AvsT VvsT
Cb5a P14 6 A 24 50 5
< 0,001 - -
\Y 24 3 1
P17 6 A 21 84 6
T 24 69 16 | < 0,001 0,421 < 0,001
Y 24 3 1
P21 6 A 8 48 16
T 12 64 11| 0,046 0,391 < 0,001
\Y 23 10 2
PBS P14 6 A 24 83 3
< 0,001 - -
Y 24 3 1
P17 8 A 32 66 6
T 32 69 6 | <0,001 0,772 < 0,001
Y 32 12 3
P21 6 A 1 26 —
T 20 68 8 - - < 0,001
Y 24 18 5
NOX P14 6 A 24 71 4
< 0,001 - -
Y 24 2 1
P17 8 A 30 72 7
T 32 70 6 | <0,001 0,814 < 0,001
Y 32 5 1
P21 6 A 9 51 13
T 17 48 10 | 0,010 0,876 0,001
\Y 23 8 2
C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlésung

(Kontrollgruppe); NOX, NOX-D20 Rges; Anzahl

ausgewerteter Retinae; VZ, Vaskularisierungszone; A, avaskulare Zone; T, Tuft-Zone; V, vaskulare

(Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag;
Zone; N, Anzahl der Vergleiche zwischen den Daten der Gesamt- und den Daten der aktivierten
CD11b-positiven Zellen; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des

Mittelwertes; fett gedruckt, signifikante p Werte (p < 0,05).
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Abb. 26 Verteilung des relativen Anteils aktivierter an der Gesamtmenge CD11b-positiver Zellen in
Prozent in retinalen Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75%
Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) in den einzelnen Injektionsgruppen.

Vergleich der drei Vaskularisierungszonen (avaskular, Tuft und vaskular) innerhalb der C5a-Gruppe
(oben), PBS-Gruppe (Mitte) und NOX-Gruppe (unten) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21
(v..n.or.) (N = 1-24; vgl. Tab. 9). MW + SEM; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Cba,
Komplementfaktor 5a  (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte  Salzlésung
(Kontrollgruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag; N, Anzahl der Vergleiche
zwischen den Daten der Gesamt- und den Daten der aktivierten CD11b-positiven Zellen; MW,
Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.

4.2.5.2. Gruppenvergleich innerhalb der avaskuldren Zone
In der avaskularen Zone war der relative Anteil aktivierter an der Gesamtmenge CD11b-

positiver Zellen zum Zeitpunkt P14 signifikant geringer in der C5a-Gruppe verglichen mit der
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PBS-Gruppe (50% % 5%; N = 24 versus 83% * 3%; N = 24; p < 0,001; Abb. 27 oben links).
An P17 gab es zwischen der C5a- und der PBS-Gruppe keine signifikanten Unterschiede
(84% * 6%; N = 21 versus 66% = 6%; N = 32; p = 0,054; Abb. 27 oben Mitte). An P21 lag
der relative Anteil aktivierter CD11b-positiver Zellen der C5a-Gruppe bei 44% + 16% (N = 8)
(Abb. 27 oben rechts).

In der NOX-Gruppe betrug der relative Anteil aktivierter CD11b-positiver Zellen an der
Gesamtmenge in der avaskularen Zone an P14 71% + 4% (N = 24), an P17 72% = 7% (N =
30) und an P21 51% = 13% (N = 9) und unterschied sich an P14 durch eine signifikant
geringerer Zellzahl von der PBS-Gruppe (p = 0,031 far P14, p = 0,521 far P17; Abb. 27
unten).

Aufgrund des avaskularen Einzelwertes von P21 der PBS-Gruppe war ein statistischer

Vergleich mit den Effektorgruppen fur diesen Zeitpunkt nicht méglich.
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Abb. 27 Vergleich des relativen Anteils aktivierter an der Gesamtmenge CD11b-positiver Zellen in
Prozent in der avaskularen Zone von retinalen Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter
Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Vergleich zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum
Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21 (v.L.n.r.) (N = 1-24; vgl. Tab. 9). MW + SEM; *p < 0,05;
***n < 0,001. P, postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS,
phosphatgepufferte Salzlosung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der
Vergleiche zwischen den Daten der Gesamt- und den Daten der aktivierten CD11b-positiven Zellen;
MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.
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4.2.5.3. Gruppenvergleich innerhalb der Tuft-Zone

In der Tuft-Zone war der relative Anteil aktivierter an der Gesamtmenge CD11b-positiver
Zellen an P17 und P21 in der C5a-Gruppe und der PBS-Gruppe vergleichbar grof3 (69% +
16%; N = 24 versus 69% + 6%; N = 32; p =0,966 fur P17 und 64% = 11%; N = 12 versus
68% * 8%; N = 20; p =0,742 fiir P21; Abb. 28 oben).

In der NOX-Gruppe betrug der relative Anteil aktivierter CD11b-positiver Zellen an der
Gesamtmenge in der Tuft-Zone an P17 70% + 6% (N = 32) und an P21 48% + 10% (N = 17).
Diese Werte waren ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich zu denen der PBS-Gruppe (p =
0,864 fur P17, p = 0,107 fir P21; Abb. 28 unten).
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Abb. 28 Vergleich des relativen Anteils aktivierter an der Gesamtmenge CD11b-positiver Zellen in
Prozent in der Tuft-Zone von retinalen Flachpraparaten der Maus nach Sauerstoff-induzierter
Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Vergleich zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum
Untersuchungszeitpunkt P17 (links) und P21 (rechts) (N = 1-24; vgl. Tab. 9). MW + SEM. P,
postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte
Salzlésung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der Vergleiche
zwischen den Daten der Gesamt- und den Daten der aktivierten CD11b-positiven Zellen; MW,
Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.
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4.2.6. Ausgemessene Auszdhlungsareale der Tuft-Zone zur Quantifizierung der
aktivierten CD11b-positiven Zellen — Ein Nebenbefund

Die zur Datenhochrechnung flr eine einheitliche Angabe der Zellzahl bendtigten

ausgemessene Tuft-Auszahlungsareale (die das normale Auszahlungsareal mit einer Gréle

von 0,15 mm? nicht erreichten), wurden in ihrer GréRe ebenfalls statistisch ausgewertet.

Zum Zeitpunkt P17 waren die zur Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiven Zellen
ausgemessenen Tuft-Auszahlungsareale in ihrer Ausdehnung signifikant kleiner in der C5a-
Gruppe verglichen mit der PBS-Gruppe (12.766um? + 1.597um? N = 47 versus 26.891um? +
2.612um?; N = 64; p < 0,001; Abb. 29 oben links). An P21 waren die ausgemessenen Tuft-
Auszahlungsareale der C5a- und der PBS-Gruppe vergleichbar groR (11.242um? +
1.553um?% N = 25 versus 10.511um? + 1.354um? N = 43; p = 0,733; Abb. 29 oben rechts).

In der NOX-Gruppe betrug die GroRe der ausgemessenen Tuft-Auszahlungsareale an P17
27.497um? + 3.079um? (N = 64) und an P21 11.383um? + 1.499um? (N = 35) und
unterschied sich weder an P17 noch an P21 signifikant von der der PBS-Gruppe (p = 0,881
fir P17, p = 0,667 fur P21; Abb. 29 unten).

Im zeitlichen Verlauf sank die GroRe der ausgemessenen Tuft-Auszahlungsareale vom
Zeitpunkt P17 zum Zeitpunkt P21 signifikant fur die PBS- und fur die NOX-Gruppe (p < 0,001
fur PBS und NOX), wahrend die ausgemessenen Tuft-Auszahlungsareale fir die Cba-
Gruppe sich von P17 zu P21 nicht signifikant veranderten (p = 0,539; Abb. 30).
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Abb. 29 Vergleich der GroRe der ausgemessenen Auszahlungsareale der Tuft-Zone zur
Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiven Zellen in me in retinalen Flachpraparaten der Maus
nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12).

Vergleich zwischen der C5a-Gruppe (oben) und der NOX-Gruppe (unten) mit der PBS-Gruppe zum
Untersuchungszeitpunkt P17 (links) und P21 (rechts) (N = 47 (C5a), 64 (PBS) und 64 (NOX) fir P17;
N = 25 (C5a), 43 (PBS) und 35 (NOX) fir P21). Skala der Y-Achse in 10.000 pmz-Schritten. MW +
SEM; ***p < 0,001. P, postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe); PBS,
phosphatgepufferte Salzlosung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20 (Inhibierungsgruppe); N, Anzahl der
ausgemessenen Auszahlungsareale pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean),

Standardfehler des Mittelwertes.
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Abb. 30 Zeitlicher Verlauf der GroRe der ausgemessenen Auszahlungsareale der Tuft-Zone zur
Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiven Zellen in pm2 in retinalen Flachpraparaten der Maus
nach Sauerstoff-induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) innerhalb den
einzelnen Injektionsgruppen.

Vergleich der Entwicklung von dem Untersuchungszeitpunkt P17 zu P21 in der NOX-Gruppe (grob
gestrichelt), in der PBS-Gruppe (durchgezogene Linie) und in der C5a-Gruppe (fein gestrichelt) (N =
47 (C5a), 64 (PBS) und 64 (NOX) fir P17; N = 25 (C5a), 43 (PBS) und 35 (NOX) fiir P21). Skala der
Y-Achse in 10.000 pmz-Schritten. MW + SEM; ***p < 0,001. Cb5a, Komplementfaktor 5a
(Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlosung (Kontroligruppe); NOX, NOX-D20
(Inhibierungsgruppe); P, postnataler Tag; N, Anzahl der ausgemessenen Auszadhlungsareale pro
Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.

4.2.7. Qualitative Evaluierung der Muller-Zellen

Die immunhistochemischen Farbungen zeigten eine GFAP-positive Gliose in der C5a- und
der PBS-Gruppe, wobei das Signal (die Gliose) im zeitlichen Verlauf von P14 zu P17 sich
leicht verstarkt hat (Abb. 31, griin, erste Zeile). Dass es sich dabei um eine Aktivierung der
Mdaller-Zellen handelt, bewies das gleichzeitig positive Signal fir Vimentin (Abb. 31, rot,
zweite Zeile), was sich in der Vereinigung beider Kanale (Merge, dritte Zeile) auf den Bildern
gelb darstellte. Bei den Zellen, die sich im Merge nur GFAP-positiv darstellten, handelt es
sich um hyperplastische Astrozyten. Ein positives Signal (sowohl GFAP als auch Vimentin)
war in der auf3eren Retina (ONL) an P17, nicht an P14, erkennbar (Abb. 31).

Aufgrund der Tatsache, dass in den Untersuchungen zu der avaskularen Flache (vgl.
Abschnitt 4.2.1), der Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen (vgl. Abschnitt 4.2.3) und den
aktivierten CD11b-positiven Zellen (vgl. Abschnitt 4.2.4) signifikante Unterschiede
Uberwiegend nur zwischen der PBS- und C5a-Gruppe gefunden wurden, wurde auf die

Analyse der NOX-Gruppe hinsichtlich der Maller-Zell-Aktivierung verzichtet.
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Abb. 31 Vergleich der Aktivierung von GFAP- und Vimentin-exprimierenden Glia-Zellen (Astrozyten
und Miller-Zellen) im retinalen Paraffinschnitt (4 um Schichtdicke) der Maus nach Sauerstoff-
induzierter Retinopathie (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) zwischen der C5a- und PBS-
Gruppe zum Untersuchungszeitpunkt P14 und P17.

Immunodetektion von GFAP (griin, erste Zeile) und Vimentin (rot, zweite Zeile) und beide Kanale
vereinigt (Merge, dritte Zeile). Vergleich zwischen den mit C5a-Injektionen behandelten (Spalte A und
C) und den mit PBS-Injektionen behandelten Mausen (Spalte B und D) zum Untersuchungszeitpunkt
P14 (Spalten A und B) und P17 (Spalten C und D). Im Merge sind aktivierte Muller-Zellen in Gelb
(sowohl GFAP- als auch Vimentin-positiv), aktivierte Astrozyten in Griin dargestellt (nur GFAP-positiv).
Das positive Signal in den AuRensegmenten der Photorezeptoren ist bedingt durch unspezifische
Bindung des sekundaren Antikérpers. Zellkernfarbung (blau) mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
(alle Aufnahmen). Malstabsbalken entspricht 50 um. P, postnataler Tag; C5a, Komplementfaktor 5a
(Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlésung (Kontrollgruppe); GCL, Ganglion
cell layer (Ganglienzellschicht); INL, Inner nuclear layer (innere Kdrnerschicht); ONL, Outer nuclear
layer (aullere Kornerschicht); OS, Outer segments (Aullensegmente der Photorezeptoren). Die
Zellkernfarbung mittels DAPI dient der Veranschaulichung der einzelnen Netzhautschichten. Zur
Ubersichtlicheren Darstellung der GFAP- und Vimentin-positiven Proteinstrukturen, wurde die

Immunodetektion von DAPI in den rechten zwei Dritteln der Abbildungen ausgeblendet.
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4.3. Ergebnisse der genexpressionsanalytischen Untersuchungen
Die Genexpression des Komplementfaktors (C)3 war sowohl in der PBS-Gruppe als auch in
der C5a-Gruppe signifikant héher verglichen mit Welpen, die in Umgebungsluft (Normoxia)
gehalten wurden. Die reine OIR-Gruppe unterschied sich weder signifikant von der
Normoxia-Gruppe, noch von den beiden Injektionsgruppen (PBS- und C5a-Gruppe) (Tab.
10, Abb. 32 links).

Die Genexpression des Komplementfaktors C1q war in der PBS-, C5a- und auch der OIR-
Gruppe signifikant héher im Vergleich zur Normoxia-Gruppe (Tab. 10, Abb. 32 Mitte). Die
C1g-Expression war auch hier zwischen der OIR-Gruppe und den zwei Injektionsgruppen
vergleichbar grol}.

Die Properdin-Expression der PBS- und der C5a-Gruppe war sowohl signifikant geringer im
Vergleich mit der Normoxia-Gruppe als auch im Vergleich mit der OIR-Gruppe (Tab. 10,
Abb. 32 rechts). Zwischen der Normoxia-Gruppe und der OIR-Gruppe konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Fur keines der drei untersuchten Gene konnte ein signifikanter Unterschied in der mRNA-

Expression zwischen der PBS- und der C5a-Gruppe festgestellt werden (Tab. 10, Abb. 32).

Aufgrund der Tatsache, dass in den Untersuchungen zur avaskularen Flache (vgl. Abschnitt
4.2.1), den Gesamt-CD11b-positiven Zellen (vgl. Abschnitt 4.2.3) und den aktivierten CD11b-
positiven Zellen (vgl. Abschnitt 4.2.4) signifikante Unterschiede Uberwiegend nur zum
Zeitpunkt P17 und zwischen der PBS- und C5a-Gruppe gefunden wurden, wurde auf die

Analyse der Zeitpunkte P14 und P21 und die Analyse der NOX-Gruppe komplett verzichtet.
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Abb. 32 Vergleich der relativ quantifizierten mRNA-Expression verschiedener Komplementproteine in
der Retina der Maus zwischen den einzelnen Versuchstiergruppen (Sauerstoff-induzierter
Retinopathie mit und ohne intraperitoneale Injektion) und der unbehandelten Gruppe bzw. den
Versuchstiergruppen untereinander zum Untersuchungszeitpunkt P17.

Quantitative PCR zur Untersuchung der C3-mRNA-Expression (links), der C1g-mRNA-Expression
(Mitte) und der Properdin-mRNA-Expression (rechts) in der Retina nach alleiniger Sauerstoff-
induzierter Retinopathie (OIR) (75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12) und nach Sauerstoff-
induzierter Retinopathie plus PBS- (OIR+PBS) bzw. plus C5a-Injektionen (OIR+C5a) verglichen mit in
Umgebungsluft gehaltenen Mausen (normoxia) zum Untersuchungszeitpunkt P17 (N = 4 fir OIR,
OIR+PBS und OIR+C5a; N = 7 flir normoxia). MW + SEM; *p < 0,05; **p < 0,01. 2'ACT, Wert der relativ
quantifizierten mMRNA-Expression (vgl. Abschnitt 3.2.8.5); GOI, Gene of interest; GAPDH,
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; C3, Komplementfaktor 3; C1q, Komplementfaktor 1q;
OIR, Sauerstoff-induzierte Retinopathie; C5a, Komplementfaktor 5a (Supplementierungsgruppe);
PBS, phosphatgepufferte Salzlésung (Kontrollgruppe); N, Anzahl der ausgewerteten Retinae pro
Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.
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Tab. 10 Ubersicht: Vergleich der relativ quantifizierten mRNA-Expression der Komplementproteine C3 (oberer Abschnitt der Tabelle), C1q
(mittlerer Abschnitt der Tabelle) bzw. Properdin (unterer Abschnitt der Tabelle) in der Retina der Maus zwischen der Normoxia-Kontrollgruppe
(normoxia) und den Versuchstiergruppen (Sauerstoff-induzierter Retinopathie mit (OIR+C5a, OIR+PBS) und ohne intraperitonealen Injektionen

(OIR)) bzw. den Versuchstiergruppen untereinander zum Untersuchungszeitpunkt P17.

GOl Gruppe N MW +SEM p Wert p Wert p Wert p Wert p Wert p Wert
@77 @7 normoxia normoxia normoxia OIR OIR OIR+PBS
VS VS VS VS VS VS
OIR OIR+PBS OIR+C5a OIR+PBS OIR+C5a OIR+C5a
C3 normoxia | 7 | 6,1x10™ 7,3x10°
OIR 4 | 1,9x10° | 3,9x10*
3 “ 0,052 0,006 0,011 0,206 0,246 0,728
OIR+PBS | 4 | 1,2x10 1,1 x10
OIR+C5a | 4 | 1,3x10° | 1,3x10™
C1q normoxia | 7 | 1,0x10° | 3,7x10°
OIR 4 | 3,5x10° | 6,4x10™
3 4 0,030 0,004 0,027 0,138 0,238 0,500
OIR+PBS | 4 | 2,2x10 1,4 x10
OIR+C5a | 4 | 2,5x10° | 3,5x10™
Properdin normoxia | 7 | 1,2x10° | 1,8x10*
OIR 4 | 1,0x10° | 1,1x10*
“ 5 0,483 0,015 0,013 0,018 0,016 0,824
OIR+PBS | 4 | 5,7x10 5,1 x10
OIR+C5a | 4 | 55x10* | 5,2x10°

g6

GOl, Gene of interest (zu untersuchende mRNA-Expression); C3, Komplementfaktor 3; C1q, Komplementfaktor 1q; C5a, Komplementfaktor 5a
(Supplementierungsgruppe); PBS, phosphatgepufferte Salzlésung (Kontroligruppe); normoxia, in Umgebungsluft gehaltene Mause; OIR, Mause
mit Sauerstoff-induzierter Retinopathie (= 75% Luftsauerstoffgehalt von P7 bis P12); OIR+PBS, Mause mit Sauerstoff-induzierter Retinopathie
und taglichen intraperitonealen PBS-Injektionen von P12-P16; OIR+C5a, Mause mit Sauerstoff-induzierter Retinopathie und téaglichen
intraperitonealen C5a-Injektionen von P12-P16; N, Anzahl der ausgewerteten Retinae pro Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the

ACT

mean), Standardfehler des Mittelwertes; 27, Wert der relativ quantifizierten mRNA-Expression (vgl. Abschnitt 3.2.8.5); fett gedruckt, signifikante

p Werte (p < 0,05).
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4.4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Folgende allgemeine, gruppendbergreifende Ergebnisse haben die Untersuchungen

hervorgebracht:

1.

96

Quantifizierung der avaskularen Flache:

Die in der Literatur beschriebene Revaskularisation der avaskuldren Flache im OIR-
Modell war deutlich im zeitlichen Verlauf der untersuchten Zeitpunkte P14, P17 und P21
zu sehen.

Quantifizierung der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen:

In der avaskularen Zone waren signifikant weniger Zellen als in der vaskularen (P14 und
P17) und als in der Tuft-Zone (P17). Zum Zeitpunkt P21 gab es mit einer Ausnahme
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Vaskularisierungszonen.

Die Zelldichte war in der inneren Schicht durchgehend héher. Im Vergleich waren die
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Vaskularisierungszonen in der
aulBeren Schicht wesentlich gréRer als in der inneren Schicht. Der Unterschied innerhalb
der vaskularen Zone zwischen der inneren und auferen Schicht nahm im zeitlichen
Verlauf von P14 bis P21 deutlich ab, wobei die Zellzahl in der inneren Schicht ab-, die in
der auReren Schicht zunahm.

Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiven Zellen:

Die Anzahl der aktivierten CD11b-positiven Zellen war in der avaskularen (P14 und P17,
fur NOX auch P21) und in der Tuft-Zone (P17 und P21) signifikant héher im Vergleich
zum normal vaskularisierten peripheren Netzhautbereich. Aktivierte CD11b-positive
Zellen waren vorrangig in der Tuft- und der avaskularen Zone, dagegen kaum in der
vaskularen Zone vorhanden. In der avaskuldren Zone kamen sie Uberwiegend in
raumlich deutlich begrenzten Zellansammlungen vor.

Relativer Anteil aktivierter an der Gesamtzahl CD11b-positiver Zellen:

Zu allen Zeitpunkten war der Anteil aktivierter CD11b-positiver Zellen an der Gesamtzahl
in der avaskularen Zone deutlich signifikant héher als in der vaskularen Zone. Ebenso
traf dies an P17 und P21 fir den Vergleich zwischen der Tuft- und der vaskularen Zone
zu. Der Anteil der aktivierten CD11b-positiven Zellen war in der vaskuldren Zone zu allen
untersuchten Zeitpunkten sehr gering, stieg aber im zeitlichen Verlauf an.

Qualitative Evaluierung der Muller-Zellen:

Das verwendete OIR-Modell hat eine Gliose der Muller-Zellen ausgeldst.
Genexpressionsanalytische Untersuchungen der Komplementproteine:

Im Vergleich zu Mausen, die ausschliel3lich in Umgebungsluft gehalten wurden, hatten
die Injektionsgruppen (OIR+PBS und OIR+C5a) eine signifikant hohere mRNA-
Expression von C3 und C1q. Die Properdin-mRNA-Expression der Injektionsgruppen war

nicht nur im Vergleich zur normoxia-Gruppe, sondern auch im Vergleich zur OIR-Gruppe,
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die keine Injektionen bekommen hatten, signifikant reduziert.

Im Speziellen haben die C5a-Injektionen zu folgenden Unterschieden verglichen mit der

PBS-Gruppe gefuihrt (Besonderheiten der NOX-Gruppe werden ebenfalls aufgefihrt):

1.
2.

Die avaskulare Zone war zum Zeitpunkt P17 signifikant kleiner.

Sowohl die Gesamt-Tuftflache, als auch die im Rahmen der Quantifizierung der
aktivierten CD11b-positiven Zellen ausgemessenen Tuftbereiche waren an P17
signifikant kleiner.

Es waren signifikant weniger CD11b-positive Zellen in der avaskularen (P17) und in der
Tuft-Zone (P17 und P21; gilt an P21 in gleichem Mafe auch fur die NOX-Gruppe)
vorhanden.

Es befanden sich signifikant weniger aktivierte CD11b-positive Zellen in der avaskularen
Zone (P14; gilt in gleichem Malde auch fur die NOX-Gruppe) und in der Tuft-Zone (P17).
Der Anteil aktivierter CD11b-positiver Zellen war signifikant geringer in der avaskularen
Zone zum Zeitpunkt P14 (qgilt in deutlich geringerem Mafe auch fur die NOX-Gruppe).
Das Ausmal der Miiller-Zell-Gliose wurde durch die C5a-Injektionen nicht beeinflusst.
Die Cba-Injektionen hatten keinen Effekt auf die mRNA-Expression von C3, C1q und

Properdin.
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Tab 11. Ergebnistbersicht Uber die durch die Cb5a-Injektionen hervorgerufenen signifikanten

Unterschiede im Vergleich mit der PBS-Gruppe.

Signifikante
Unterschiede der
Untersuchung Zeitpunkt | VZ C5a-Injektionen
(im Vergleich mit der
PBS-Gruppe)
Quantifizierung der avaskularen Flache P17 - U
Quantifizierung der Gesamt-Tuftflache P17 - U
Ausgemessene Auszdhlungsareale der Tuft-Zone P17 U
(bei Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiven Zellen)
Quantifizierung der Gesamt-CD11b-positiven Zellen P17 A U
P17, P21 T U
Quantifizierung der aktivierten CD11b-positiven Zellen P14 A U
P17 T U
Relativer Anteil der aktivierten an der Gesamtzahl P14 A U
CD11b-positiver Zellen

VZ, Vaskularisierungszone; C5a, Komplementfakior 5a (Supplementierungsgruppe); PBS, PBS,
phosphatgepufferte Salzldsung (Kontrollgruppe); P, postnataler Tag; CD11b, Cluster of differentiation
11b; A, avaskulare Zone; T, Tuft-Zone. Aufgezeigt sind ausschlieBlich die Untersuchungsergebnisse,

die zu signifikanten Unterschieden zwischen der C5a- und der PBS-Gruppe gefiihrt haben.
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5. Diskussion

5.1. Einfluss von C5a auf die Pathologie im Mausmodell der

Sauerstoff-induzierten Retinopathie

5.1.1. Histomorphologie

In der vorliegenden Studie konnten die verschiedenen Strukturen und Zellen des Auges im
HE-Schnitt standardisiert dargestellt werden. Es zeigten sich die fur die Sauerstoff-
induzierten Retinopathie (OIR) typischen Pathologien der zentralen Vasoobliteration und der
epiretinalen Neovaskularisationen. Die typische Schichtung der Retina und die Morphologie
der retinalen Koérnerschichten blieben im Rahmen der OIR entsprechend der vorhandenen
Literatur (Downie et al 2007) in allen Injektionsgruppen erhalten. Im Gegensatz dazu konnte
die in der Literatur beschriebene Ausdinnung (Downie et al 2007, Mezu-Ndubuisi et al 2014,
Vessey et al 2011) und reduzierte Vaskularisierung der Retina (Downie et al 2007) in der
vorliegenden Studie nicht beobachtet werden. Die in der vorliegenden Studie anhand von
retinalen Flachpraparaten zwischen den einzelnen Injektionsgruppen festgestellten
Unterschiede beziglich der retinalen Vasoobliteration und Neovaskularisation (vgl.
Abschnitte 4.2.1, 4.2.2 und 4.2.6) konnten im Rahmen der histomorphologischen
Untersuchung an HE-Schnitten demnach nicht dargestellt werden.

Im Gegensatz zu einem retinalen Flachpraparat, das durch seine Aufsicht das gesamte
retinale Gewebe darstellt, zeigt ein nur wenige pm dickes Schnittpraparat lediglich einen sehr
kleinen Ausschnitt eines Gewebes. Der Informationsgehalt eines einzelnen HE-Schnittes
oder auch einer Serie von ausgewerteten Schnittpraparaten ist dementsprechend auf die
Gesamtheit der Netzhaut bezogen wesentlich geringer und unter Umstédnden weniger
wahrheitsgemal als der eines retinalen Flachpraparates. Aus diesem Grunde wird zur
Quantifizierung retinaler Neovaskularisation heute die Verwendung retinaler Flachpraparate
empfohlen (Connor et al 2009, Lange et al 2009, Stahl et al 2010b) und nicht mehr die in der
Vergangenheit viel genutzten Schnittpraparate (Aiello et al 1995b, Langer et al 2010, Pierce
et al 1995, Smith et al 1999, Smith et al 1994). Die Reproduzierbarkeit und somit
Vergleichbarkeit von erhobenen Daten zur retinalen Vasoobliteration und Neovaskularisation
wird so durch den Einsatz von retinalen Flachpraparaten erheblich beeinflusst. Der Trend in
der aktuellen Literatur, dass Informationsgehalt von HE-(Serien-)Schnitten sich von dem

retinaler Flachpraparate unterscheidet, konnte in der vorliegenden Studie bestatigt werden.
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5.1.2. Avaskulédre Flache und Tuft-Ausbildung
Aufgrund der engen gegenseitigen Abhangigkeit bei der Ausbildung der retinalen
Vasoobliteration und Neovaskularisation — ersteres bestimmt den zeitlichen Verlauf und die
Schwere des letzteren (vgl. Ausfihrungen in Abschnitt 1.3 und 1.4) — werden die Ergebnisse
zur Untersuchung der avaskularen Flache und Tuft-Ausbildung an dieser Stelle gemeinsam
diskutiert.

Die pathologischen Erscheinungen der Vasoobliteration und der Neovaskularisation waren in
der C5a-Gruppe verglichen mit der PBS-Gruppe zum Zeitpunkt P17 in ihrem Ausmal
deutlich reduziert: Die GroRe der avaskularen Flache war unter C5a-Injektion um ein Dirittel,
die der Gesamt-Tuftflache um zwei Drittel kleiner. Weniger als halb so grol3 waren die
ausgemessenen Tuft-Auszahlungsareale. Bezlglich der Zeitpunkte P14 und P21 wurden
keine Unterschiede festgestellt.

Die Revaskularisation der avaskularen Flache dauert laut Literatur bis zum Zeitpunkt P25 an
und ist dann (fast) komplett abgeschlossen (Lange et al 2009, Stahl et al 2010b). In der
vorliegenden Studie war die avaskulare Flache sowohl in der C5a- als auch in der PBS-
Gruppe bereits zum Zeitpunkt P21 fast vollstandig revaskularisiert. Da es noch keine
Unterschiede an P14 gab, lasst dies den Rickschluss zu, dass unter C5a-Injektion die
Revaskularisation schneller ablauft, d.h. dass C5a eine direkte oder indirekte pro-angiogene

Wirkung beziglich der Revaskularisation haben kénnte. Im Gegensatz dazu hatten Langer et

al. im Mausmodell der OIR dargestellt, dass die C5a-C5aR-Achse des Komplementsystems

anti-angiogen agiert, allerdings bezlglich der pathologischen Neovaskularisation (Langer et

al 2010). Langer et al. hatten entgegen der in der Literatur vorhandenen Empfehlungen, im
Rahmen des OIR-Modells immer gemeinsam Daten zur Vasoobliteration und zur
Neovaskularisation zu verdffentlichen (Stahl et al 2010b), keine Untersuchungen bezuglich

der Vasoobliteration getatigt (Langer et al 2010).

Der Ablauf der Komplementkaskade ist gepragt von einer groen Dynamik. Die
Komplementproteine sind auf die dynamischen Umlagerungen beziglich ihrer
Amplifizierungsdomanen und Komplementrezeptor-Bindungsstellen angewiesen, um ihre
spezifischen Funktionen ausiben zu koénnen (Ricklin et al 2010). Die endogenen
Anaphylatoxine des Komplementsystems entfalten ihre Wirkungen in einem komplexen
System aus Aktivatoren und Oberflachenreaktionen innerhalb der Komplementkaskade
(LeFriec et al 2009, Ricklin et al 2010). Im Gegensatz dazu ist das injizierte rekombinante
Ch5a von diesem dynamischen System isoliert, weshalb dieses in seiner Wirkung als
schwacher einzustufen ist als das frisch endogen gespaltene C5a. Das kdénnte erklaren

weshalb die Unterschiede bezlglich der GroRe der avaskularen Flache in der vorliegenden
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Studie erst nach funf und nicht schon nach zwei Injektionen/ Tagen festzustellen waren.

Das in der vorliegenden Studie systemisch injizierte C5a hat lokal im Innern des Auges einen
Effekt hervorgerufen. Daflr muss es entweder die Blut-Retina-Schranke Uberwunden oder
von aullen, beispielsweise Uber Rezeptoren, indirekt Einfluss auf die Angiogenese
genommen haben. Laut der Literatur fihrt das (Ratten-)Model der OIR alleine schon zu
einem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke und einer erhdhten vaskuldren
Permeabilitat in der Netzhaut (Xu & Le 2011, Zhang et al 2005b), was einen Direktlbertritt
von C5a mdglich machen kdnnte. In mehreren Studien konnte festgestellt werden, dass die
Integritét der Blut-Hirn-Schranke von Cb5a direkt beeinflusst wird (Jacob et al 2011, Jacob et
al 2010b, Mahajan et al 2015). Eine direkte Beeinflussung der Zellen im Innern des Auges
erscheint also prinzipiell méglich. Vielfach wurde gezeigt, dass Endothelzellen Gber einen
Cb5a-Rezeptor verfigen (Gasque et al 1997, Haviland et al 1995, Hunt et al 2005, Jacob et al
2010b, Laudes et al 2002, Mahajan et al 2015, Romay-Penabad et al 2007). Einen direkten
Einfluss von C5a auf die Endothelzellen bezlglich der Angiogenese konnten Langer et al. in
einem in vitro Versuch mit humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (Human
umbilical vein endothelial cells, HUVECSs) allerdings nicht nachweisen (Langer et al 2010). In
dieser Studie von Langer et al. konnte aber gezeigt werden, dass C5a die Fahigkeit hat,
direkt auf Makrophagen einzuwirken und diese zu einem proinflammatorischen Phanotyp
polarisieren kann (Langer et al 2010), welcher mit anti-angiogenen Aktivitaten in Verbindung
gebracht wird (Ferguson & Apte 2008, Kelly et al 2007). Wie bereits oben erwahnt wurde in
dieser OIR-Studie von Langer et al. allerdings nicht die Vasoobliteration betrachtet, sondern

isoliert der Komplementeinfluss auf die Neovaskularisation untersucht (Langer et al 2010).

In in vivo und in vitro Studien zur Erforschung der Pathomechanismen der Altersbedingten
Makuladegeneration, konnte eine durch C5a bzw. das Komplementsystem hervorgerufene
VEGF-Freisetzung aus dem retinalen Pigmentepithel (RPE) beobachtet werden (Nozaki et al
2006, Thurman et al 2009). Das RPE ist an dem pathologischen Geschehen der OIR nicht
beteiligt, weshalb ein solcher Vergleich nur mit Vorsicht gezogen werden kann. Da die RPE-
Zellen Uber einen C5a-Rezeptor (C5aR) verfigen (Fukuoka & Medof 2001), erscheint es
mdglich, dass das im OIR-Modell systemisch zirkulierende C5a ebenfalls zu einer erhdhten
VEGF-Expression des RPE flhren und folglich auf diesem Wege zu einer schnelleren
Revaskularisation der avaskularen Flache beigetragen haben kdnnte. Dass aber auch eine
Hemmung des alternativen Komplementpfades zu einer erhdhten VEGF-Expression flhren
kann, konnten Alawieh et al. in einem Schlaganfall-Mausmodell kirzlich zeigen (Alawieh et al

2015). Das Komplementsystem kann demnach sowohl pro- als auch anti-angiogen agieren.
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Rezeptoren fir C5a konnten im zentralen Nervensystem fir Endothelzellen, Neurone,
Mikroglia-Zellen und Astrozyten nachgewiesen werden (Gasque et al 1997, Lacy et al 1995,
Osaka et al 1999a). Die Cb5aR-Expression wird wahrend eines inflammatorischen
Geschehens in den Endothelzellen, Neuronen und Astrozyten erhdht (Gasque et al 1997,
van Beek et al 2003).

Von mehreren Arbeitsgruppen wurde im Rahmen von OIR-Studien eine Beteiligung retinaler
Glia-Zellen an der Blutgefabildung in der Netzhaut nachgewiesen (Checchin et al 2006,
Dorrell et al 2010, Ritter et al 2006). Es wird postuliert, dass Astrozyten wahrend der
Revaskularisation das Wachstum neuer BlutgefaBe entlang einer Matrize leiten. In
Abwesenheit oder Reduktion dieser Zellen entstehen desorganisierte Blutgefalle und
pathologische Neovaskularisation (Dorrell et al 2010). In Abhangigkeit des verwendeten
Mausstammes reagieren Astrozyten und Mikroglia-Zellen verschieden stark auf die OIR.
Astrozyten und Mikroglia-Zellen von albinotischen Mausen des Stammes BALB/cByJ
Uberleben im Gegensatz zu denen des pigmentierten Stammes C57BL/6J die Phase der
relativen Hypoxie (ab P12) in der avaskularen Flache; eine komplette Revaskularisation ist
bereits an P17 erreicht und es kommt zu Kkeinerlei Ausbildung pathologischer
Neovaskularisation (Dorrell et al 2010). Das heif’t, dass allein das verwendete Mausmodell in
der vorliegenden Studie schon zu Gliazellverlusten geflihrt haben kdnnte. Diese
Beobachtungen von Dorrell et al. (Dorrell et al 2010) lassen den Rickschluss zu, dass die
Anzahl oder zumindest die Prasenz der Astrozyten und Mikroglia-Zellen den
Ausbildungsgrad der Vasoobliteration und Neovaskularisation beeinflussen kann und eine
Beeinflussung des Geschehens durch C5a mdglich erscheint. Als Mdglichkeiten zum Schutz
dieser Zellen und somit auch zur F&érderung der Revaskularisation avaskularer
Netzhautbereiche gelten nicht nur myeloide Progenitorzellen, endotheliale Progenitorzellen
und Antioxidantien, sondern auch VEGF (Uber intravitreale Injektionen in spezifischen Dosen
verabreicht) (Checchin et al 2006, Dorrell et al 2010, Ritter et al 2006). Somit erscheinen
verschiedene Angriffspunkte des C5a — Makrophagen, Gliazellen oder VEGF-Induktion — fir
mdglich, die zu einer signifikant kleineren avaskuléren Flache zum Untersuchungstag P17 in

der C5a-Gruppe verglichen mit der PBS-Gruppe geflhrt haben.

Es ist bekannt, dass Uber die Produktion von Wachstumsfaktoren wahrend der relativen
hypoxischen Phase der OIR eine enge gegenseitige Abhangigkeit zwischen der
Vasoobliteration und der Neovaskularisation besteht, wobei ersteres den zeitlichen Verlauf
und die Schwere des letzteren bestimmt (Stahl et al 2010b). Eine schnellere
Revaskularisation bedeutet fir das Netzhautgewebe eine weniger starke Hypoxie und diese

wiederum bedingt eine weniger starke Tuft-Ausbildung (Ritter et al 2006). Die gleichzeitige
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Reduzierung der avaskularen Flache und der Tufts (Gesamt-Tuftflache und GréRe der
Auszédhlungsareale) der vorliegenden Studie stimmt demnach mit den Aussagen von Stahl et
al. und Ritter et al. Uberein (Ritter et al 2006, Stahl et al 2010b). Dass C5a von vorn herein
Uber den indirekten Weg der geringeren Vasoobliteration zu einer geringeren Tuft-
Ausbildung geflhrt hat, erscheint nach den Erkenntnissen von Stahl et al. und Ritter et al.
plausibel (Ritter et al 2006, Stahl et al 2010b). Eine zweite oder auch zusatzliche Mdglichkeit
ist, dass Cba eine schnellere Tuft-Regression unterstitzt. Verschiedene Studien konnten
eine Beteiligung des Komplementsystems und/ oder der Makrophagen und Mikroglia-Zellen
an der Tuftregression zeigen (Davies et al 2008, Langer et al 2010, Sweigard et al 2014).
Langer et al. konnten darstellen, dass der anti-angiogene Einfluss von C5a beziglich der
pathologischen Neovaskularisation Makrophagen-vermittelt erfolgt (Langer et al 2010). Die
Methodik glich im Wesentlichen der der vorliegenden Studie, wodurch die Ergebnisse
vergleichbar und die Erkenntnisse daraus durchaus ubertragbar sind. Dass sowohl
Makrophagen also auch C5a Apoptose induzieren kénnen ist bekannt (Davies et al 2008,
Flierl et al 2008a, Hu et al 2014, Lang et al 1994, Lobov et al 2005, Pavlovski et al 2012).
Laut Langer et al. gibt es einen funktionellen Zusammenhang zwischen den retinalen
Makrophagen und Cb5a bezlglich der Tuftregression (Langer et al 2010). Dass ein
vergleichbarer Zusammenhang ebenfalls bezuglich der Revaskularisation der avaskularen
Flache zutrifft, erscheint durchaus moéglich. Um mehr Erkenntnisse dazu zu sammeln, wurde
im zweiten Teil der vorliegenden Studie die Anzahl und Verteilung von (aktivierten) CD11b-

positiven Zellen untersucht.

5.1.3. Verteilung und Aktivierung der CD11b-positiven Zellen

Gruppenulbergreifend waren in der avaskularen Zone signifikant weniger CD11-positive
Zellen als in der vaskuldren (P14 und P17) und als in der Tuft-Zone (P17); zum Zeitpunkt
P21 war die Zellzahl in allen drei Vaskularisierungszonen vergleichbar grof3. Die Zelldichte
war in der inneren Schicht durchgehend hdéher, wobei sich dieser Unterschied in der
vaskularen Zone gruppenubergreifend von P14 zu P21 hin fast ausglich (Zelldichte in der
inneren Schicht sank, gleichzeitig stieg die in der dulleren Schicht). Im zeitlichen Verlauf
(von P14 bis P21) waren die Unterschiede zwischen den einzelnen Vaskularisierungszonen
in der auleren Schicht wesentlich gréf3er als in der inneren.

Die Cba-Injektionen flhrten zu einer signifikanten Reduktion der CD11b-positiven Zellen in
der avaskuldren (P17) und in der Tuft-Zone (P17 und P21).

Aus den Ergebnissen Iasst sich ein Zusammenhang zwischen der retinalen
Blutgefallversorgung und der Dichte der CD11b-positiven Zellen schlieBen. Da wo sich

Blutgefalle befinden — sowohl physiologische (vaskulare Zone) als auch pathologische (Tuft-
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Zone) — ist die Zelldichte deutlich héher als in der avaskularen Zone. Dass zum Zeitpunkt
P21 (Revaskularisation zu diesem Zeitpunkt fast abgeschlossen) in der avaskularen Zone
wieder eine vergleichbare Zahl CD11b-positiver Zellen wie in der Tuft- und der vaskularen
Zone waren, unterstitzt diese Annahme. Vergangene Studien konnten zeigen, dass die
ischamische proliferative Retinopathie mit dem Verlust von Mikroglia-Zellen assoziiert ist
(Checchin et al 2006, Dorrell et al 2010, Ritter et al 2006).

Eine Uberwindung der Blut-Retina-Schranke von knochenmark-stimmigen monozytéaren
Vorlauferzellen geschieht Gber den inneren/ superfiziellen Blutgefal3plexus der Netzhaut (Xu
et al 2007), der aber bereits 24 Stunden nach Beginn der hyperoxischen Phase obliteriert
(Stahl et al 2010b). Im Rahmen der OIR wurden ein Zusammenbruch der Blut-Retina-
Schranke und eine erhdhte retinale Blutgefallpermeabilitdt beobachtet (Xu & Le 2011, Zhang
et al 2005b). BlutgefaRerkrankungen stehen werden in Zusammenhang mit der Schadigung
von Gliazellen und Neuronen gebracht (Dorrell et al 2010, Fletcher et al 2010). CD11b-
positive Mikroglia-Zellen agieren neuroprotektiv und beseitigen Pathogene und nekrotisches
Gewebe (Kettenmann et al 2011, Kim & de Vellis 2005, Petersen & Dailey 2004, Vilhardt
2005). Unterstitzend werden Monozyten in das geschadigte zentrale Nervensystem oder die
Netzhaut rekrutiert, wenn die Schutzbarrieren verletzt und inflammatorische Chemokine
exprimiert werden (Chen et al 2012, Mildner et al 2007). C5a ruft eine erhdhte Expression
von inflammatorischen Zytokinen durch das RPE hervor (Fukuoka & Medof 2001, Fukuoka et
al 2003) und fordert so auch auf diesem Wege die Zellrekrutierung. Neben dem Hypoxie-
bedingten Zelltod (Dorrell et al 2010) kénnte demnach auch eine geringere oder
zeitverzogerte Zellrekrutierung in der avaskularen und/ oder eine erhdhte Zellrekrutierung in
der Tuft- und vaskuldren Zone in der Reduktion der CD11b-positiven Zellen begriindet sein.
Demzufolge ist es ebenfalls denkbar, dass es sich bei den in der avaskularen Zone
vorhandenen CD11b-positiven Zellen vor allem um gewebsstandige Mikroglia-Zellen handelt.
Das Ziel der vorliegenden Studie bestand allerdings nicht in der Differenzierung zwischen
gewebsstandigen Mikroglia-Zellen und rekrutierten Makrophagen, sondern in der

Quantifizierung der gesamten retinalen CD11b-positiven Zellpopulation.

Die Verteilung der CD11b-positiven Zellen in den zwei Schichten zeigt, dass vor allem die
Zellen der &auBeren Schicht fir die Unterschiede zwischen den einzelnen
Vaskularisierungszonen verantwortlich sind. Unterschiede waren in der duReren Schicht zu
allen Untersuchungszeitpunkten festzustellen wobei die Zelldichte in der vaskularen Zone
am gréflten, in der avaskuldren am geringsten war. Die Zellzahl in der inneren Schicht ist
deutlich héher und konstanter, was Fischer et al. und Crespo-Garcia et al. durch ihre
Untersuchungen bestatigen (Crespo-Garcia et al 2015, Fischer et al 2011). Lediglich zum

Zeitpunkt P17 — dem Zeitpunkt des starksten Tuft-Ausmafies (Connor et al 2009, Lange et al
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2009) — konnte in der auReren Schicht eine hdhere Zelldichte in der Tuft-Zone im Vergleich
mit der avaskularen und vaskularen Zone festgestellt werden. Die Beobachtung deutet auf
eine  Orientierung der CD11b-positiven Zellen in Richtung der epiretinalen
Neovaskularisationen hin. Die erhdhte Zellzahl in der duf3eren Schicht der vaskuldren Zone
zum Zeitpunkt P21 kdnnte auf eine Zellumverteilung nach vollendeter Tuftregression und/
oder Revaskularisation zurickzufuhren sein. Fischer et al. hingegen beurteilten eine
Beteiligung von Mikroglia-Zellen an der Tuftregression als kritisch. Aufgrund der
Beobachtung einer reduzierten Mikroglia-Zelldichte in der auferen Schicht der avaskularen
Retina wahrend der hypoxischen Phase der OIR hielten Fischer et al. eine Beteiligung der

Mikroglia-Zellen an der Revaskularisation fur wahrscheinlicher (Fischer et al 2011).

Die Migration und Infiltration von Immunzellen wie den Mikroglia-Zellen, Monozyten und
Makrophagen, die Uber einen C5a-Rezeptor verfugen, wird durch C5a geférdert (Alawieh et
al 2015, Gasque et al 1997, Klos et al 2009, Zhou 2012). Dadurch dass C5a im Rahmen
dieser Studie nicht lokal ins Auge, sondern systemisch intraperitoneal appliziert wurde,
kénnte die Reduktion der CD11b-positiven Zellen in der Netzhaut durchaus auch in
Zusammenhang mit einer Auswanderung von CD11b-positiven Makrophagen an den Ort der
Injektion stehen. In der Bauchhodhle entsteht kurzfristig durch die gesetzte Injektion ein hoher
Cba-Gradient; der Einstich und die Injektionslésung an sich setzen zusatzliche
Entzindungsreize, was eine Rekrutierung von Cb5aR-positiven Neutrophilen und
Makrophagen zur Folge haben kann (Ehrengruber et al 1994, Gasque et al 1997). Die
Expression und Aktivitdt von CD11b/CD18 wird nach Neutrophilen-Aktivierung durch C5a
stark erhoht (Kishimoto et al 1989, Monk et al 1994). Zusatzlich haben Neutrophile das
Potential, am Entzindungsort C3 und Properdin auszuschitten (Liszewski et al 2013,
Wirthmueller et al 1997). Nicht nur C5a, sondern auch C3a rekrutiert Makrophagen (Nozaki
et al 2006, Wu et al 2016), die dementsprechend im Szenario der vorliegenden Studie dann
nicht mehr ins Auge rekrutiert werden kdnnten.

Das injizierte C5a verteilt sich schnell, gelangt (auch) in das intravasale System und férdert
noch weiter die OIR-bedingte erhdhte Durchlassigkeit der Blutgefalle (Guo & Ward 2005,
Klos et al 2009) und somit potentiell auch die der Blut-Retina-Schranke. Der Ubertritt von
Cb5a in das Auge hinein, aber auch der Austritt von Makrophagen aus dem Auge heraus in
Richtung des C5a-Gradienten wird so erleichtert.

Durch die PBS-Injektion wird sicher auch ein Entziindungsreiz gesetzt. Aber dadurch, dass
das PBS kein Effektor-Molekul beinhandelt, I16st dieses vermutlich keine vergleichbar starke
Reaktion wie das Cb5a aus. Ob die Zellreduktion primar auf eine Cba-bedingte
Zellauswanderung zurlckzufuhren ist, bleibt im Rahmen dieser Studie ungeklart. Um dies

herauszufinden musste in zuklnftigen Studien das C5a lokal intravitreal appliziert werden.
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Auch wenn es als gesichert gilt, dass CD11b-positive Mikroglia-Zellen als eine Aufgabe die
Phagozytose von Zelldebris haben, scheint eine zweite wichtige Aufgabe die Beteiligung an
der gerichteten retinalen Blutgefalbildung zu sein (Checchin et al 2006). Eine Beteiligung
von Mikroglia-Zellen und Makrophagen an der (retinalen) BlutgefaRbildung — physiologischer
und pathologischer — konnte vielfach gezeigt werden (Checchin et al 2006, Dorrell et al 2010,
Langer et al 2010, Lingen 2001, Polverini 1996, Ritter et al 2006, Shen et al 2007,
Sunderkdtter et al 1994). Die von anderen Arbeitsgruppen bereits beschriebene raumliche
Nahe der CD11b-positiven Zellen zu den pathologischen Neovaskularisationen der OIR
(Davies et al 2006, Fischer et al 2011) konnte im Rahmen der vorliegenden Studie bestatigt
werden. Langer et al. konnten zeigen, dass Makrophagen unter C5a-Einfluss einen anti-
angiogenen Phanotyp annehmen und so an der Tuftregression direkt beteiligt sind (Langer et
al 2010). Die Cba-Injektionen fuhrten in der vorliegenden Studie zu einer schnelleren
Revaskularisation der avaskularen Flache und zu einer schnelleren Tuftregression unter
einer verringerten Anzahl von CD11b-positiven Zellen. Eine reduzierte OIR-Pathologie
scheint demnach zwar mit der Prasenz, aber nicht proportional mit der Dichte der CD11b-
positiven Zellen assoziiert zu sein. Die Untersuchungen von Fischer et al. bestatigen diese
Hypothese und postulieren stattdessen, dass die Aktivierung der retinalen Mikroglia-Zellen
mit der Ausbildung retinaler Neovaskularisation korreliert (Fischer et al 2011). Es ist denkbar,
dass Cb5a zu einer vermehrten Aktivierung der CD11b-positiven Zellen flhrt (Gasque et al
1997, Klos et al 2009). Eine alternative Moglichkeit ware zudem, dass das C5a Uber einen
anderen, noch unbekannten Weg die OIR-Pathologie direkt reduziert und somit sekundar,

als Folge daraus, weniger Monozyten rekrutiert werden ,mussen®.

Der aktivierte Phanotyp der CD11b-positiven Zellen kam gruppenubergreifend primar in den
pathologisch vaskularisierten Bereichen (avaskuldre und Tuft-Zone) vor. Dabei konnten
zwischen diesen beiden Zonen keine quantitativen Unterschiede festgestellt werden.
Allerdings kamen die aktivierten CD11b-positiven Zellen im avaskularen Bereich vor allem in
raumlich begrenzten Zellansammlungen vor. Demnach konnte auch durch die Auszahlung
der aktivierten CD11b-Zellen keine ausschlielliche Korrelation zwischen dem aktivierten
Phanotyp und der OIR-Aktivitatszone (Tuft-Zone) festgestellt werden. Bei dem Grofteil der
CD11b-positiven Zellen in der avaskularen und in der Tuft-Zone handelte es sich zu allen
untersuchten Zeitpunkten um morphologisch aktivierte Zellen. Der Anteil in der vaskularen
Zone war zu allen Zeitpunkten sehr gering, stieg im zeitlichen Verlauf leicht an, wahrend er in
der avaskuldren und Tuft-Zone sank. Diese Beobachtung unterstitzt die Idee der oben
bereits diskutierten Zellumverteilung von den pathologisch vaskularisierten Zonen
(avaskularen und der Tuft-Zone) hin zur physiologisch vaskularisierten (vaskularen) Zone

zum Abschluss der Revaskularisation und Tuftregression. Im Rahmen der C5a-Injektionen
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wurde die Zelldichte der aktivierten CD11b-positiven Zellen in der avaskularen (P14) und in
der Tuft-Zone (P17) reduziert. Der Anteil aktivierter an den Gesamt-CD11b-positiven Zellen

wurde durch die C5a-Injektionen an P14 um ein gutes Drittel reduziert.

Dass eine Assoziation zwischen der Prasenz aktivierter CD11b-positiver Zellen und der
durch die OIR ausgelésten Pathologien der retinalen Vasoobliteration und
Neovaskularisation herrscht, zeigen Pilotuntersuchungen derselben Arbeitsgruppe der
vorliegenden Studie an Normoxia-Kontrollmdusen (ebenfalls an P14, P17 und P21
untersucht), wo Uber die gesamte physiologisch vaskularisierte Netzhaut hinweg (zentral,
mittel-peripher und peripher) so gut wie keine CD11b-Zellen des aktivierten Phanotyps zu
finden waren (vgl. Erganzende Abb. 33 im Anhang; Daten sind nicht Teil der vorliegenden
Studie). Eine Konzentration von aktivierten CD11b-positiven Zellen hingegen findet dort statt
wo neue BlutgefaRe gebildet werden missen: im Bereichs des Ubergangs von der
avaskularen zur vaskularisierten Zone (Tuft- bzw. Aktivierungszone) — von hier aus werden
neue Blutgefalle aus praexistenten Blutgefallen gebildet — und in der avaskularen Zone, in
deren Richtung die neuen Endothelzellen wachsen. Abb. 22 illustriert dieses Zusammenspiel
von aktivierten CD11b-positiven Zellen und der Revaskularisierung sehr anschaulich und
unterstitzt die Auffassung, dass Makrophagen und Mikroglia-Zellen fir eine gerichtetes
BlutgefalBwachstum sorgen (Checchin et al 2006). Fischer et al. konnten aktivierte CD11b-
positive Zellen nur in der inneren Schicht feststellen (Fischer et al 2011), was dazu passt
dass die Revaskularisation ausschlieRlich den superfiziellen retinalen Blutgefal3plexus betrifft
(Stahl et al 2010b). Allerdings war laut Fischer et al. das Vorkommen der aktivierten Zellen
im Gegensatz zu den Erkenntnissen der vorliegenden Studie rein auf die zentrale avaskulare
Zone begrenzt (Fischer et al 2011).

Der aktivierte Phanotyp zeichnet sich unter anderem durch eine hohe Fortbewegungsrate
aus (McGlade-McCulloh et al 1989, Stence et al 2001), was ebenfalls im Rahmen einer
Forderung des Blutgefallwachstums wichtig ist, da die Aktivitdtszone sich im Rahmen der
Revaskularisation fortlaufend in Richtung des Sehnervenkopfes verschiebt. Zudem zeichnet
den aktivierten Phanotyp der CD11b-positiven Zellen seine phagozytotische Aktivitat aus
(Lynch 2009, Ransohoff & Perry 2009). Aktivierte Mikroglia-Zellen nehmen sich toten oder
geschadigten Zellen an und phagozytieren Zelltrimmer (Raivich et al 1999, Raivich et al
1998), die im Rahmen der OIR sowohl in der avaskularen als auch in der Tuft-Zone in groRRer
Zahl vorkommen. Die Eigenschaften der aktivierten CD11b-positiven Zellen korrelieren mit
den Prozessen, die wahrend der Revaskularisation und Tuftregression stattfinden, und
rechtfertigen somit die Interpretation, dass diese aktivierten Zellen an der Aufhebung der
OIR-Pathologie beteiligt sind. Dass aktivierte Makrophagen Apoptose in Endothelzellen und

anderen Zelltypen hervorrufen kénnen, haben einige Studien bereits zeigen kénnen (Ashton
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et al 2003, Boyle et al 2002, Duffield et al 2000, Koizumi et al 2003, Li et al 2003). Davies et
al. demonstrierten im OIR-Modell, dass eine Beteiligung der Makrophagen an der
Tuftregression aufgrund ihrer pro-apoptotischen Eigenschaften wahrscheinlich ist (Davies et
al 2008). In dieser Studie von Davies et al. wurde allerdings, wie in vielen anderen Studien

auch, der Aktivierungsstatus der Zellen nicht mit untersucht.

Unter den Cba-Injektionen wurde an P14 sowohl die absolute Zellzahl als auch der Anteil
aktivierter CD11b-positiver Zellen in der avaskularen Zone gesenkt, was interessant ist, da
der Einfluss von C5a auf die Morphologie (die GroRe der avaskularen Flache) erst an P17
feststellbar war. Diese Beobachtungen unterstitzen die Annahme, dass C5a erst die CD11b-
positiven Zellen beeinflusst und diese dann, im zweiten Schritt, Einfluss auf die
BlutgefaBbildung nehmen. In einem Maus-Modell der retinalen Regenration konnten
Stoecker et al. feststellen, dass CD11b-positive Mikroglia-Zellen erst aktiviert werden und im
Anschluss die ersten pro-apoptotischen Gene hochregulieren (Stoecker et al 2009). Es ist
nachvollziehbar, dass Prozesse wie Blutgefalibildung oder -abbau mehr Zeit bendtigen als

die Zellaktivierung.

Die Interpretation der Ergebnisse des relativen Anteils der aktivierten an den Gesamt-
CD11b-positiven Zellen sollte unter Vorsicht geschehen. Dabei muss bedacht werden, dass
ein hoher Anteil an aktivierten Zellen nicht zwanglaufig bedeutet, dass ein Grofdteil der
gewebsstandigen retinalen CD11b-positiven Zellen aktiviert wurde. Sondern dass auch ,nur®
eine gro3e Zahl von Monozyten, deren morphologischer Phanotyp dem der aktivierten
Mikroglia-Zellen stark gleicht (vgl. Ausfuhrungen im Abschnitt 1.8.2), rekrutiert worden sein
kann. Bei dieser rein rechnerischen Untersuchung wurden nur prozentuale Anteile und keine
absoluten Zahlen ermittelt, weshalb ein direkter Vergleich mit den Ergebnissen der

aktivierten und der Gesamt-CD11b-positiven Zellen nicht mdglich ist.

5.1.4. Reaktion der Miiller-Zellen

Das Mausmodell der OIR hat eine Gliose der Miller-Zellen mit leichter Verstarkung im
zeitlichen Verlauf (von P14 zu P17) ausgeldst, deren Ausmaly durch die C5a-Injektionen
nicht beeinflusst wurde. Eine hyperplastische Reaktion der Astrozyten konnte ebenfalls als
Nebenbefund festgestellt werden.

Mdller-Zellen reagieren auf nahezu jede pathologische Veranderung der Retina mit reaktiver
Hyperplasie, der sogenannten Miuller-Zell-Gliose (Bringmann et al 2009, Bringmann et al
2006, Reichenbach & Bringmann 2010, Rungger-Brandle et al 2000). Die hohe Expression
von dem Intermediarfilament GFAP ist kennzeichnend fir die Mduller-Zell-Gliose. Der

Unterscheidung der ebenfalls reaktiven hyperplastischen GFAP-positiven Astrozyten dient
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die gleichzeitige Vimentin-Expression, die nur bei den Miller-Zellen vorkommt (Lewis &
Fisher 2003). Da die Mduller-Zellen eine Art Vermittlerposition zwischen den retinalen
Blutgefallen und Neuronen einnehmen (Bringmann et al 2006, Rungger-Brandle et al 2000),
I6st die Hypoxie-bedingte Vasoobliteration im Rahmen der OIR sowohl eine die reaktive
Gliose als auch eine Neurodegeneration aus (Dorrell et al 2010, Downie et al 2007, Fletcher
et al 2010). Die festgestellte Mdiller-Zell-Gliose dient primar der Feststellung, dass das
verwendete OIR-Modell funktioniert hat und dass die Miller-Zellen, und auch die Astrozyten,
aktiv in das Krankheitsgeschehen der OIR involviert sind (Gu et al 2002). Jede Art von
Stress 16st in der Miller-Zelle eine fortlaufende Erhéhung der GFAP- und Vimentin-
Expression aus, die erst endet, wenn die Zelle auf ganzer Lange mit beiden
Intermediarfilamenten ausgefullt ist (Lewis & Fisher 2003). Diese Entwicklung ist in Abb. 31
im Vergleich zwischen P14 und P17 erkennbar, wo GFAP- und Vimentin-positive Signale in
den dulleren Netzhautschichten (vor allem in der ONL) erst an P17 erkennbar waren. Das
erklart die etwas starker und auf ganzer Lange der Muller-Zellen ausgepragte Gliose an P17,
dem Zeitpunkt der starksten Tuftauspragung (Connor et al 2009, Lange et al 2009, Stahl et
al 2010b), im Vergleich zu P14.

Im Rahmen von Untersuchungen zur Diabetischen Retinopathie, ebenfalls eine proliferative
Retinopathie wie die ROP, konnte festgestellt werden, dass eine reaktive Erhdhung der
GFAP-Expression durch die Miller-Zellen sehr frih im Krankheitsgeschehen passiert,
deutlich vor dem Sichtbarwerden von vaskularen Verdnderungen (Rungger-Brandle et al
2000). Dass eine Zellaktivierung im Gegensatz zu umfangreicheren Prozessen wie z.B. der

Bildung von BlutgefaRen friher festzustellen ist, wurde bereits in Abschnitt 5.1.3 diskutiert.

Der Grad der Auspragung der Mdiller-Zell-Gliose ist abhangig von der Schwere der
Vasoobliteration bzw. der Nahe zu noch vorhandenen Blutgefadlen (Downie et al 2007).
Zusatzlich scheint eine erhdhte BlutgefalRpermeabilitdt und ein dadurch bedingter Austritt
von Plasmaproteinen, wie sie im Rahmen der OIR vorkommen, ein erster Ausldser zu sein
(Rungger-Brandle et al 2000). Unter hypoxischen Bedingungen beeintréachtigen die Muller-
Zellen die Barriere-Funktion der Blut-Retina-Schranke (Tretiach et al 2005) und erhdhen die
VEGF-Expression (Aiello et al 1995a, Eichler et al 2000), welches die BlutgefaRpermeabilitat
zusatzlich erhéht (Cheng et al 2013). Ein Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke und der
weitere Austritt von Plasmaproteinen, welche die Gliose nachhaltig verstarken, sind die
Folgen (Chu et al 1999). Untersuchungen am Modell der Diabetischen Retinopathie konnten
zeigen, dass Muller-Zellen eine wichtige Quelle fur VEGF in der Retina darstellen (Bai et al
2009, Cheng et al 2013). Cheng et al. konnten in einer in vitro Studie mit humanen Miller-

Zellen zeigen, dass Cb5a Uber den Cb5a-Rezeptor, welcher unter physiologischen
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Bedingungen kaum exprimiert wird, eine gesteigerte VEGF-Expression hervorruft (Cheng et
al 2013).

Von Midller-Zellen stammendes VEGF flhrt nicht nur zu erhdhter Proliferation und
Permeabilitdt von retinalen Endothelzellen, sondern tragt auch zur Bildung retinaler
Neovaskularisationen bei (Bai et al 2009, Cheng et al 2013). Da in der C5a-Gruppe aber
eine reduzierte Tuft-Ausbildung festgestellt wurde, ist davon auszugehen, dass der Einfluss
der Miller-Zellen auf die Ausbildung der Neovaskularisationen eine untergeordnete Rolle
spielt. Auf die Muiller-Zell-Gliose hatte das injizierte C5a keinen feststellbaren Einfluss.
Grinde daflr kdnnen sein, dass kein oder kaum C5a in das Auge gelangt ist, die in Abschnitt
5.1.2 bereits diskutierte schwachere Wirksamkeit des rekombinanten injizierten Cb5a
verglichen mit dem im Rahmen der Komplementkaskade endogen frisch gespaltenen oder
dass die Gliose primar als Ausdruck der durch die Hypoxie hervorgerufene retinale

Schadigung gilt und nicht von C5a beeinflussbar ist.

5.1.5. Genexpression von C3, C1q und Properdin
Diese Untersuchung sollte Informationen dariber liefern, ob die systemisch gesetzten

Injektionen Einfluss auf die lokale Komplementaktivitat im Auge haben.

Die Genexpression von C3 und C1q wurde allein durch die OIR-Behandlung (ohne
verabreichte Injektionen) im Vergleich zu den Normoxia-Kontrollmausen erhéht, was auf eine
erhdohte allgemeine Komplementaktivitat (C3) und erhoéhte Aktivierung des klassischen
Pathways (C1q) schlieRen lasst. Der Unterschied in der C3-Gruppe war allerdings nicht
signifikant, was vermutlich auf den relativ grolen Standardfehler bei den Expressionsdaten
der OIR-Gruppe zurtckzufihren ist. Die Expression von Properdin, dem sogenannten
Aktivator-Protein des alternativen Pathways (Hourcade 2008), unterschied sich in der
Normoxia- und in der OIR-Gruppe hingegen nicht. Die Genexpression war in den
Injektionsgruppen (OIR+C5a und OIR+PBS) gruppenubergreifend niedriger als in der reinen
OIR-Gruppe (nur OIR, keine Injektionen), wobei der Unterschied nur in der Properdin-
Gruppe signifikant war. Das heil3t, dass das verwendete Modell allein — ahnlich wie bei den
Mdaller-Zellen — die retinale Aktivitat des Komplementsystems erhoht, unter den
intraperitonealen Injektionen hingegen die lokale Komplementaktivitat in der Retina reduziert

ist.

Das Komplementsystem gilt als einer der ersten Abwehrmechanismen des angeborenen
Immunsystems und ist wichtig fir die Gewebshomdostase (Walport 2001a, Walport 2001b).
Die vielfaltigen biologischen Aufgaben umfassen unter anderem die Kontrolle entzlindlicher

Reaktionen und Chemotaxis, Immunzellaktivierung und Erkennung und Abbau
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nichtfunktionsfahiger oder toter Eigenzellen (Ricklin et al 2010, Walport 2001a, Walport
2001b). Die Injektionen in das Peritoneum koénnten durchaus einen starkeren
Aktivierungsreiz fir das Komplementsystem bzw. Rekrutierungsreiz flr die Immunzellen
darstellen als die OIR im Auge und somit zu einer reduzierten retinalen Komplementaktivitat
beitragen. In einer aktuellen Studie von Eslamloo et al. an Goldfischen konnte gezeigt
werden, dass wiederholter Stress Uber drei Tage zu einer reduzierten Komplementaktivitat
fuhren kann (Eslamloo et al 2014). Die in der vorliegenden Studie wiederholte tagliche
Verabreichung der intraperitonealen Injektionen bedeutet eine sehr hohe Stressbelastung fur
die Mause: Das Herausnehmen aus dem warmen Nest, Abwesenheit von Muttertier und
Geschwistern, das Handling durch den Menschen und die betdubungslose Injektion an sich
sind alles enorme Stressfaktoren flr die noch sehr jungen Mauswelpen. Dieser Stress kann
deshalb durchaus eine Rolle in der reduzierten Genexpression der Injektions-Gruppen

gespielt haben.

C5a hatte im Vergleich zu PBS keinen Effekt auf die retinale mRNA-Expression von C3, C1q
und Properdin. Es gibt eine Reihe mdglicher Griinde, warum das injizierte C5a keinen Effekt
auf das gesamte Kaskadensystem des Komplements gehabt haben kdnnte. C5a stellt zum
einen ein Endprodukt der Kaskade dar — hat also vermutlich keine direkte Einwirkung auf die
vor- oder nachgeschalteten Prozesse der Kaskade. Zum anderen hat das injizierte
rekombinante C5a im Vergleich zum frisch gespaltenen endogenen C5a eine schwachere
Wirkung (vgl. Ausfihrungen in Abschnitt 5.1.2). Die injizierte Menge fallt nicht so stark ins
Gewicht im Vergleich zu der vergleichbar grolen endogen vorhandenen Menge. Zudem
befinden sich C3, C1q und auch Properdin im Ablauf der Komplementkaskade alle vor dem
C5(a)-Abschnitt (Dunkelberger & Song 2010, Zipfel & Skerka 2009). Dies kdnnte ein weiterer
Grund dafur sein warum die Cba-Injektionen keinen Einfluss auf die vorgeschaltete
Genexpression hatten und stattdessen eher zu einer verstarkten Immunzellrekrutierung und
Entzindungsreaktion (Koéhl et al 2006, Rittirsch et al 2008, Ward 2009) am Injektionsort
gefuhrt haben kénnten (vgl. Ausfihrungen in Abschnitt 5.1.3).

Das hervorstechendste Ergebnis dieser Untersuchung war die deutlich reduzierte Properdin-
Expression in den Injektionsgruppen im Vergleich zu der reinen OIR-Gruppe, deren Mause
nur der funftdgigen Hyperoxie ausgesetzt war und keine Injektionen bekommen hatte. Der
Injektionsvorgang fuhrt demnach zu einer gesenkten Aktivitdt des alternativen Pathways
(Hourcade 2008). Die Erklarung kdénnte, wie bereits in Abschnitt 5.1.3 im Zusammenhang mit
der reduzierten Zahl der CD11b-positiven Zellen diskutiert, wiederum in einer
intraperitonealen  Immunzellrekrutierung  liegen. Die Injektionen setzen einen

Entzindungsreiz an der Einstichstelle, woraufhin neutrophile Zellen, die (auch) Properdin
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produzieren, in das Peritoneum wandern. Ein méglicher Grund fir die reduzierte Properdin-
Genexpression im Auge koénnte deshalb sein, dass Neutrophile gar nicht oder nur in
reduzierter Anzahl in das Auge und stattdessen in die Peritonealhdhle rekrutiert wurden.
Neutrophilen- und Makrophagen-Rekrutierung in die Peritonealhéhle nach einem gesetzten
Infektionsreizes konnte bereits von Leendertse et al. in einer in vivo Studie mit Mausen
dargestellt werden (Leendertse et al 2009). Dass die Rekrutierung von Neutrophilen in die
Lunge Cb5a-bedingt sein kann, konnte ebenfalls bereits beobachtet werden (Shushakova et
al 2002). Da in der vorliegenden Studie allerdings die Properdin-Genexpression in der C5a-
und PBS-Gruppe vergleichbar war, ist davon auszugehen, dass der durch die Injektion an
sich gesetzte Reiz einen Ubergeordneten Einfluss auf die Neutrophilen-Rekrutierung hat im
Vergleich zum injizierten C5a, das sich auch zudem schnell per Diffusion im ganzen Kdrper
verteilt. Monozyten produzieren ebenfalls Properdin (Bongrazio et al 2003). Auch diese
Zellen kénnten im Rahmen ihrer Rekrutierung in die Bauchhoéhle (anstatt in das Auge) an der
verringerten retinalen Properdin-Genexpression beteiligt gewesen sein.

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass die systemisch gesetzten Injektionen lokalen
Einfluss auf die Aktivitat des Komplementsystems in der Netzhaut genommen haben. Ein

Unterschied zwischen den C5a- und PBS-Injektionen war aber nicht feststellbar.

5.2. Inhibierung von Cb5a mittels NOX-D20 im Mausmodell der

Sauerstoff-induzierten Retinopathie

Die NOX-D20-Injektionen fuhrten zu einer reduzierten Zahl CD11b-positiver Zellen in der
Tuft-Zone (P21), zu einer reduzierten Zahl aktivierter CD11b-positiver Zellen in der
avaskularen Zone (P14) und zu einem geringeren Anteil aktivierter CD11b-positiver Zellen
an der Gesamt-CD11b-Zellzahl (alle Unterschiede signifikant). Das NOX-D20 konnte
ausschlieldlich Einfluss auf die CD11b-positiven Zellen — dort auch nur vereinzelt — nehmen.
Die Grole der avaskularen Flache und die Tuft-Ausbildung konnten von NOX-D20 nicht zu
einem signifikanten Mal} beeinflusst werden.

Aufgrund der Tatsache, dass in den Untersuchungen zur avaskularen Flache, der
Gesamtzahl der CD11b-positiven Zellen und den aktivieten CD11b-positiven Zellen
signifikante Unterschiede Uberwiegend nur zwischen der PBS- und C5a-Gruppe gefunden
wurden, wurden die NOX-Gruppe in die Untersuchungen zur qualitativen Evaluierung der

Mdller-Zellen und zur Genexpression nicht (mehr) mit einbezogen.

Die NOX-D20-Injektionen fuhrten entweder zu keinem Unterschied verglichen mit der PBS-
Gruppe oder zu einem Unterschied, der in dieselbe Richtung verlief wie der der C5a-Gruppe.

Die intraperitoneale Injektion an sich 18st einen Entzindungsreiz aus. Das gilt generell fur
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alle drei Gruppen. Allerdings beinhalten die NOX-D20-Injektionen, ebenso wie die Cb5a-
Injektionen, aber im Gegensatz zu den PBS-Injektionen, aktive Bestandteile, die die
ausgeldste Entzindung bzw. immunologische Reaktion vermutlich verstarken. Die CD11b-
positiven Zellen (Monozyten, Makrophagen, Neutrophile) werden wie bei den Cba-
Injektionen auch an den Ort der Injektion (und somit der Entzindung) rekrutiert und stehen
entsprechend dem retinalen Geschehen nur in verringerter Zahl zur Verfugung (vgl. auch
Ausflhrungen im Abschnitt 5.1.3). Die Auswirkung des NOX-D20 auf die Dichte der retinalen
CD11b-positiven Zellen war im Gegensatz zu denen des C5a nicht so stark ausgepragt. Es
kénnte sein, dass NOX-D20 als Cba-Inhibitor (Hoehlig et al 2013) das endogene C5a im
Peritoneum und somit die intraperitoneal ausgeléste Entziindungs-/ Immunreaktion hemmt
(Fonseca et al 2009), wohingegen das injizierte chemotaktisch aktive C5a die Entziindungs-/
Immunreaktion am Injektionsort (dem Peritoneum) noch zusatzlich verstarkt. Der Grund
daflr, dass hingegen die Zahl der CD11b-positiven Zellen der NOX-Gruppen in der
Uberwiegenden Zahl der Falle vergleichbar mit der der PBS-Gruppen war, kdnnte in einer mit
der C5a-Inhibition zusammenhangenden geringeren Zellrekrutierung an den Ort der Injektion
liegen. Diese Annahme wird unterstitzt durch die Erkenntnisse von Hoehlig et al., die
darstellen konnten, dass NOX-D20 in einem Mausmodells flr Sepsis die Zellzahl von
Polymorphkernigen Leukozyten (Neutrophile u.a.) und Monozyten in der Peritonealhdhle
signifikant reduzieren konnte (Hoehlig et al 2013). Die verabreichte peritoneale Dosis betrug
zudem nur ein Funfundzwanzigstel von der in der vorliegenden Studie verabreichten Dosis.
Diese Untersuchungsergebnisse spiegeln das starke lokale Inhibierungspotential des
intraperitoneal injizieten NOX-D20 wider. Eine signifikante Reduzierung von CD11b-
positiven Zellen konnte ebenfalls im Rahmen einer CNV-Studie beobachtet werden, wo die
durch intravitreal injiziertes NOX-D20 hervorgerufene Zellreduzierung sich proportional zur

verabreichten Dosis verhielt (Brockmann et al 2015).

Der Umstand, dass NOX-D20 weder signifikanten Einfluss auf die Grole der avaskularen
Flache noch auf die Tuft-Ausbildung hatte, kénnte in einer methodischen Schwache
begrindet sein. Moégliche Grinde in dem Zusammenhang kdénnten eine zu geringere
Dosierung (um einen ,njektionsort-fernen® Effekt hervorzurufen), eine zu geringe
Bindungsaffinitat zu C5a, ein Aktivitatsverlust auf dem Weg zum Zielgewebe oder auch eine
unmogliche  Uberwindung der Blut-Retina-Schranke gewesen sein. Um die
Studienergebnisse vergleichen zu kdnnen, orientierte sich die in der vorliegenden Studie
verabreichte Dosis (wie auch beim C5a) bewusst an der von Langer et al. verwendeten
Dosis (Langer et al 2010). Die von Langer et al. im Rahmen des OIR-Modells taglich von
P12 bis P16 intraperitoneal verabreichte Dosis C5a-Rezeptor-Antagonist resultierte in einer

deutlich erhdhten retinalen Neovaskularisation im Vergleich zur Kontrollgruppe (Langer et al
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2010). Aufgrund der Tatsache, dass in der vorliegenden Studie ein C5a-Inhibitor und kein
Rezeptor-Antagonist verwendet wurde, ist die Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnissen
der beiden Studien begrenzt. Die Angriffspunkte der Cb5a-Inhibition sind verschiedene,
weshalb es sein kann, dass die intraperitoneal verabreichte NOX-D20-Dosis der
vorliegenden Studie zu gering gewahlt wurde, um auf die retinale Blutgefalbildung einwirken
zu kénnen.

Die Bindungsaffinitat von NOX-D20 zu murinem C5a wurde vorab von der NOXXON Pharma
AG Uberpruft und liegt mit 19 pmol/l im picomolaren Bereich (Hoehlig et al 2013), weshalb
eine zu geringere Bindungsaffinitdt als Grund flr den nicht vorhandenen Einfluss auf die
avaskulare Flache und die Tuft-Ausbildung als unwahrscheinlich erscheint. In einer Studie
von Checchin et al. wurden im Rahmen eines Hyperkapnie-Modells 24 Stunden alten Ratten-
Welpen intraperitoneal Chlodronat-Liposomen zur Depletion retinaler Mikroglia-Zellen
injiziert. Es konnten ebenfalls keine Unterschiede bezlglich der retinalen Blutgefalbildung
festgestellt werden. Begrindet war dies in der Unmaoglichkeit flr die Liposomen die Blut-
Retina-Schranke zu Uberwinden. Eine intravitreale Injektion war nétig, um einen Effekt auf
die retinale Blutgefalbildung zu erzielen (Checchin et al 2006). Im Rahmen der OIR wurden
ein  Zusammenbruch  der Blut-Retina-Schranke und eine erhdhte retinale
BlutgefaRpermeabilitat beobachtet (Xu & Le 2011, Zhang et al 2005b). Ob eine Uberwindung
der Blut-Retina-Schranke fur NOX-D20 moglich war, 1asst sich im Rahmen der vorliegenden
Studie nicht beurteilen, scheint aber moglich. Es kann ebenfalls nicht ausgeschlossen
werden, dass eine Inhibierung von C5a entgegen der Untersuchungen von Langer et al.
(Langer et al 2010) nur begrenzten, nicht feststellbaren Einfluss auf die retinale

Neovaskularisation hat.

Bei der Diskussion der Ergebnisse sollte bedacht werden, dass die Hemmung eines Faktors
eines Systems wie das Komplementsystem unter Umstanden einen weitaus gréfReren und
unvorhersehbareren Effekt haben kann, als wenn nur eine gewisse Menge an aktiviertem
Bestandteil (z.B. C5a) dem System zugefigt wird. Ein unkontrollierter Ausgleich in Form von
starker Neuproduktion kann die Folge sein. Der Organismus versucht auf diese Weise alle
Komplementfunktionen aufrecht zu erhalten. Die Kaskaden-Gleichgewichte werden dadurch
stark verandert. Eine funktionierende Inhibierung kann somit gréReren Einfluss nehmen als
eine reine Supplementierung von (aktivierten) Komplementfaktoren. Dass dies in Ansatzen in
der vorliegenden Studie so abgelaufen sein kdnnte, zeigen die dargestellten Einfliisse von
NOX-D20 auf die Anzahl der (aktivierten) CD11b-positiven Zellen. Eine Inhibierung kann
somit eine weitaus gréfRere Beeinflussung des Gesamtsystems herbeifiihren.

Im Hinblick auf neue therapeutische Ansatze durch Komplementinhibierung hatte das in

dieser Studie verwendete NOX-D20 den grofien Vorteil, dass es nur ganz punktuell das
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aktivierte Cba direkt hemmt (Hoehlig et al 2013). Das hei3t, dass nicht nur die
vorgeschalteten Prozesse z.B. auf C3-Ebene weiterhin ablaufen kénnen (Jacob et al 2010a),
sondern die gesamte Komplement-Kaskade mit ihren (Schutz-)Funktion erhalten bleibt
(Fonseca et al 2009, Jacob et al 2011, Romay-Penabad et al 2007). Es wird lediglich die
Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten in das Entzindungsgebiet abgeschwécht.
Fahigkeiten wie die Bildung des Membranangriffkomplexes (C5b-9), C3b-Opsonierung von
eingedrungenen  Mikroorganismen wie auch Antikérper- und T-Zell-vermittelte
Immunschutzmechanismen bleiben von der NOX-D20-vermittelten Cb5a-Inhibierung
unbeeinflusst (Fonseca et al 2009). So kann die Immunkompetenz des Komplementsystems

zu einem grolden Teil, auch bei Langzeittherapien, erhalten bleiben (Fonseca et al 2009).

5.3. Aussagekraft dieser Studie - Methodische Starken und

Schwachen
Die Entscheidung in der vorliegenden Studie mit Mausen des Wildtyps zu arbeiten wurde
bewusst getroffen. Es gibt einige Grinde, die gegen die Verwendung von genmodifizierten
Mausen flr die Untersuchung von Komplementsystem-Einflissen sprechen. Bei dem
systemischem Ausschalten bestimmter Komplementfaktoren stellt sich die Frage der
Kompensationsméglichkeit und Uberlebensfahigkeit fiir die Tiere (Davey & MacLean 2006,
Kang et al 2004), wenn Funktionen wie die embryonalen und postnatalen
Entwicklungsvorgénge, die Abwehr von Infektionserregern und die Heilung von Verletzungen
nicht mehr in ausreichendem Male ablaufen kénnen (Davey & MacLean 2006, Fonseca et al
2009, Stevens et al 2007). Alle nachgeschalteten Prozessen kdnnen aufgrund des Fehlens
des Knock-out-Komplementfaktors nicht mehr ablaufen (Fonseca et al 2009), wobei genau
aus diesem Grunde auch nicht sicher gesagt werden kann, dass der untersuchte Effekt auf
diesen einen und nicht einen der nachgeschalteten Komplementfaktoren zurickzufihren ist.
Ebenso kann es schwierig sein, zwischen direkten Zell- und/ oder Gewebe-spezifischen
Effekten und Sekundareffekten des Knock-out-Komplement-Gens und zu unterscheiden, die
auf indirekten Wirkungen in anderen Organen beruhen (Davey & MacLean 2006). Zudem
gibt es immer wieder Gene, die in sehr enger rdumlicher Beziehung zueinander stehen und/
oder deren Funktionen sich Uberschneiden (Davey & MacLean 2006). Das Abschalten eines
Komplementfaktors kann dann unbeabsichtigte Folgen, wie z.B. das Fehlen eines
bestimmten Phanotyps, haben (Davey & MacLean 2006, Pickering et al 2002). Fonseca et
al. empfehlen deshalb die Verwendung von kleinen Rezeptor-Antagonisten in der spate(re)n
Lebensphase der Tiere (Fonseca et al 2009), wenn alle Entwicklungsvorgange bereits
abgeschlossen sind. Da das Modell der OIR auf die Nutzung neugeborener Tiere

angewiesen ist, war eine Verwendung von adulten Tieren flr die vorliegende Studie nicht
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mdglich. In der vorliegenden Studie wurde ein C5a-Inhibitor verwendet, der sehr ahnlich wie
ein Rezeptor-Antagonist allein die C5a-Wirkung hemmt (Hoehlig et al 2013) und somit nicht

zu einer Aufhebung der C5-nachgeschalteten Komplement-Prozessen fuhrt.

Laut Ransohoff und Perry ist die Gewebe-Immunhistochemie eine Technik von zentraler
Wichtigkeit fur die Erforschung von Mikroglia-Zellen (Ransohoff & Perry 2009). Keine andere
Technik liefert einen vergleichbaren Reichtum an Informationen (Ransohoff & Perry 2009).
Die wertvollsten Beobachtungen bezlglich Mikroglia-Zellen stammen aus intaktem ZNS-
Gewebe (Ransohoff & Perry 2009). Die Immunhistochemie liefert eine lebendige, wenn auch
statische Darstellung von physiologischen und pathologischen Prozessen (Ransohoff &
Perry 2009) und unterstitzt die quantitative Morphologie. All diese Vorteile konnten im
Rahmen der vorliegenden Studie fir die Untersuchungen bezuglich der GroRe der
avaskularen Flache, des Ausmales der Tuft-Ausbildung, der Verteilung und des
Aktivierungszustandes der (aktivierten) CD11b-positiven Zellen und der Reaktivitat der
Mdllerzellen im OIR-Modell genutzt werden. Die Immunhistochemie detektiert Proteine, die
dann spezifischen Zelltypen zugeordnet werden kdnnen (Ransohoff & Perry 2009). Die
immunhistochemische CD11b-Farbung stellt nicht nur Mikroglia-Zellen sondern auch
Makrophagen und Monozyten dar. So konnten auch Zellein- und Zellauswanderungen in die
Uberlegungen zur Auswertung der vorliegenden Studienergebnisse miteinbezogen werden.
Eine erweiterte immunhistochemische Untersuchung hatte noch zusatzliche Erkenntnisse
Uber den Anteil der residenten Mikroglia-Zellen an den Gesamt-CD11b-positiven Zellen in
der Retina bringen kdnnen. Dies lasst sich nach aktuellem Stand des Wissens alledings nur
Uber quantitative Kombinationsfarbungen, z.B. mit Markern fir die Antigene CD45, CD11b,
MHC-II, F4/80 und Iba-1, erreichen (Dick et al 1995, Xu et al 2007), da es bisher noch keinen
rein Mikroglia-spezifischen Marker gibt (vgl. auch Ausfuhrungen in Abschnitt 1.8.2). Eine
spezifische immunhistochemische Mikroglia-Darstellung kénnte in zukinftigen Studien noch
einen zusatzlichen Erkenntnisgewinn Uber die Zellbewegungen von rekrutierten

Makrophagen liefern.

Es kann sein, dass in der vorliegenden Studie CD11b-positive Zellen vermehrt an den Ort
der Injektion rekrutiert worden sind (vgl. AusfGhrungen Abschnitt 5.1.3). Wie auch in
Abschnitt 5.2 ausflhrlich diskutiert, kdnnte der durch die Injektion hervorgerufene
Entzindungsreiz ein Grund fur die geringere Zelldichte in der C5a- und NOX-Gruppe im
Vergleich zur PBS-Gruppe gewesen sein. Auch wenn von einer OIR-bedingten erhdhten
Blutgefal3permeabilitat und folglich dem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke berichtet
wurde (Xu & Le 2011, Zhang et al 2005b), wurde im Rahmen der vorliegenden Studie nicht

geklart, ob das intraperitoneal injizierte C5a und NOX-D20 tatsachlich das Zielgewebe (die
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Retina) erreicht haben und/ oder ob sie die beobachteten intraokularen Effekte direkt herbei
gefuhrt haben. Eine lokale intravitreale Injektion hatte die Wahrscheinlichkeit des Erreichens
des Zielgewebes deutlich erhdht und nicht zu einer methodisch-bedingten
Immunzellrekrutierung fernab des Auges gefiihrt. Es bleibt allerdings zu bedenken, dass die
Pathologie des OIR-Modells direkt mit den retinalen BlutgeféaRen assoziiert ist (Lange et al
2009, Smith et al 1994, Stahl et al 2010b). Dass die Effektoren, C5a und NOX-D20, (nach
systemischer Injektion) das Zielgewebe dann Uber den retinalen Blutstrom erreichen,
erscheint vor dem Hintergrund, dass die Beeinflussung der retinalen BlutgeféaRbildung und

-regression untersucht werden soll, ebenfalls als sehr sinnvoll.

Ein weiterer Vorteil der intravitrealen Injektion liegt darin, dass es die Mdglichkeit einer
Kontrolle innerhalb desselben Organismus gibt, indem in das eine Auge der Maus der
Effektor und in das kontralaterale Auge lediglich die Vehikel-/Kontrollflissigkeit injiziert wird;
so zum Beispiel umgesetzt von Brockmann et al. und Ritter et al. (Brockmann et al 2015,
Ritter et al 2006). Da jede Maus unterschiedlich auf verabreichte Injektionen reagieren kann,
hat eine solche Organismus-interne Kontrolle einen héheren Wert als die Verwendung von
reinen ,Effektor-Mausen“ und reinen ,Kontroll-Mausen®. Allerdings sind intravitreale
Injektionen an Mausen nur unter Vollnarkose durchfiihrbar, was eine noch groéRere
Stressbelastung fur die noch sehr jungen Mause bedeutet als die in der vorliegenden Studie
verabreichten intraperitonealen Injektionen (vgl Ausfihrungen in Abschnitt 5.1.5). Dennoch
ist es keine Seltenheit, dass intravitreale Injektionen wenige Tage alten Mausen und Ratten
verabreicht und mit Hilfe dieser Methodik neue Erkenntnisse gewonnen werden (Checchin et
al 2006, Dorrell et al 2010, Ritter et al 2006). Eine einmalig lokal gesetzte intravitreale
Effektor-Injektion hat den Vorteil, dass der Wirkspiegel am Zielgewebe sofort da und
vergleichbar hoch ist. Bei einer systemisch intraperitoneal gesetzten Injektion, kann bedingt
durch die ausgepragte Schnelllebigkeit des Komplementsystems (Ricklin et al 2010,
Thompson & Winterborn 1981) eine erhdhte Aktivitdt sehr schnell wieder sinken und
innerhalb von 24 Stunden wieder auf das Level vor der Injektion zurtickfallen (lvanovska et al
1995). Dementsprechend kann gegebenenfalls nur ein unzureichender lokalen Wirkspiegel
am Zielgewebe erreicht werden. Die intraperitonealen Injektionen noch haufiger als alle 24
Stunden zu verabreichen, um potentiell einen (noch) starkeren Effekt bezlglich der OIR-
Pathologie zu erzielen, hatte nach der Einschatzung der Arbeitsgruppe eine zu grole

Belastung sowohl fur die Jungtiere als auch fiur das Muttertier bedeutet.
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Im Rahmen der quantitativen Untersuchung zur avaskularen Zone konnten Unterschiede
zwischen der C5a- und der PBS-Gruppe nur an P17 festgestellt werden. Daraus wurde eine
Cbha-bedingte schnellere Revaskularisation geschlossen. Um genauere Informationen Uber
den zeitlichen Verlauf dieser Revaskularisation zu erhalten, ware es fur zuklinftige Studien
sinnvoll, noch zusatzliche Untersuchungszeitpunkte zwischen P14 und P21 in das
Studiendesign miteinzubeziehen. Bedingt durch die geringere Wirksamkeit von dem
rekombinanten injizierten Cb5a verglichen mit dem frisch endogen gespaltenen (vgl.
Ausfihrungen in  Abschnitt 5.1.2) und der generellen Schnelllebigkeit des
Komplementsystems (lvanovska et al 1995, Ricklin et al 2010, Thompson & Winterborn
1981), kann es sein, dass P14 als Untersuchungszeitpunkt zu frih bzw. P21 zu spat gewahlt
wurde. Es kann sein, dass zum Zeitpunkt P14 noch kein ausreichender C5a-Wirkspiegel
erreicht war und das injizierte C5a an P21 schon wieder komplett inaktiviert war und folglich

kaum noch Effekte zu beobachten waren.

In der vorliegenden Studie wurden nicht perfundierte Retinae untersucht, d.h. dass die
retinalen Blutgefalie nicht blutleer waren. Somit schlieBen die quantitativ erhobenen Daten
zu den CD11b-positiven Zellen unter Umstanden auch Zellen mit ein, die sich (noch)
intravasal befanden. Da dies aber flr alle Versuchsgruppen gleichermal3en zutrifft, waren die
Ergebnisse dennoch zweifelsfrei vergleichbar. Eine haufig genutzte Methode zur Darstellung
der BlutgefaRe ist die immunhistochemische intrakardiale Fluoreszein-Perfusion (zum
Beispiel verwendet von (Lange et al 2009) und (Smith et al 1994)). Im Gegensatz zu der in
der vorliegenden Studie im Anschluss an die Retina-Praparation genutzten Isolectin 1By-
Farbung, die alle retinalen Blutgefal’e darstellt, werden im perfundierten Retina-Gewebe
lediglich die durchgéangigen BlutgefalRe dargestellt, was zur Folge hat, dass sich die
avaskulare Zone einer perfundierten Netzhaut in einem gréReren Ausmal’ darstellt als bei
der in der vorliegenden Studie verwendeten IBs,-Farbung. Damit die Vergleichbarkeit
gegeben ist, ist es wichtig dass alle Proben — wie in der vorliegenden Studie geschehen —
derselben immunhistochemischen Methodik unterzogen wurden. Das gilt auch und vor allem

im Bezug auf den Vergleich mit anderen Studienergebnissen.

Innerhalb der Untersuchungen zur Genexpression war der Standardfehler in einigen
Versuchsgruppen vergleichbar hoch, was vermutlich zu EinbuRen in der Anzahl der
signifikanten Unterschiede gefuhrt hat (vgl. Ausfuhrungen in Abschnitt 5.1.5). Eine hdhere
Anzahl untersuchter Netzhdute hatte eventuell die Standardfehler der OIR-, der OIR+Cb5a-
und OIR+PBS-Gruppe gesenkt und zu einer groReren Zahl signifikanter Unterschiede
gefuhrt. Die vor Beginn der vorliegenden Studie festgelegte Gruppengréfie fir die

genexpressionsanalytischen  Untersuchungen basiert auf Erfahrungswerten und
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Berechnungen aus friheren Studien der Arbeitsgruppe unter Verwendung des gleichen
Mausmodells der OIR.

Die Untersuchungen von Eslamloo et al. an Goldfischen konnten zeigen, dass akuter Stress
Uber einen Tag die Komplement-Aktivitdt erhoht, wiederholter Stress Uber drei Tage diese
allerdings verringert (Eslamloo et al 2014). In der vorliegenden Studie wurde die
Komplement-Aktivitdt im Rahmen von Untersuchungen zur Genexpression lediglich vom
Untersuchungszeitpunkt P17 ermittelt, da vorab signifikante Unterschiede in den
Untersuchungen zu der avaskuldren Flache (vgl. Abschnitt 4.2.1), den Gesamt-CD11b-
positiven Zellen (vgl. Abschnitt 4.2.3) und den aktivierten CD11b-positiven Zellen (vgl.
Abschnitt 4.2.4) Uberwiegend nur zu diesem Zeitpunkt gefunden wurden. Die diesen
Versuchstiergruppen tber funf aufeinander folgenden Tagen verabreichten intraperitonealen
Injektionen stellten eine flinftdgige Stressperiode fir die Mause dar. Die Genexpression aller
untersuchten Komplementfaktoren der Injektionsgruppen erschien im Vergleich zu der reinen
OIR-Gruppe verringert (allerdings nur signifikant nachgewiesen fir Properdin). Den
Erkenntnissen von Eslamloo et al. (Eslamloo et al 2014) nach ware eine zusatzliche
Untersuchung der Genexpression zum Zeitpunkt P14 interessant gewesen, um zu sehen,
welchen Einfluss eine zweitdgige Stressperiode auf die Komplementaktivitat der

Injektionsgruppen gehabt hatte.

Um einen generell mdglichen Einfluss des C5a auf die murinen CD11b-positiven Zellen
sicherzustellen, ware es im Vorfeld der Studie sinnvoll gewesen, die Rezeptorbindung des
injizierten rekombinanten C5a an murinen Monozyten zu Uberprifen, ahnlich wie die
Bindungsaffinitdt von NOX-D20 zu murinem C5a von der NOXXON Pharma AG im Rahmen
der Studie von Hoehlig et al. Uberprift wurde (Hoehlig et al 2013). Ohne diese
Voruntersuchung bleibt es streng genommen offen, ob eine Interaktion zwischen dem

injizierten C5a und den untersuchten CD11b-positiven Zellen prinzipiell erfolgen konnte.
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6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Nach Abschluss der Arbeiten konnen die im Abschnitt 2 erhobenen Fragestellungen nun an

dieser Stelle beantwortet werden.

zu1.und 2. :

Die Cba-Supplementierung hat an P17 zu einem verringerten Ausmaly der retinalen
Vasoobliteration im Mausmodell der OIR im Vergleich zur Kontrollgruppe gefuhrt (vgl.
Abschnitt 4.2.1). Die Beobachtung, dass hingegen an P14 und an P21 keine Unterschiede
festgestellt werden konnten, deutet auf eine durch Cb5a-Supplementierung hervorgerufene
schnellere Revaskularisierung der avaskularen Zone hin (vgl. Abschnitt 4.2.1). Die
Inhibierung von C5a mittels NOX-D20 hat das Ausmal der retinalen Vasoobliteration im
Mausmodell der OIR im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht beeinflusst (vgl. Abschnitt 4.2.1).
Die Hypothese, dass die Cb5a-C5aR-Achse des Komplementsystems bezlglich der
Revaskularisierung der avaskuldren Flache pro-angiogen agiert (vgl. Hypothese 1 in
Abschnitt 2), hat sich somit bestatigt.

zu 3.und 4. :

Die Cb5a-Supplementierung hat zum Zeitpunkt P17 zu einer reduzierten Ausbildung der
retinalen Neovaskularisation im Mausmodell der OIR im Vergleich zur Kontrollgruppe gefuhrt
(vgl. Abschnitt 4.2.2). Die C5a-Inhibierung mittels NOX-D20 hat hingegen keinen Einfluss auf
dieselbe gehabt (vgl. Abschnitt 4.2.2). Die Hypothese, dass die C5a-C5aR-Achse des
Komplementsystems beziglich der retinalen Neovaskularisation anti-angiogen agiert (vgl.
Hypothese 1 in Abschnitt 2), hat sich somit (zumindest beziglich der Cb5a-

Supplementierung) bestatigt.

zu 5. :

Die Zahl der retinalen CD11b-positiven Zellen ist in beiden, sowohl in einem Teil der
pathologisch (Tuft-Zone) als auch in den physiologisch (vaskuldre Zone) vaskularisierten
Arealen der Netzhaut signifikant hdher gewesen verglichen mit dem avaskularen Bereich
(avaskulare Zone) (vgl. Abschnitt 4.2.3.1). Zwischen der Tuft- und der vaskularen Zone
hingegen hat sich kein Unterschied gezeigt (vgl. Abschnitt 4.2.3.1). Die Frage, ob es einen
Zusammenhang zwischen dem quantitativen Verteilungsmuster der retinalen CD11b-
positiven Zellen und der Aktivitdtszone der OIR gibt, Iasst sich demzufolge im Rahmen der
vorliegenden Studie nicht eindeutig beantworten.

Die Hypothese, dass das radumliche Verteilungsmuster der retinalen CD11b-positiven Zellen

mit der Aktivitdtszone der OIR korreliert (vgl. Hypothese 2 in Abschnitt 2), lasst sich im
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Rahmen der vorliegenden Studie somit weder eindeutig bestatigen noch widerlegen.

Zu 6. :

Die Zahl der aktivierten retinalen CD11b-positiven Zellen ist in den pathologisch
vaskularisierten Arealen der Netzhaut (avaskulare und Tuft-Zone) signifikant hdher gewesen
verglichen mit dem physiologisch vaskularisierten, peripheren Netzhautbereich (vaskulare
Zone) (vgl. Abschnitt 4.2.4.1). Aktivierte retinale CD11b-positive Zellen sind vorrangig in der
avaskularen und der Tuft-Zone, hingegen kaum in der vaskuldaren Zone nachgewiesen
worden (vgl. Abschnitt 4.2.4.1). Somit hat das Verteilungsmuster des aktivierten Phanotyps
der retinalen CD11b-positiven Zellen nicht dem der Gesamt-CD11b-positiven Zellen
geglichen. Die Hypothese, dass in der Aktivitdtszone der OIR vermehrt retinale CD11b-
positive Zellen des aktivierten Phanotyps vorkommen (vgl. Hypothese 4 in Abschnitt 2),
konnte im Rahmen der vorliegenden Studie — mit dem Zusatz, dass dies ebenfalls der Fall in

der avaskuldren Zone gewesen ist — bestatigt werden.

zu7.:

Die C5a-Supplementierung hat zu einer reduzierten Zahl retinaler CD11b-positiver Zellen in
der avaskularen Zone (an P17 fir die Gesamt-CD11b-positive Zellen, an P14 flur die des
aktivierten Phanotyps) (vgl. Abschnitte 4.2.3.2 und 4.2.4.2) und in der Aktivitatszone der OIR
(an P17 und P21 fur die Gesamt-CD11b-positive Zellen, an P17 fir die des aktivierten
Phéanotyps) (vgl. Abschnitte 4.2.3.3 und 4.2.4.3) gefiihrt. C5a-Inhibierung mittels NOX-D20
hat ebenfalls zu einer Reduktion der Zellzahl in der avaskularen Zone (an P14 fur die des
aktivierten Phanotyps, vgl. Abschnitt 4.2.4.2) und in der Aktivitatszone der OIR (P21 fur die
Gesamt-CD11b-positive Zellen, vgl. Abschnitt 4.2.3.3) gefuhrt. Inwieweit diese Einflisse
direkt von den injizierten Effektor-Molekilen hervorgerufen wurden, bleibt aufgrund der
verwendeten Methodik der Zielort-fernen Injektion ungeklart (vgl. Ausfihrungen in Abschnitt
5.1.3 und 5.3). Das quantitative Verteilungsmuster der (aktivierten) retinalen CD11b-
positiven Zellen ist von den intraperitoneal gesetzten Effektor-Injektionen beeinflusst worden.
Die Hypothese, dass eine Beeinflussung des Verteilungsmusters der retinalen CD11b-
positiven Zellen in der Aktivitdtszone der OIR durch — zumindest intraperitoneale — Cba-

Supplementierung maglich ist (vgl. Hypothese 3 in Abschnitt 2), hat sich dennoch bestatigt.

zu 8.:

Das verwendete Mausmodell der OIR hat eine Gliose der Muller-Zellen hervorgerufen, die in
ihrer Starke nicht von der C5a-Supplementierung beeinflusst worden ist (vgl. Abschnitt
4.2.7). Die Hypothese, dass das verwendete Mausmodell der OIR zu einer reaktiven Muller-

Zell-Gliose fuhrt (vgl. Hypothese 5 in Abschnitt 2), hat sich bestatigt. Die Hypothese, dass
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diese Miuller-Zell-Gliose durch die Cba-Supplementierung noch verstarkt wird (vgl.
Hypothese 5 in Abschnitt 2), konnte im Rahmen der vorliegenden Studie nicht bestatigt
werden.

Aufgrund ergebnisbasierter Modifikationen in der Umsetzung der vorliegenden Studie, wurde
der Einfluss der C5a-Inhibierung mittels NOX-D20 auf die Reaktion der Mduller-Zellen im
Mausmodell der OIR entgegen der urspringlichen Planungen nicht mehr untersucht (vgl.
dazu Ausfihrungen in Abschnitt 4.2.7).

zu 9. und 10. :

Das verwendete Mausmodell der OIR hat per se zu einer erhéhten Genexpression von dem
Komplementfaktor 1q (C1q) (knapp nicht signifikant bezlglich C3) gefuhrt (vgl. Abschnitt
4.3). Die Hypothese, dass das verwendete Mausmodell der OIR zu einer Erhéhung der
Komplementaktivitat fuhrt (vgl. Hypothese 6 in Abschnitt 2), hat sich demnach bestatigt. Die
Genexpression von C1q (aktiviert den klassischen Komplementpfad) betrug etwa das
Dreifache im Vergleich zu der von Properdin (wichtig fir Aufbau und Stabilisierung der C3-
Konvertase des alternativen Komplementpfades) (vgl. Abschnitt 4.3). Somit hat sich die
Hypothese, dass im Mausmodell der OIR der klassische Pathway vermehrt aktiv ist (vgl.
Hypothese 7 in Abschnitt 2), bestatigt.

zu11.:

Die Cba-Supplementierung hat keinen Einfluss auf die retinale Genexpression von C1q,
Properdin und C3 ausgetbt (vgl. Abschnitt 4.3). Die Hypothese, dass eine Beeinflussung der
retinalen Komplementaktivitat durch C5a-Supplementierung mdéglich ist (vgl. Hypothese 8 in
Abschnitt 2), hat sich somit nicht bestatigt.

Aufgrund ergebnisbasierter Modifikationen in der Umsetzung der vorliegenden Studie, wurde
der Einfluss der C5a-Inhibierung mittels NOX-D20 auf die retinale Komplementaktivitat im
Mausmodell der OIR entgegen der urspringlichen Planungen nicht mehr untersucht (vgl.

dazu Ausfihrungen in Abschnitt 4.3).

Schlussfolgernd aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie (vgl. Abschnitt 4.4) kann man
sagen, dass die C5a-C5aR-Achse des Komplementsystems das Potential hat, sowohl die im
Rahmen der Sauerstoff-induzierten Retinopathie ausgebildete retinale Vasoobliteration als
auch die retinale Neovaskularisation in ihrem Ausmal} signifikant zu reduzieren. Ob das
supplementierte C5a von vorn herein zu einer schwacher ausgepragten Pathologie und/ oder
einer schnelleren Herstellung des Normalzustandes (durch schnellere Revaskularisation der

avaskularen Zone und/ oder schnellere Tuft-Regression) fihrt, konnte im Rahmen der
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vorliegenden Studie nicht eindeutig geklart werden. Das im Rahmen der vorliegenden Studie
beobachtete quantitative Verteilungsmuster der CD11b-positiven Zellen spricht flr eine
Beteiligung dieser Zellen an der retinalen Antwort auf die OIR. Es unterstutzt die Feststellung
von Langer et al., dass die C5a-C5aR-Achse des Komplementsystems die Bildung retinaler
Neovaskularisationen im Mausmodell der OIR Makrophagen-vermittelt inhibiert (Langer
2010). Die C5a-Supplementierung hat in der vorliegenden Studie zu einer reduzierten Zahl
retinaler CD11b-positiver Zellen (Gesamtzahl und aktivierter Phanotyp) in der avaskularen
Zone und in der Aktivitdtszone der OIR geflhrt. Es ist unklar, ob aufgrund der weniger stark
ausgepragten OIR-Pathologie weniger CD11b-positive Zellen ,bendtigt” und somit eventuell
auch weniger in die Netzhaut rekrutiert wurden oder ob das supplementierte C5a eventuell
zu einer so starken Aktivitatserhéhung der einzelnen CD11b-positiven Zellen gefuhrt hat,
dass die geringere Zelldichte ausreichend fir die Wiederherstellung eines intakten retinalen
Blutgefallnetzes war. Aufgrund der Zielort-fernen Injektionen, kann auch eine Abwanderung
der CD11b-positiven Zellen hin zu dem intraperitoneal gesetzten Entzindungsreiz nicht
ausgeschlossen werden.

Den Ergebnissen der vorliegenden Studie zufolge, scheint C5a zwar am Geschehen der
OIR-Pathologie beteiligt, aber nicht bestimmend zu sein. Sonst waren die Cb5a-Effekte
bezlglich der retinalen Angiogenese und des quantitativen Verteilungsmusters der retinalen
CD11b-positiven Zellen vermutlich noch deutlicher und auch nicht nur an einem Zeitpunkt
festzustellen gewesen. Zudem hatte die C5a-Inhibierung mittels NOX-D20 — vorausgesetzt
die Inhibierung verlief erfolgreich — deutlich gegenteilige Effekte hervorgerufen. Trotzdem
kann man aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Studie die Schlussfolgerung ziehen,
dass der aktivierte Komplementfaktor C5a durchaus das Potential hat, als neuer
therapeutischer Ansatzpunkt auf dem Gebiet der Komplement- und Immunzellbeeinflussung
(bezogen auf die retinalen Angiogenese) zu fungieren und dieser Forschungsansatz weiter

verfolgt werden sollte.

Um den Erkenntnisgewinn der vorliegenden Studie bezuglich der Funktion der retinalen
CD11b-positiven Zellen weiter auszubauen und noch vorhandene Unklarheiten weiter
aufzulésen, ware eine zuklnftige Studie gleichen Aufbaus und fast gleicher Methodik,
allerdings mit intravitreal (= Zielort-nah) verabreichten Injektionen, sinnvoll. Zum einen
wurden die Effektoren sicher am Zielort (= intraokular) ,ankommen®. Zum anderen wirde die
Mdoglichkeit ausgeschaltet werden, dass die Anzahl der retinalen CD11b-positiven Zellen
aufgrund der intraperitoneal gesetzten Injektion und dem damit einhergehenden
intraperitonealen Entzindungsreiz (und folglich vermehrter Zellauswanderung Richtung
Peritonealhdhle und/ oder verringerter retinaler Immunzellrekrutierung) (mit) verringert

worden ist. Das quantitative Verteilungsmuster der retinalen CD11b-positiven Zellen kénnte
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so in direkten Zusammenhang mit der C5a- und/ oder NOX-D20-Supplementierung gebracht

werden.

Um eine Aussage Uber den Anteil der rekrutierten retinalen CD11b-positiven Zellen an den
Gesamt-CD11b-positiven Zellen in der Netzhaut zu treffen zu kénnen, ware es ebenfalls
sinnvoll, in einer zuklnftige Arbeit mit Hife von immunhistochemischen
Kombinationsfarbungen differenzierter zwischen retinalen Mikroglia-Zellen und peripheren
Makrophagen unterscheiden zu kénnen. Die Arbeitsgruppe plant bereits eine ergédnzende
Studie zur quantitativen Analyse der retinalen Makrophagen- und Mikroglia-Zell-Populationen
im Mausmodell der OIR unter Verwendung der Methodik der Durchflusszytometrie

(Fluorescence activated cell sorting, FACS).

Das Wissen uber die zellularen und molekularen Prozesse, die involviert sind in die retinale
Antwort auf Ischamie und Hypoxie, stellt die Basis fur die Identifizierung neuer (molekularer)
Ansatzpunkte dar, um den Einfluss auf die Ausbildung und das Fortschreiten retinaler
vasoproliferativer Erkrankungen, wie die Frihgeborenenretinopathie (ROP), nehmen zu
kénnen (Caprara & Grimm 2012) und nicht nur Uber die Mdglichkeit einer symptomatischen
Behandlung zu verfigen. Neu identifizierte zellulare und molekulare Ansatzpunkte, wie im
Falle der vorliegenden Studie der aktivierte Komplementfaktor Cb5a, kénnten zuklnftig
pharmakologisch beeinflusst werden mit dem Ziel, die Netzhautintegritat und -funktion und
somit das Sehvermdgen der ROP-Patienten zu verbessern bzw. wiederherzustellen und

dauerhaft zu erhalten (Caprara & Grimm 2012).
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7. Zusammenfassung

Komplementfaktor C5a reduziert die retinale Vasoobliteration, Neovaskularisation und
die Anzahl mononuklearer Phagozyten im Mausmodell der Sauerstoff-induzierten

Retinopathie

EINLEITUNG

Die Frihgeborenenretinopathie (Retinopathy of prematurity, ROP) ist eine von
Vasoobliteration (Phase 1) und anschlieRender Neovaskularisation (Phase IlI) gepragte
BlutgefalRerkrankung der Netzhaut. Bis zu einem Funftel aller Erblindungen und
Sehschwachen bei Kindern in den Industrieldndern werden von der ROP hervorgerufen.
Mehr als zwei Drittel aller Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht von weniger als 1251 g
entwickeln die ROP. Derzeitige Behandlungsmethoden (z.B. punktuelle Laserbestrahlung
der ischamischen Netzhautbereiche, angiostatische Praparate) sind oft verbunden mit einem
hohen Grad an Gewebeschadigung, dem Risiko von lokalen sowie systemischen
Komplikationen und/ oder Rezidiven. Mit zunehmender Zahl Uberlebensfahiger
FrGhgeborener steigt auch das Bedurfnis an besseren und angemesseneren
Therapiemdglichkeiten flir die ROP. Die schwerwiegendste Komplikation der ROP stellt die
Netzhautablésung und damit verbunden der Verlust des Sehvermodgens als Folge der
pathologischen Neovaskularisation dar. Eine Reihe von Forschungsansatzen postuliert, dass
das Komplementsystem zusammen mit Immunzellen die Schlisselkomponenten bei der
Ausbildung der retinalen Neovaskularisation darstellen. Demzufolge verkdrpern sie ideale

Ansatzpunkte bei der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien.

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Korrelation zwischen dem Komplementsystem und
der Entwicklung retinaler Neovaskularisationen unter Einbezug der Interaktion mit den
(aktivierten) CD11b-positiven Zellen klarer definieren und daraus neue potentielle

Therapieansatze identifizieren zu kdénnen. Die konkreten Ziele waren die Beantwortung

folgender Fragestellungen:

1. Kann die Cb5a-C5aR-Achse des Komplementsystems die Ausbildung der retinalen
Vasoobliteration und Neovaskularisation der ROP beeinflussen?

2. Korreliert das raumliche Verteilungsmuster der retinalen CD11b-positiven Zellen mit der
Zone der retinalen Neovaskularisation (Tuft-Zone) unter der Hypothese, dass aktivierte
CD11b-positive Zellen vor allem in der Tuft-Zone vorkommen? Ist dieses
Verteilungsmuster von dem Komplementfaktor C5a beeinflussbar?

3. Fuhrt das Mausmodell der OIR per se zu einer erhéhten Komplementaktivitat. Ist eine

Beeinflussung der Komplementaktivitdt durch C5a mdglich?
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METHODEN

Das Mausmodell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie (Oxygen-induced retinopathy, OIR)
ist ein etabliertes Tiermodell, das die neovaskuldaren Charakteristika der humanen
FriGhgeborenenretinopathie zuverlassig imitiert. Die vorliegende Studie bedient sich diesem
Tiermodell, um die Hypothesen zu untersuchen. Neonatalen OIR-Mause wurden vom
postnatalen Tag (P)12 bis P16 taglich intraperitoneale Injektionen mit C5a, Cb5a-Inhibitor
oder reiner Vehikelflissigkeit (Kontrolle) verabreicht. Fur die Untersuchung der
Komplementaktivitdt wurden erganzend reine OIR-Mause (ohne Injektionsbehandlung) und
unter durchgehend normoxischen Bedingungen gehaltene Mause genutzt. Die Mause
wurden an P14, P17 und P21 zur Probengewinnung geopfert. Immunhistochemie und
retinale Flachpraparate dienten der Analyse: 1) des Ausmales der retinalen Vasoobliteration
(avaskulare Bereiche) und 2) der Neovaskularisation (Tufts), und 3) des quantitativen
Verteilungsmusters der (aktivierten) CD11b-positiven Zellen bezlglich der avaskularen, Tuft-
und physiologisch  vaskularisierten Zonen. Darlber hinaus wurden retinale
Genexpressionsanalysen verschiedener Komplementfaktoren mittels quantitativer PCR
durchgeflnhrt.

ERGEBNISSE

Die Cba-Supplementierung flhrte zu einem signifikant reduzierten Ausmal der retinalen
Vasoobliteration und Neovaskularisation im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der avaskularen
Zone waren gruppenulbergreifend signifikant weniger CD11b-positive Zellen als in der
vaskularen (P14 und P17) und als in der Tuft-Zone (P17). Unabhangig von der Behandlung
war die Anzahl der aktivierten CD11b-positiven Zellen in der avaskularen (P14 und P17) und
in der Tuft-Zone (P17 und P21) signifikant hoéher verglichen mit den physiologisch
vaskularisierten Regionen. Die C5a-Supplementierung hat sowohl die Gesamtzellzahl (P17
und P21) als auch die Zahl der aktivierten Zellen (P14 und P17) in den pathologisch
vaskularisierten Zonen (avaskulare und Tuft-Zone) im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant reduziert. Die Komplementaktivitat war im Rahmen der OIR erhéht und konnte
nicht durch C5a-Supplementierung beeinflusst werden. Die C5a-Inhibierung hatte keinen
Einfluss auf die retinale Vasoobliteration oder Neovaskularisation; das rdumliche
Verteilungsmuster der (aktivierten) CD11b-positiven Zellen konnte zu wenigen Zeitpunkten
beeinflusst werden, wobei die Effekte mit denen der C5a-Supplementierung vergleichbar

waren.
Die Cba-Injektionen fiihrten zu einer schnelleren Revaskularisation der avaskuldren Zone

und schnelleren Regression der retinalen Tufts in Korrelation mit einer Reduktion CD11b-

positiver Zellen. Die bereits bekannten pro- und anti-angiogenen Effekte des Komplements
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unterstitzten die Ergebnisse der vorliegenden Studie.

Die ,Zielort-fern® gesetzten intraperitonealen Injektionen kdnnen einen starken
Entzindungsreiz im Peritoneum hervorgerufen haben, der eine starkere Aktivierung des
Komplementsystems sowie einen starkeren Rekrutierungsreiz flr die CD11b-positiven Zellen
verursacht haben kdnnte als die gleichen lokal durch die OIR im Auge ausgelésten Stimuli.
Die angewandte Methodik kénnte demnach zur reduzierten Zellzahl und Komplementaktivitat
in der Netzhaut beigetragen haben. Das vermehrte Vorkommen der (aktivierten) CD11b-
positiven Zellen in den pathologisch vaskularisierten Zonen spricht fir eine Beteiligung
dieser Zellen an der retinalen Blutgefal3bildung. Die wenigen beobachteten Effekte der C5a-
Inhibierung kénnten in einer verringerten Zellrekrutierung an den Injektionsort ausgelost
durch eingeschrankte Cb5a-bedingte Immunzellrekrutierung und/ oder einer methodischen

Schwache der Studie begrindet sein.

SCHLUSSFOLGERUNG

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass das aktivierte Komplementsystem und
insbesondere die C5a-C5aR-Achse das Potential hat, die im Rahmen des Mausmodells der
OIR entwickelte retinalen Neovaskularisation signifikant zu hemmen. Eine Beteiligung der
CD11b-positiven Zellen erscheint dabei als wahrscheinlich. Eine zukinftige Studie mit
intravitrealen Injektionen (lokale anstatt systemischer Applikation) kénnte die in der
vorliegenden Studie gewonnenen Erkenntnisse um wertvolle Informationen erweitern.
Dennoch deuten die Ergebnisse der vorliegenden Studie darauf hin, dass der aktivierte
Komplementfaktor C5a einen potentiellen neuen therapeutischen Angriffspunkt darstellt, der
im Rahmen der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien der ROP berlcksichtigt werden

sollte.
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8. Summary

Complement factor C5a reduces retinal vaso-obliteration, neovascularisation and
number of mononuclear phagocytes in the mouse model of oxygen-induced

retinopathy

INTRODUCTION

Retinopathy of prematurity (ROP) is a vascular disease of the retina characterized by vaso-
obliteration (phase I) and, subsequently, neovascularisation (phase Il). In the industrialized
countries up to one-fifth of all blindness and visual impairment among children are caused by
ROP. More than two thirds of the premature infants weighing less than 1251g at birth
develop ROP. Current treatment methods (e.g. selective laser irradiation of the ischemic
retinal areas, angiostatic medication) are often associated with a high degree of tissue
damage, the risk of local as well as systemic complications and/ or recurrences of the
disease. As the number of premature infants capable of surviving increases, there is a rising
need of better and more adequate therapies for ROP. The most severe complication of ROP
is retinal detachment and hence loss of vision as a consequence of pathological
neovascularisation. Several lines of research argue that the complement system, together
with immune cells, are the key contributors to the retinal neovascularization. Thus they are

ideal candidates to take into account in the development of new therapeutic strategies.

The aim of the present study was to correlate the complement system with the development

of retinal neovascularisation, also taking into consideration the interaction with the (activated)

CD11b-positive cells, in order to identify potential new therapeutic approaches. The specific

objectives were:

1. Can the C5a-C5aR axis of the complement system influence the formation of retinal
vaso-obliteration and neovascularisation in ROP?

2. Does the spatial distribution pattern of the retinal CD11b-positive cells correlate with the
zone of retinal neovascularisation (tuft zone), with activated CD11b-positive cells mainly
found in the tuft zone? Can this distribution pattern be influenced by the complement
factor C5a?

3. Does the OIR mouse model per se lead to increased complement activity? Is it possible

to influence the complement activity by C5a action?
METHODS

Oxygen-induced retinopathy (OIR) is a well-established mouse model that mimics the main

neovascular characteristics of ROP in humans. The present study employed this animal
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model to investigate the hypotheses. Neonatal OIR mice were treated with daily
intraperitoneal injections of C5a, C5a inhibitor or vehicle control from postnatal day (P)12 to
P16. Additionally, for the study of the complement activity, pure OIR mice (no injection
treatment) and mice kept under normoxic conditions at all times were used. The mice were
sacrificed at P14, P17 and P21. Immunohistochemistry and retinal whole-mounts served to
analyse: 1) the extent of retinal vaso-obliteration (avascular areas) and 2) neovascularisation
(tufts), and 3) the quantitative distribution pattern of the (activated) CD11b-positive cells with
respect to the avascular, tuft and physiologically vascularized zones. In addition, retinal gene
expression analyses of different complement factors were performed by means of

quantitative PCR.

RESULTS

Cb5a supplementation led to a significantly reduced extent of retinal vaso-obliteration and
neovascularisation in comparison to the control group. All groups presented significantly less
CD11b-positive cells in the avascular zone when compared to the physiologically
vascularized (P14 and P17) and the tuft zones (P17). Independently of the treatment, the
number of activated CD11b-positive cells was significantly higher in the avascular (P14 and
P17) and in the tuft zone (P17 and P21) when compared to physiologically vascularized
regions. C5a supplementation significantly reduced the total number of CD11b-positive cells
(P17 and P21), as well as the number of activated cells among them (P14 and P17) in the
pathologically vascularized zones (avascular and tuft zone) when compared to control. The
complement activity was increased in the context of OIR and could not be influenced by C5a
supplementation. Cb5a inhibition had no effect on retinal vaso-obliteration or
neovascularisation. The spatial distribution pattern of the (activated) CD11b-positive cells
was influenced by C5a inhibition at few time points, the effects being comparable to those of

Cb5a supplementation.

The Cba injections resulted in a faster re-vascularisation of the avascular zone and in a
faster regression of the retinal tufts; this was correlated with a reduction in CD11b-positive
cells. The already known pro- and anti-angiogenic effects of the complement supported the
results of the present study. The intraperitoneal injections, placed far off the target location
(of the retina), may have caused a strong inflammatory stimulus in the peritoneum which may
have created a stronger activation of the complement system, as well as a stronger
recruitment stimulus for the CD11b-positive cells compared to the same local stimuli induced
by the OIR in the eye. The applied methodology could thus have contributed to the reduced
cell count and complement activity in the retina. The increased occurrence of the (activated)

CD11b-positive cells in the pathologically vascularized zones indicates an involvement of
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these cells in the retinal angiogenesis. The few observed effects of C5a inhibition could be
due to reduced cell recruitment to the injection site by inhibited C5a-induced immune cell

recruitment and/ or methodological pitfalls of the study.

CONCLUSION

The results of the present study show that the activated complement and in particular the
C5a-C5aR axis has the potential to significantly inhibit retinal neovascularisation developed
in the OIR mouse model. An involvement of the CD11b-positive cells in the time-course of
this appears to be likely. A future study with intravitreal injections (local application instead of
systemic) could enrich the findings gained in the present study with valuable information.
Nevertheless, the results of the present study suggest that the activated complement factor
Cb5a is a potential new therapeutic target that could be taken into account in the development

of new treatment strategies of ROP.
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Anhang

Erganzende Abbildung aus einer Pilotuntersuchung
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Ergianzende Abb. 33 Verteilung der aktivierten CD11b-positiven Zellen in mm? in retinalen

Flachpraparaten von in Umgebungsluft gehaltenen Mauswelpen.

Vergleich der drei Zonen der Netzhaut (central, mid-peripheral und peripheral) von in Umgebungsluft

gehaltenen Mausen (normoxia) zum Untersuchungszeitpunkt P14, P17 und P21 (v.L.n.r.) (N = 1 fur
P14, N = 2 fir P17 und P21). MW + SEM; *p < 0,05. normoxia, Normoxia (Umgebungsluft mit

normalem Sauerstoffgehalt von ca. 21%); Activated CD11b+ Cells, aktivierte CD11b-positive Zellen;

P, postnataler Tag; central, zentraler Netzhautbereich (= Sehnervenkopf-nah); peripheral, peripherer

Netzhautbereich (= Ora serrata-nah); mid-peripheral, mittel-peripherer Netzhautbereich (Bereich

zwischen zentralem und peripheren Netzhautbereich); N, Anzahl der ausgewertete Retinae pro

Zeitpunkt; MW, Mittelwert; SEM (Standard error of the mean), Standardfehler des Mittelwertes.
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