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Zusammenfassung

Vergleichende immunhistochemische Untersuchung zwischen normaler und
diabetischer menschlicher Retina in Hinblick auf neuronale und nicht-neuronale
Antigene
Amra Lunatschek
Der Diabetes mellitus fiihrt von allen Systemerkrankungen am haufigsten zur Erblindung und die
diabetische Retinopathie ist die hdufigste mikrovaskuldare Komplikation des Diabetes. Der genaue

Pathomechanismus der Retnopathia diabetica ist noch nicht vollstandig geklart.

Ziel dieser Studie war es mit Hilfe von neuronalen, nichtneuronalen, glialen und vaskuldren
Antikdrpern und Verfahren der Fluoreszenzfarbung verschiedene Antigene und Zellen in der
normalen und diabetischen Retina darzustellen und diese miteinander zu vergleichen. So konnte die
vorliegende Arbeit zu einer besseren Analyse von pathologischen Faktoren, die bei der Entstehung
diabetischen Retinopathie beteiligt sind, beitragen.

Als Untersuchungsgut dienten vier humane Retinae; drei normale und eine diabetische Retina. Die
Netzhaute wurden innerhalb von 12 bis 48 Stunden post mortem entnommen, und in dreiprozentiger
Saccharose Losung auf vier Grad Celsius aufbewahrt. In Saccharose aufbewahrte Retina wurde am
Kryostat eingebettet und eingefroren. AnschlieBend wurden die Praparate zur Identifizierung und
Lokalisation von Antigenen mit folgenden Antikérpern behandelt: Anti-von-Willebrand Faktor, GFAP,
ED1, Mac2, OX42, Anti-Neurofilament, Anti-Rhodopsin, Anti-Human CD45. Nach der Farbung mit
einem  sekundaren fluoreszenzmarkierten  Antikorper erfolgte die  Auswertung am
Fluoreszenzmikroskop.

Die diabetische Netzhaut zeigte vaskulare, gliale und neuronale Abweichungen im Vergleich zu
normalen Netzhauten. Die vorliegenden Befunde deuten auf gliale Proliferation, Invasion und
Reaktivation von Mikroglia und Makrophagen bei der Entwicklung der diabetischen Retinopathie hin.
Ebenfalls bestehen Hinweise auf eine vermehrte Neurodegeneration, insbesondere
Ganglienzelldegeneration. In Zusammenhang mit dem Ganglienzelluntergang ist auch eine
Degeneration der Photorezeptoren und anderen Neuronen anzunehmen.

Das hier untersuchte menschliche Material ist aufgrund seiner limitierten Anzahl begrenzt
aussagefahig. Mehraufkommen des geeigneten Spendermaterials ist auch in der Zukunft nicht zu
erwarten. Die Befunde passen zur der Annnahme, dass die diabetische Retinopathie eine
komplizierte Erkrankung ist, die sowohl das kapillare als auch das gliale und neuronale Gewebe

beteiligt.

Tag der miindlichen Priifung: 22.12.2010
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Einleitung 1

1 Einleitung

Der Diabetes mellitus flihrt von allen Systemerkrankungen am haufigsten zur
Erblindung. Die diabetische Stoffwechsellage bewirkt auf drei Wegen, namlich
Uber stadndige Hyperglukosdmie, die sekunddare (symptomatische)
Hyperlipoproteinamie und die Folgen der Mikroangiopathie charakteristische
Augenveranderungen. Diejenigen an Retina, Linse und Iris stehen im

Vordergrund.

Die Retinopathie ist die haufigste mikrovaskuldre Komplikation des Diabetes. Sie
zahlt zum diabetischen Spatsyndrom, zeigt aber in der Regel schon frih
wahrend der Erkrankung Veranderungen im Augenhintergrund. Studien zeigen,
dass nach 5-jahriger Diabetesdauer 67 % aller Patienten mit Typ 1-Diabetes
[Malone et al. 2001] und ca. 36 % der Patienten mit Typ 2-Diabetes eine
Retinopathie haben [UKPDS 1998]. Nach 15-20 Jahren kommt sie bei ca. 95 %
aller Typ 1-Diabetiker und 50-80 % der Typ 2-Diabetiker vor [Klein 1984].

Die menschliche Retina ist ein komplex verschaltetes neuronales Netzwerk mit
einem charakteristischen Aufbau. In ihr geschehen bereits wesentliche Teile der
Bildverarbeitung, bevor die visuelle Information an das Gehirn weitergeleitet
und in definierten cortikalen Bereichen zur bewussten Wahrnehmung
aufbereitet wird [Moses und Hart 1987, Peichl 1989]. Die Komplexitat des
visuellen Systems spiegelt sich in der Organisation der Netzhautstrukturen
wider. Die Netzhaut beinhaltet hierflir mehrere Ganglienzellklassen mit
verschiedenen anatomischen und physiologischen Eigenschaften [Rodieck 1988,
Kaplan et al. 1990].
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1.1 Aufbau der Retina

Der komplexe Aufbau der Netzhaut (s. Abb. 1) weist folgende zehn Schichten
auf:
1. Pigmentepithel
2. Schicht der Stabchen und Zapfen (AuBenglieder und Innenglieder der
Sehzellen)
Stratum limitans externum
auBere Kornerschicht (Perikaryen der Sehzellen)

auBere plexiforme Schicht

3
4
5
6. innere Kornerschicht (bipolare Nervenzellen)
7 innere plexiforme Schicht

8 Ganglienzellschicht (multipolare Ganglienzellen)
9 Nervenfaserschicht

10. Stratum limitans internum

Typischerweise sind die verschiedenen Neuronentypen in mehreren Schichten
angeordnet (s. Abb. 1). Sie bestehen aus Ganglienzellen, Amakrinzellen,
Bipolarzellen, Horizontalzellen und Photorezeptoren [Schmidt & Thews
1997]

Die innere nukledare Schicht entspricht dabei der Schicht der Bipolarzellen,
wahrend die duBere nukledre Schicht den Zellkernen der Photorezeptoren
entspricht. Funktionelle Verknipfungen zwischen diesen Schichten und den
Ganglienzellen finden sich in Form synaptischer Verbindungen in der inneren
bzw. der duBeren plexiformen Schicht. Zusatzliche Verknipfungen erfolgen
durch Horizontalzellen und Amakrinzellen [Peichl 1989]. Die Photorezeptoren
lassen sich (bei allen Primaten) in Stabchen und Zapfen unterscheiden. Die
AuBensegmente der Photorezeptoren sind aus Zellmembranduplikaturen
aufgebaut, in denen das Sehpigment (Rhodopsin) lokalisiert ist und in denen

die eigentliche photochemische Reaktion stattfindet. Die photochemische
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Reaktion fihrt zu einer Umwandlung des Lichtreizes in eine
Membranpotentialschwankung, die wiederum in einen nervalen Impuls
umgewandelt werden [Axenfeld & Pau 1992].

Aderhaut
Bruchsche Membran

Pigmentepithelzellen

Photorezeptoren
(Aulkensegmenle)

dulere nukleare
Schicht

aulere plexiforma
chicht

innere nukledre
Schicht

innere plexiforme
Schicht

Innerste Schicht der
retinalen Ganglienzellen

Lichteinfall

innere limitierende
Glaskorper Membran

Abb. 1: Deetjen und Speckmann 1994

Bei beiden Zellarten weisen die Rezeptorfortsatze ein AuBen- und ein
Innenglied auf, die auBerhalb des Stratum Ilimitans externum
(Gliagrenzmembran) liegen. Die kernhaltigen Zytoplasmagebiete der
Rezeptorzellen liegen in der Gesamtheit der duBeren nukledren Schicht. Die
Axone der Rezeptorzellen ziehen in die duBere plexiforme Schicht. Die
Membrana limitans externa kommt durch Zellverbindungen zwischen Auslaufern

der Miiller-Zellen und den Zellleibern von Stabchen- und Zapfenzellen zustande.
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Die innere nukledre Schicht enthalt die Perikarya bipolarer Ganglienzellen (2.
Neuron der Sehbahn), deren Dendriten in der duBeren plexiformen Schicht
synaptischen Kontakt mit den Neuriten der Sinnesepithelzellen haben.

Die Bipolarzellen leiten Uber ihr Axon die Erregung in die innere plexiforme
Schicht weiter, wo die Umschaltung auf das 3. Neuron der Sehbahn, die
Nervenzelle der Ganglienzellschicht, erfolgt.

AuBer bipolaren Zellen sind in der inneren nuklearen Schicht Horizontalzellen,
amakrine Zellen und die Zellkérper der Miller-Stiitzzellen vorhanden. Die
Horizontalzellen und amakrinen Zellen kdnnen als Interneurone der Retina
aufgefasst werden.

Die Ganglienzellschicht enthélt groBkernige multipolare Ganglienzellen. Ihre
Dendriten liegen in der inneren plexiformen Schicht, ihre zunachst marklosen
Axone ziehen in der Nervenfaserschicht zum Discus n. optici [Schiebler,
Schmidt, Zilles 1999].

1.2 Informationsweiterleitung des visuellen Systems

Die Informationsverarbeitung des visuellen Systems beginnt in den Zapfen und
Stabchen. Sie stehen durch Horizontalzellen miteinander in Verbindung und sind
synaptisch mit den Bipolarzellen verbunden. Bei den Bipolarzellen unterscheidet
man die ON-Zellen, die mit einer Depolarisation Aktionspotentiale in den
nachgeschalteten Ganglienzellen I6sen und die OFF-Zellen, welche mit einer
Hyperpolarisation die nachgeschalteten Ganglienzellen hemmen [Werblin,
Dowling 1969, Werblin 1991].

Synaptische Querverbindungen zwischen den Bipolarzellen werden durch
Amakrine-Zellen hergestellt.

Die Axone der Ganglienzellen laufen am Sehnervenkopf zusammen und bilden
die Sehnerven. In der Sehbahn-Kreuzung kreuzen sich die nasalen Axone.
Dagegen verlaufen die temporalen Axone beider Augen ungekreuzt. Jede

Hirnhalfte erhalt Informationen der entsprechenden Augenhalften und damit
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aus dem gegeniberliegenden Gesichtsfeldbereich. Nach der Sehbahn-Kreuzung
projizieren die meisten Axone der Ganglienzellen zum Corpus geniculatum
laterale (CGL) [Perry et al. 1984, Lennie et al. 1990]. Das CGL besteht aus
sechs Schichten.

Die Schichten 1,4 und 6 bekommen ihre Informationen aus dem kontralateralen
Auge, die Schichten 2,3 und 5 aus dem ipsilateralen Auge.

Innerhalb der Schichten erhalten die benachbarten Neurone des CGL ihre
Informationen von benachbarten Ganglienzellen der Netzhaut (Retinotopie). Die
Axone der Zellen des CGL leiten schlieBlich die Sehinformation in die
entsprechenden Schichten des primaren Sehkortex [Kolb, Wishaw 1997, Dudel
et al. 1996].

1.3 Retinales Gefallsystem

Die Retina ist sparlich vaskularisiert. AuBer A. centralis retinae und ihren Asten
sind nur wenige Kapillaren in der Schicht der Gangliazellen und bipolaren Zellen
vorhanden. In der lichtempfindlichen Zellschicht fehlen Kapillaren meist. Diese
relativ geringe Vaskularisation steht zur hohen glykolytischen Aktivitat der
Netzhaut in Beziehung. Zur Veranderungen der RetinagefaBe bzw. zur starkeren
Vaskularisation und Angiogenese kommt es bei pathologischen Befunden z.B.

bei Diabetes mellitus [Naumann et al. 1997].

Der arterielle Zufluss zum Auge kommt aus der Arteria ophtalmica, die sich in

zwei GefaBsysteme aufteilt:

1. Arteria centralis retinae versorgt hauptsachlich die inneren Schichten der
Netzhaut
2. Das ziliare System versorgt hauptsachlich die Uvea sowie die auBeren

Schichten der Retina



Einleitung 6

1. Arteria centralis retinae:

Die Arteria centralis retinae hat eine muskulare Wand und ist eine echte Arterie.
Sekundaren und tertidaren Aufzweigungen jenseits des Sehnervs stellen
Arteriolen dar. Gelegentlich kommt eine zillioretinale Arterie vor. Sie stammt aus
den hinteren kurzen ZilliargefaBen und tritt am Papillenrand in die
oberflachliche Retina ein.

Retinale Arteriolen sind Endarterien. Die Zweige der Arteria centralis retinae
liegen in der Nervenfaserschicht. Die Arteriolen tauchen fast senkrecht in die
Netzhautschichten ein und bilden mehrere Kapillarnetze. Sie reichen hochstens
bis an den AuBenrand der inneren Kdérnerschicht.

Das Kapillarnetz ist in der perifoveolaren Zone besonders dicht. Foveolarwerts
sind die Kapillaren arkadenférmig angeordnet, nehmen an der Zahl ab und
lassen die Fovea selbst frei. Zur Peripherie hin nimmt die Kappilardichte deutlich
ab. In der Netzhaut auBerhalb des Makulagebietes bilden die Kapillaren zwei
Schichten, in der peripheren Netzhaut nur eine [Naumann et al. 1997].
Netzhautkapillare weisen zwei besondere Zelltypen auf, Endothelzellen und
Perizyten. Die Endothelzellen kleiden das Lumen der Kapillaren aus und bilden
ihre Basalmembran (s. Abb. 2). Die Endothelzellen einer retinalen Kapillare sind
durch die sog. Zonula occludens fest miteinander verbunden: Nichtgefensterte
Endothel-Auskleidung. Diese interzelluldren Briicken verhindern den Durchfluss
von Flussigkeit aus dem GefaBlumen und bilden einen Teil der Blut- Retina-
Schranke. Neugebildete GefaBe einer Retinopathia proliferans bei der
Retinopathia diabetica entwickeln qualitativ und quantitativ unvollstdndige oder

fehlerhafte interzelluldre Zonule occludens mit entsprechenden Folgen.
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A

Abb. 2A-B: Auf Kapillaren sitzende Perizyten. A: Immunologische Darstellung von Perizyten,
durch Fluorophor-Markierung eines perizytendetektierenden Antigens NG-2 CSP [Ozerdem et al.
2002]. B: Elektronenmikroskopische Aufsicht: Man erkennt deutlich die pseudopodienartigen
Zytoplasmaauslaufer, mit denen der Perizyt die Endothelzellen umschlieBt, nach Kiihnel,
»Taschenatlas der Zytologie®™, Thieme Verlag

Die Perizyten liegen der Basalmembran der Endothelzelle auBen auf und bilden
eine zweite Basalmembran als duBere Begrenzung der Kapillare (s. Abb. 2). Ein
selektives Abfallen von Perizyten geschieht bei der Retinopathia diabetica.
Perizytenabfall bewirkt eine Instabilisierung und Schwéchung der GefaBwand,
es kommt zur Ausbildung von GefaBanomalien wie Mikroaneurysmen und sog.
azellularen Kapillaren, in denen die Endothelzellen abgestorben sind [Enge et al.
2002, Hammes et al. 2002, Hellstrom et al. 2001, Lindahl et al. 1997]. Die
GefdBe werden von perivaskularer Glia aus Astrozyten und Millerschen Zellen

umhillt.

2. Ziliares bzw. Chorioidales GefaBsystem

Im AderhautgefaBsystem fehlt der allméhliche Ubergang von gréBeren GefiBen
der Lamina vasculosa Uber Arteriolen zu Kapillaren. Stattdessen miinden
zahlreiche Arterien Uber eine kurze Zwischenstrecke in die Choriokapillaris ein,
die in definitive anatomische und funktionelle Einheiten aufgegliedert ist. Im
Gegensatz zu den Netzhautkapillaren ist die Endothel- Auskleidung der der
ChoriocapillarisgefaBe gefenstert und poros. Flissigkeitsbewegungen zwischen
der Aderhaut und den benachbarten Strukturen sind daher gut mdéglich. Die

Blut- Retina- Schranke zwischen chorioidalen GeféaBen und Photorezeptoren
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befindet sich am apikalen Teil des retinalen Pigmentepithels in der sog.

Verhoeffschen Membran [Naumann et al. 1997].

1.4 Retinopathia diabetica

Die diabetische Retinopathie ist gekennzeichnet durch fortschreitende

Veranderungen kleinster GefdBe innerhalb der Netzhaut [Klein et al. 1984].

Die international gebrauchlichste Nomenklatur zur Beschreibung der

verschiedenen Veranderungen bei diabetischer Retinopathie unterscheidet

folgende Stadien (s. Abb. 3):

1. nicht proliferative DR- mild

2. nicht proliferative DR- maBig

3. nicht proliferative DR- schwer

4. proliferative DR (PDR)- mild (nicht papilldre GefaBneubildungen in 1 oder
mehreren Quadranten)

5. proliferative DR- maBig (nicht papilldre GefaBneubildungen in 1 oder
mehreren Quadranten und papillare GefaBneubildungen)

6. proliferative  DR-  Hochrisiko  (papillare  GefaBneubildungen  und
Glaskoérpereinblutung)

7. klinisch signifikantes Makulaédem und ischamische Makulopathie

[Lang et al. 2008]

Unter klinischen Gesichtspunkten erfolgt jedoch eine relativ grobe Unterteilung
in das friihe nicht-proliferative und das spate proliferative Stadium.

Die erste klinische Veranderung des nicht-proliferativen Stadiums ist die
Ausbildung von kapillaren Mikroaneurysmen [Kohner 1982]. Auf histologischer
Ebene geht der Entstehung von Mikroaneurysmen ein Verlust an Perizyten
voraus, die den Endothelzellen der Kapillaren von auBen aufliegen. Dieser
initiale Perizytenverlust ist ein charakteristisches Merkmal der diabetischen

Retinopathie [Cogan 1961]. Die Auspragung der Erkrankung wird zu diesem
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Zeitpunkt noch als "mild" beschrieben. Die weitere Zunahme an
Mikroaneurysmen und die Prasenz perlschnurartiger Venen sowie einzelner
intraretinaler Blutungen kennzeichnen den Ubergang in das "maBige" Stadium.
Der in diesem Stadium beobachtete Anstieg der vaskuldren Permeabilitat und
die damit verbundene Leckage von Plasmabestandteilen in den
Extrazellularraum ist mit verantwortlich fiir die Ausbildung von Odemen und die
Verdickung der Basalmembran.

Die nicht-proliferative Retinopathie wird als "schwer" klassifiziert, sobald
zahlreiche Mikroaneurysmen und Hamorrhagien in allen vier Quadranten der
Retina, "perlschnurartige Venen" in zwei Quadranten oder intraretinale,
mikrovaskuldre Anomalien (IRMA) in einem Quadranten zu finden sind. Auch
die Anwesenheit von weichen, hell erscheinenden Exsudaten (Infarkte der
Nervenschicht) und harten, gelblich aussehenden Exsudaten (Ablagerung von
Lipiden in der auBeren Retinaschicht) weist auf eine Verschlechterung des
Zustandes hin [Klein 1984].

Die Summe dieser Veranderungen flhrt letztlich zum Kapillarverschluss,
woraufhin ganze Netzhautareale minderdurchblutet werden. In histologischen
Praparaten beobachtet man eine vermehrte Anwesenheit von "azellularen
Kapillaren", womit Basalmembranlayer gemeint sind, die weder Perizyten noch
Endothelzellen beherbergen. Sie sind schlechter perfundiert, wodurch das
umgebende Gewebe unzureichend mit Sauerstoff versorgt wird [Bresnick 1976].
Die dort vorherrschende Hypoxie ist die treibende Kraft fiir die Neubildung von
GefaBen [Patz 1982, Manschot, Lee 1985], was das Stadium der proliferativen
Retinopathie kennzeichnet. Zunachst findet diese Neubildung von GefaBen
innerhalb der Netzhaut statt, spater jedoch durchbrechen die GeféBe auch die
innere Grenzmembran und breiten sich praretinal aus.

Die Glaskorpergrenzschicht liegt normalerweise dicht an der Retina an, daher
wachst ein Teil der neu gebildeten GefaBe auch in den Glaskdérper hinein. Aus
noch ungeklarter Ursache kann es zu einer Schrumpfung des Glaskorpers
kommen. Die eingewachsenen GefaBe lben einen Zug auf die Retina aus,

wodurch diese an einigen Stellen abgehoben wird. Teilweise reiBen die labilen
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GefaBe und es kommt zu Blutungen in den Glaskdrper. Einsprossende

Bindegewebszellen kdnnen durch Matrixsynthese Membranen bilden, die durch

Traktion ebenfalls zur Netzhautablésung beitragen.

Abb. 3A-D: Proliferative diabetische Retinopathie. A: Neovaskularisationen vom nicht-
papilldrem Typ. B: Neovaskularisationen vom nicht-papillarem Typ (Pfeil unten),
Neovaskularisationen vom papilldren Typ (Pfeil oben). C: Vitreomakuldre Stréange mit retinaler
Traktion. D: Traktionen mit Amotio retinae [Abbildungen entnommen aus Datenbank der
Universitatsklinik Ulm — Augenklinik]

Diese Vorgange erklaren, warum das Risiko einer Erblindung bei Diabetikern im
Vergleich zur Allgemeinbevélkerung finfmal héher liegt [Standl, Maurer 1997,
Trautner 1997]. In den Industrieldndern ist die DR eine der Hauptursachen fir

neu auftretende Erblindungen im Alter von 30- 60 Jahren [Lang et al. 2008].
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1.5 Intermediarfilamente

Intermediarfilamente sind intrazelluldare Bestandteile des Zellskeletts. Sie
kommen in allen Zellen vor, jedoch unterscheidet sich die Ausstattung der Zelle
damit erheblich. Intermediarfilamente (Filamenta intermedialia) sind im
Zytoplasma einer Zelle gelegene Strukturen aus Proteinen, die der Erhdhung
der mechanischen Stabilitat der Zelle dienen. Sie strahlen auch in
Zellverbindungen (Desmosomen, Hemidesmosomen) ein.

In erster Linie dienen Intermediarfilamente der Strukturierung und
mechanischen Stabilisierung der Zelle. Wegen ihrer Struktur sind sie stabil und
halten mehr aus als andere Bestandteile des Cytoskeletts, weswegen sie
zahlreich in Zellen vorhanden sind, die mechanisch besonders beansprucht
werden. Die Intermediarfilamente bilden in den meisten Zellen ein Netzwerk im
Cytoplasma, treten in Kontakt zu Proteinen der Plasmamembran und sind im

Bereich um den Kern angereichert [Reski 2002, Kiessling et al. 2000].

Der Durchmesser der IF betragt meist um 10 nm. Man gliedert sie in

verschiedene Typen:

1. Saure Keratine:Protein ist ein saueres Keratin, kommen in Epithelien vor

2. Basische Keratine: Protein ist ein basisches Keratin, kommen in
Epithelien vor

3. Desmin- Typ: Proteine sind GFAP in Gliazellen und Astrozyten
vorkommend, Desmin in Muskelzellen vorkommend, Vimentin in Zellen
mesenchymaler Herkunft vorkommend, Peripherin in zentralen und
peripheren Neuronen vorkommend

4. Neurofilamente: Typ: Proteine sind NF-L in reifen peripheren und
zentralen Neuronen vorkommend, Internexin in heranreifendem ZNS
vorkommend, NF-M und NF-A in reifen peripheren und zentralen
Neuronen vorkommend, Nestin in neuroepithelialen Stammzellen

vorkommend


http://de.wikipedia.org/wiki/Zytoplasma
http://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Desmosom
http://de.wikipedia.org/wiki/Hemidesmosom
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5. Lamin- Typ: Proteine sind Lamin A,B,C, kommen in allen Zellen
(Zellkernen) vor [Reski 2002, Kiessling et al. 2000]

1.6 Antikodrper und Zellen

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine vergleichende
immunhistochemische Untersuchung zwischen normaler und diabetischer Retina

in Hinblick auf verschiedene Antigene.

Um verschiedene Zelltypen in der Retina nachzuweisen fanden folgende

Antikdrper Verwendung:

Anti-von-Willebrand Faktor
GFAP

ED1

Mac2

0Xx42

Anti-Neurofilament 200 kD
Anti-Rhodopsin
Anti-Human CD45

©® N o A DD

1.6.1 Anti- von- Willebrand Faktor

Anti- von- Willebrand Faktor ist ein Plasmaglykoprotein, der von Endothelzellen
synthetisiert wird. Er vermittelt die Throbmozytenadhaesion an das
Subendothelium [Loéffler, Petrides 1997].

Endotheliale Vorlauferzellen (endothelial progenitor cells, EPCs) sind im
Blutstrom zirkulierende Zellen, die aus dem Knochenmark stammen. Sie haben

die Fahigkeit, zu Endothelzellen zu differenzieren, welche dann BlutgefaBe an


http://de.wikipedia.org/wiki/Blut
http://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Knochenmark
http://de.wikipedia.org/wiki/Endothel
http://de.wikipedia.org/wiki/Blutgef%C3%A4%C3%9F
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der Innenseite auskleiden. Dieser Vorgang, die Vaskulogenese lauft zum
uberwiegenden Teil wahrend der Embryonalentwicklung ab. Diejenigen
endothelialen Vorlauferzellen, die in Erwachsenen zirkulieren, sind demnach mit
Angioblasten verwandt, die die Stammzellen sind, aus denen wahrend der
Embryogenese BlutgefaBe hervorgehen. EPCs sind vermutlich Teil der
pathologischen Angiogenese. Sie kommen in Fallen von Retinopathie und

Tumorwachstum gehauft vor [Alexander 1993, Geneser, Schwerdtfeger 1990].

1.6.2 GFAP

GFAP (Glial fibrillary acidic protein, ,Saures Gliafaserprotein®) ist ein Protein,
welches als Intermediarfilament im Cytoplasma von Gliazellen (vor allem
Astrozyten) im Zentralnervensystem vorkommt. Die Funktion ist bislang nicht
vollstandig geklart, vermutlich kontrolliert es die Zellform und ermdglicht die
Beweglichkeit der Astrozyten. Innerhalb des Zentralnervensystems (ZNS)
kommt GFAP Uberwiegend in Astrozyten vor, auBerdem in bestimmten
Stammzellen des ZNS, Miillerzellen, Bergman- Gliazellen und anderen Tumor-
Gliazellen. GFAP kann mit gewisser Sicherheit als Marker fir Astrozyen
verwendet werden. GFAP wird aber auch in einigen Zelltypen auBerhalb des
ZNS exprimiert (z. B. Schwann-Zellen der peripheren Nerven). Wegen seines
Vorkommens in Astrozyten spielt GFAP als Marker eine wesentliche Rolle bei der
Diagnostik von Hirntumoren. Es wird typischerweise in glialen Tumoren (z. B
Astrozytome, Gliobastom, Ependymome und eine Reihe anderer glialer Tumore)

exprimiert [Lassmann et al. 1991].

Gliazellen

Im Gehirn kommen neben Nervenzellen weitere Zelltypen vor, die unter dem
Begriff Neuroglia zusammengefasst werden. Nach bisheriger Erkenntnis bilden
die Gliazellen ein Stltzgerlst flir die Nervenzellen und sorgen fir die

gegenseitige elektrische Isolation der Nervenzellen. Zusatzlich sind sie am Stoff-


http://de.wikipedia.org/wiki/Vaskulogenese
http://de.wikipedia.org/wiki/Embryonalentwicklung
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Angioblast&action=edit
http://de.wikipedia.org/wiki/Stammzelle
http://de.wikipedia.org/wiki/Embryogenese
http://de.wikipedia.org/wiki/Retinopathie
http://de.wikipedia.org/wiki/Tumor
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Intermedi%C3%A4rfilament
http://de.wikipedia.org/wiki/Cytoplasma
http://de.wikipedia.org/wiki/Glia
http://de.wikipedia.org/wiki/Astrozyt
http://de.wikipedia.org/wiki/Zentralnervensystem
http://de.wikipedia.org/wiki/Schwann-Zelle
http://de.wikipedia.org/wiki/Astrozytom
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Gliobastom&action=edit
http://de.wikipedia.org/wiki/Ependymom
http://de.wikipedia.org/wiki/Nervenzelle
http://de.wikipedia.org/wiki/Isolierung
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und Flissigkeitstransport sowie an der Aufrechterhaltung der Homdostase im
Gehirn beteiligt. Sie sind auch direkt am Prozess der Informationsverarbeitung,
-speicherung und -weiterleitung im Nervensystem beteiligt.

Gliazellen kénnen in Astrocyten, Oligodendroglia, Ependymzellen und Microglia
eingeteilt werden. Bis auf die Microglia sind diese Zellen wie auch die
Nervenzellen ektodermalen Ursprungs. Die Microglia leitet sich von fetalen
Macrophagen ab und entstammt somit dem Mesoderm [Ling und Wong, 1993,
Kaur et al. 2001].

Astrozyten

Astrocyten sind groBe sternformige Zellen mit vielen Zellfortsatzen, die ein
Drittel des menschlichen Gehirnvolumens einnehmen [Leonhardt 1985]. Sie
besitzen die Fahigkeit zur Phagocytose. Der Raum zwischen den
Nervenzellfortsatzen in der Grauen Substanz wird nahezu vollstdndig von
Astrocyten ausgefillt. Mit ihren Fortsatzen trennen sie die synaptischen
Endungen voneinander und sorgen flr das Entfernen der Neurotransmitter.
AuBerdem bilden sie die so genannte Gliagrenzmembran (Membrana limitans
gliae), die das Hirngewebe gegen Hirnhdaute und BlutgefaBe abgrenzt.
Astrocyten sind flir den Stoffaustausch zwischen Blut und Gehirn zusténdig und
versorgen die Neuronen mit Energiemetaboliten. Zusatzlich regulieren sie die
Konzentration extrazelluldrer Ionen und sind in der Lage Neurotransmitter
sowohl aufzunehmen als auch auszuschiitten, dadurch interagieren sie direkt
mit den umliegenden Neuronen und modulieren deren Aktivitat. [Kuffler,
Nicholls 1966, Somjen 1979, Barres 1991, Hansson, Rénnbdck 2003]. In der
Retina kommen sie in der Umgebung der marklosen Axonen der multipolaren
Gangliazellen in der Nervenfaserschicht vor.

In Astrozyten kommt als Marker das Intermediarfilament GFAP (glial fibrillary
acidic protein, ,saures Gliafaserprotein®) vor. Die Bildung des Proteins wird

durch krankhafte Verdnderungen verstarkt [Lassmann et al. 1991].


http://de.wikipedia.org/wiki/Hom%C3%B6ostase
http://de.wikipedia.org/wiki/Intermedi%C3%A4rfilament
http://de.wikipedia.org/wiki/GFAP
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Oligodendrocyten

Oligodendrocyten kommen vorwiegend in der weiBen Substanz vor und bilden
dort mit ihren lamellenartigen Fortsatzen die Myelinscheiden um die Axone der
Nervenzellen. In der Grauen Substanz kommen sie als kleine Zellen mit
wenigen, kaum verzweigten Fortsatzen vor, die den Nervenzellen unmittelbar

anliegen und deren Funktion noch unbekannt ist [Baumann, Pham-Dinh 2001].

Ependymzellen

Ependymzellen bilden den einschichtigen Zellverband, der die Liquorrdume des
ZNS auskleidet. Apikal besitzen diese Zellen Kinocilien, die zur Liquorzirkulation
beitragen [Reichenbach, Robinson 1995].

Microgliazellen

Microgliazellen machen bis zu 20 % der nicht-neuronalen Zellen des ZNS aus.
Mikrogliazellen, auch als Hortega-Zellen oder Mesoglia bezeichnet, wandern aus
dem Mesenchym Uber BlutgefaBe in das Gehirn ein. Sie entstehen im Gegensatz
zu allen anderen Gliazellen nicht wahrend der Embryonalentwicklung aus der
Neuralleiste und dem Neuralrohr, sondern aus Vorlauferzellen des blutbildenden
Systems. Sie haben im zentralen Nervensystem eine dhnliche Funktion wie
Makrophagen in anderen Geweben. Eine Voraussetzung flir diese Funktion der
Phagozytose ist jedoch eine spezielle molekulare Aktivierung. Sie befinden sich
im gesunden Gehirn in einem Ruhezustand und erscheinen dann als kleine
Zellen mit fein verzweigten Zellfortsatzen. Nach ihrer Aktivierung, zum Beispiel
durch Verletzung oder Infektion, verwandeln sie sich zu den gewebetypischen
Macrophagen des ZNS. Sie runden sich ab und gewinnen so die Fahigkeit zu
amdboider Fortbewegung und Phagocytose [Santambrogio et al. 2001, Kalla et
al. 2003]. Als Zellen des unspezifischen Immunsystems produzieren
Microgliazellen Cytokine und cytotoxische Agentien wie Superoxid und NO
[Aloisi 2001]. AuBerdem koénnen sie Haupthistokompatibilitdtskomplexe der

Klasse II exprimieren, die der Antigenprdsentation dienen [Barron 1995, 2003].


http://de.wikipedia.org/wiki/Mesenchym
http://de.wikipedia.org/wiki/Blutgef%C3%A4%C3%9F
http://de.wikipedia.org/wiki/Embryonalentwicklung
http://de.wikipedia.org/wiki/Neuralleiste
http://de.wikipedia.org/wiki/Neuralrohr
http://de.wikipedia.org/wiki/Makrophage
http://de.wikipedia.org/wiki/Phagozytose
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Man unterscheidet also ruhende und aktive Mikroglia, was ein Hinweis auf
deren die Zugehdrigkeit zum monozytdren Phagozytensystem darstellt. Dieses
Verhalten wird bei Makrophagen ebenfalls beobachtet.

e Die Zellform der ruhenden Mikroglia ist gepragt durch feines,
unregelmaBiges Fortsatzreichtum.

e Aktive Mikorglia reagieren auf Verletzungen des ZNS mit Hypertrophie
und Proliferation. Sie unterscheiden sich von den inaktiven Formen durch
starker entwickelte Fortsatze.

Reaktive Mikroglia weisen charakteristische Verhaltensweisen auf. Nach ihrer
Aktivierung kommt es zur Ansammlung der Zellen am Ort der Lasion, was durch
die Fahigkeit zur amdboiden Fortbewegung ermdglicht wird. AnschlieBend
werden durch Phagozytose bzw. Exozytose zytotoxischer Stoffe wie
Wasserstoffperoxid oder Stickstoffmonoxid abgestorbenen Zellsubstanzen und
Fremdkdrper beseitigt. Nach Abbau von defektem kdrpereigenem und fremden
Bestandteilen geben sie spezifische Zytokine (Interleukin-1, Tumor-Nekrose-
Faktor a, Interferon-y) in den Extrazellularraum ab was die
Astrozytenproliferation und die Bildung von Glianarben initiiert und weitere

Immunreaktionen inhibiert.

Muiller- Zellen, Gliocyts radialis

Eine spezielle Form der Gliazellen sind als die Bergmannglia im Kleinhirn und in
der Retina als Millerglia vorhanden.

Miiller-Zellen sind groBe pyramidenférmige Zellen, deren Héhe annahernd der
Dicke der Pars nervosa der Retina entspricht. Basal sind sie breit und bilden das
Stratum limitans internum. Nach apikal verjlingen sie sich und gehen
Zellverbindungen mit basalen Abschnitten von Photorezeptoren ein (Stratum
limitans externum). Die duBerste Spitze der Miiller-Zellen bilden einige
Mikrowilli, die zwischen den Innengliedern der Photorezeptoren liegen. Der
Kerntragende Bereich der Miiller-Zellen befindet sich im Stratum nucleare

internum und setlich haben die zahlreiche Protrusionen, mit denen sie die


http://de.wikipedia.org/wiki/Makrophagen
http://de.wikipedia.org/wiki/Hypertrophie
http://de.wikipedia.org/wiki/Proliferation
http://de.wikipedia.org/wiki/L%C3%A4sion
http://de.wikipedia.org/wiki/Phagozytose
http://de.wikipedia.org/wiki/Exozytose
http://de.wikipedia.org/wiki/Wasserstoffperoxid
http://de.wikipedia.org/wiki/Stickstoffmonoxid
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Neurone der Umgebung umgreifen und isolieren. Sie umschlieBen und stiitzen
die Nervenzellen und Nervenzellfortsatze der Retina. Es wird angenommen,
dass Miiller-Zellen eine hohe Stoffwechselrate haben, mit den Nervenzellen der
Retina in Stoffaustausch stehen und Stitzfunktion ausiben. Ihre Bedeutung fur
die Netzhaut entspricht wohl der der Astrozyten flir das ZNS [Naumann et al.
19971].

1.6.3 ED1

ED1 zeigt Glykoproteineinzellketten, die vorwiegend in lisosomalen Membranen
von Myelozyten vorkommen. Das Antigen wird bevorzugt von
Gewebemakrophagen und Mikroglia in nicht entzindlichem Zustand und

schwach von peripheren Granulozyten exprimiert.

Makrophagen

Makrophagen gehdéren zu den Fresszellen (Phagozyten) und sind als Leukozyten
Zellen des Immunsystems. Sie dienen der Beseitigung von Mikroorganismen
durch Phagozytose und stellen stammesgeschichtlich die vermutlich altesten
Vermittler der angeborenen Immunabwehr dar.

Monozyten entwickeln sich im Knochenmark und wandern in die BlutgefaBe, in
denen sie im Blutstrom durch den Koérper zirkulieren. Kommen sie
wahrenddessen in Kontakt mit Infektionen, sind sie wie neutrophile
Granulozyten in der Lage, verstarkt in das betroffene Gewebe einzuwandern.
Dort differenzieren sie sich unter Einfluss von Cytokinen und Erreger-
Substanzen in Makrophagen.

Nach Stimulierung kdnnen sie verschiedene Formen annehmen: Einige
vergroBern stark ihr Cytoplasma und werden dann Epitheloidzellen genannt,
wegen ihrer Ahnlichkeit zu epithelialen Zellen. Aktivierte Makrophagen kénnen
auch fusionieren und mehrkernige Riesenzellen bilden, um gréBere

Fremdkorper zwecks Phagozytose zu umschlieBen [Hof 2005]. Um ihre


http://de.wikipedia.org/wiki/Phagozyt
http://de.wikipedia.org/wiki/Leukozyt
http://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_%28Biologie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Immunsystem
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http://de.wikipedia.org/wiki/Neutrophile_Granulozyten
http://de.wikipedia.org/wiki/Cytokin
http://de.wikipedia.org/wiki/Cytoplasma
http://de.wikipedia.org/wiki/Epithel
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Lokalisierung in verschiedenen Geweben zu beschreiben wurden ihnen spezielle

Bezeichnungen gegeben. Im zentralen Nervensystem heiBen sie Mikrogliazellen.

1.6.4 Mac2

Das Mac2 Antigen wird bevorzugt von nicht entziindlichen Makrophagen

exprimiert und diente zu deren Nachweis.

1.6.5 0X42

Der OX42 Antikdrper markiert aktivierte Makrophagen bzw. reaktive Mikroglia,

dendritische Zellen, Granulozyten und Zellen mit der Mikrogliamorphologie.

Aktivierte Makrophagen

Korperfremde Proteine oder Glycoproteine, wie etwa auf der Oberflache von
Viren und Bakterien, werden im Gewebe von Makrophagen erkannt. In dem
Phagocytose Prozess werden die Mikroorganismen aufgenommen oder aktiv
Lumflossen™ und teilweise intrazellular zerkleinert. Gleichzeitig werden durch auf
diese Art ,aktivierte® Makrophagen und neutrophile Granulozyten chemische
Lockstoffe (Chemokine) freigesetzt, die weitere Zellen ihrer Art aus dem
Blutstrom rekrutieren. Freigesetzte Cytokine sorgen zusatzlich fir eine lokale
Entziindung. Die Bestandteile des zuvor aufgenommenen Erregers werden
anschlieBend an die Zelloberflache des Makrophagen transportiert und mit ihr
durch ein MHC-II-Molekil verbunden. Neben dieser Aktivierung der
Immunabwehr beseitigen Makrophagen auch gealterte, zerstorte korpereigene
Zellen. Nach einer erfolgreich bekampften Infektion sind Makrophagen an
Heilungsprozessen beteiligt, indem sie die Narbenbildung und die Angiogenese
férdern [Hof 2005, Chitu, Stanley 2006, Gordon et al. 1992].


http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
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1.6.6 Anti-Neurofilament

Neurofilamente sind fadenférmige Proteinmolekule in der Zytoplasma von
Gangliazellen. Sie sind Bestandteile des Zytoskeletts und gehéren zu
Intermediarfilamenten. Sie stabilisieren die komplexe Struktur der Nervenzelle
und unterstltzen den axonalen Transport. In der Retina zeigen sich die
Neurofilamente in der Nervenfaserschicht, die aus geblindelten marklosen

Axonen der multipolaren Gangliazellen besteht [Naumann et al. 1997].

1.6.7 Anti- Rhodopsin

Rhodopsin auch Sehpigment genannt ist ein aus Opsin und Retinal
zusammengesetztes, in der Photorezeptorenschicht der Retina vorkommendes
Protein. Photorezeptoren kommen als Stabchenzellen und Zapfenzellen vor. Die
beiden Zellarten unterscheiden sich morphologisch im Aussehen und Aufbau
ihrer lichtempfindlichen Abschnitte. Einen sind zylindrisch bzw. stabchenférmig,
die anderen sind nach apikal hin verschmalert und dadurch zapfenférmig.
Funktionell sind die Stdbchenzellen fir das SchwarzweiBsehen bei schwacher
Beleuchtung, die Zapfenzellen fir das Farbsehen bei heller Beleuchtung
verantwortlich

Die Membranen der abgeflachten Blaschen der Stabchenzellen enthalten
Rhodopsin, der etwa 30 % des einfallenden Lichtes absorbiert. Den Rest
nehmen die Pigmentzellen der Pigmentschicht der Retina und Chorioidea auf.
Rhodopsin zerfallt bei Belichtung und wird farblos. Dieser photochemische
Prozess |0st eine Reaktionskaskade aus. Diese bewirkt Uber mehrere
Zwischenstufen eine Hyperpolarisation der Zellmembran, die passiv auf die
Synapsen an den Endkolben der Stabchenzellen Ubertragen wird [Naumann et
al. 19971].
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1.6.8 Anti- Human CD45

CD45 Antigen ist ein Protein, das an allen humanen Leukozyten und deren
Vorlauefern aus dem Knochenmark presentiert wird. CD45 diente zum Nachweis
von Leukozyten im peripheren Blut und deren Infiltration ins Gewebe.
Leukozyten sind Blutzellen, die als Abwehrzellen (Immunzellen) wichtige
Aufgaben bei der unspezifischen und spezifischen Abwehr im Immunsystem
ubernehmen [Loffler, Petrides 1997].

1.7 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden normale und diabetische humane Retina
unter Fluoroszenzmikroskop analysiert und miteinander verglichen. Um
verschiedene Zelltypen bzw. Antigene (im Kapitel 1.6 beschrieben) in der
Netzhaut nachzuweisen wurden 8 AntikGrper benutzt. Ziel der vorliegenden
Arbeit ist es die normale und die diabetische Retina im Hinblick auf neuronale,
nichtneuronale, vaskuldare und gliale Antigene zu vergleichen. Dieser Vergleich
und das Vorkommen von bestimmten Antigenen und Zellen kdénnten dem
besseren Verstandnis Uber Pathologie der diabetischen Retinopathie beitragen.
Ebenfalls koénnten sie einer besseren Analyse von pathophysiologischen
Mechanismen der diabetischen Retinopathie und zelluldren Antworten auf
Anderungen im Auge und in der Retina, die durch Diabetes mellitus

hervorgerufen werden, beitragen.


http://herzberatung.qualimedic.de/Blut.html
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2 Material und Methode

2.1 Methode

2.1.1 Gewebegewinnung und Praparation der Netzhaute

Zur Durchfiihrung dieser Studie galt es zunachst das Untersuchungsmaterial zu
gewinnen in dem die Netzhdute aus den humanen Bulbi explantiert wurden. Als
Untersuchungsgut dienten vier humane Retinae. Die drei normalen und eine
diabetische Retina, die in dieser Studie Verwendung fanden, stammten aus
postmorten Praparaten der Hornhautbank der Universitatsklinik Miinster. Die
Hornhaut wurde in der Hornhautbank entfernt und die restlichen Augenteile

wurden dem Labor der Experimentellen Ophthalmologie zur Verfiigung gestellt.

Die explantierten Bulbi wurden in eine Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS; pH
7,4) eingetaucht und mit Hilfe des binokularen Praparationsmikroskops
prapariert. Nach einer Stichinzision am Limbus wurde die Cornea an ihrer
Zirkumferenz herausgeschnitten und entfernt. Es folgen die Explantation der
Linse und Abheben der Netzhaut entlang der Ora Serrata von der Lederhaut.
Die verbliebene Haftstelle an der Papille zwischen Retina und Sklera wurde
durchtrennt, so dass die Retina nur noch mit Glaskorper behaftet in PBS
schwamm. Die Retina wurde anschlieBend in vier Quadranten eingeteilt und auf
einen Zellulosenitratfilter flachig ausgebreitet. Der Filter wurde dann samt
Netzhaut auf einem Tupfer gebettet bis ein Grossteil der Fliissigkeit abgesaugt
war. Dieses fihrte zur Teilaustrocknung von gelatinartigem Glaskdrper und

erleichterte auf dieser Art seine Trennung von der Netzhaut. SchlieBlich wurde
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die Retina in einer Petrischale mit dreiprozentiger Saccharose Losung auf vier

Grad Celsius aufbewahrt.

2.1.2 Einbetten und Einfrieren

In Saccharose aufbewahrte Retina wurde am Kryostat eingebettet und
eingefroren. Die Netzhaut wurde in vier Quadranten eingeteilt, die in

Ubereinander liegenden Schichten in einem Gewebeblock eingebettet wurden.

Herstellen von Gewebeblocken

Zunachst galt es die Retina plan auf Tissue-tek Block zu bringen. Die Netzhaut
wurde in eine Petrischale mit Flissigkeit (PBS) gelegt. Danach wurde der
Petriperm unter der Retina gebracht und anschlieBend die Fliissigkeit vorsichtig
von allen Seiten abgesaugt bis Retina locker in der Mitte des Petriperm-Boden-
Stlickes lag. Der Petriperm-Boden wurde anschlieBend an den
gegenliberliegenden Enden mit Pinzetten angefasst, umgedreht und dabei
andersherum durchgebogen. Mit der am meisten durchgebogenen Mitte wurde
er auf gefrorenes, planes Tissue-Tek gebracht und vorsichtig zu Seite abgerollt.
Danach konnte die nachste Tissue-Tek Schicht auf plan ausgebreitete Netzhaut
gefroren werden. Die weiteren Retinastlicke wurden in gleicher Art und Weise

eingebettet bis ein Gewebeblock mit vier Retinaschichten hergestellt war.

Herstellen von Gefrierschnitten

Die Gewebeblocke wurden um 90 Grad gedreht und quer geschnitten. Von
jedem Praparat wurden Serienschnitte gefertigt. Am Kryostat wurden bei minus
20 Grad Celsius 10 Mikrometer dicken Gefrierschnitten hergestellt, auf mit
Gelatine beschichtete Objekttrager aufgezogen und anschlieBend in
Praparatekasten einsortiert. Die Praparate wurden bis zur Anfarbung im

Gefrierschrank auf minus 20 Grad Celsius aufbewahrt.
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Fir Immunzytochemie liefert die Kryostatpraparation gut erhaltene Antigene,

wobei morphologische Details bei Gefrierschnitten eher zerstort werden.

2.1.3 Immunfluoreszenz

Zur Identifizierung und Lokalisation von Antigenen wurde die ,zwei-schritt-
indirekte® Farbemethode angewandt. Bei dieser Technik bindet ein
unkonjugierter Primarantikbrper an das Antigen. Er wird durch einen
sekunddren, gegen sein Fc-Fragment gerichteten und fluoreszenzmarkierten
Antikbrper  nachgewiesen. Danach kann  die  Auswertung am
Fluoreszenzmikroskop erfolgen.

Diese Arbeitstechnik erlaubt mehr Flexibilitdt als die direkte Methode, da eine
Vielzahl von Primarantikdrpern aus einer Spezies mit den gleichen markierten
Zweitantikdrpern kombiniert werden kdnnen. Die indirekte ,Zwei-Schritt-
Methode" ist zudem auch um ein Vielfaches empfindlicher, da mehrere
Zweitantikbrper mit den verschiedenen Epitopen des Primarantikdrpers
reagieren kénnen. Unerwiinschte Nebenreaktionen kénnen auftreten, wenn der
Sekundarantikérper mit endogenen Immunoglobulinen der Probe kreuzreagiert.
Um Nebenreaktionen zu vermeiden und um eine starke spezifische Anfarbung in
Kombination mit minimalem Hintergrund zu erhalten, wurde vor Verwendung

des jeweiligen Antikorpers das optimale Verdiinnungsverhaltnis ermittelt.

2.1.4 Antikorper

In dieser Studie wurden normale und diabetische Retina mit den gleichen
Antikérpern und nach dem gleichen Verfahren angefarbt und anschlieBend
verglichen. Zum Nachweis von vaskuldren, glialen, neuronalen und nicht
neuronalen Antigenen in der Netzhaut fanden acht verschiedene

Primarantikérper Anwendung.
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1. Anti-von-Willebrand Faktor:

Von Willebrand Faktor ist ein Plasmaglykoprotein und Untereinheit des Faktors
VIII der Blutgerinnung. Er vermittelt die Throbmozytenadhdsion an das
Subendothelium. Anti-von Willebrand Faktor diente zum Nachweis und zur

Darstellung von Endothelzellen.

2. GFAP (Antikorper gegen Glial Fibrillary Acidic Protein):

GFAP ist ein Protein, das von Gliazellen, Astrozyten und Muellerzellen exprimiert

wird und zu deren Nachweis diente.

3. ED1:

ED1 zeigt die Glykoproteineinzelketten mit einem Gewicht von 90 bis 100 kD
an, die vorwiegend in lisosomalen Membranen von Myelozyten vorkommen. Das
Antigen wird bevorzugt von Gewebemakrophagen und Mikroglia in nicht
entziindlichem Zustand und schwach von peripheren Granulozyten exprimiert.
ED1 diente zum Nachweis von Gewebemakrophagen und von Mikroglia in nicht

entziindlichem Zustand.

4, Mac2 (Anti-Makrophagen Antik6rper):

Das Mac2 Antigen wird bevorzugt von nicht entziindlichen Makrophagen
exprimiert und diente zu deren Nachweis. Anti-Makrophagen AntikGrper ist ein
monoklonaler Antikdrper gegen Makrophagen aktivierte Monozyten aus Maus-

maus-hybrid Zellen.

5. OX42:

Der OX42 Antikdrper markiert aktivierte Makrophagen, ortstandige peritoneale
Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten und Zellen mit der
Mikrogliamorphologie. Der Antikorper diente zum Nachweis und zur Darstellung

von aktivierten Makrophagen bzw. Mikroglia und Granulozyten.
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6. Anti-Neurofilament 200 kD:

Anti-Neurofilament wurde zum Nachweis und zur Darstellung von
Neurofilamenten verwendet. Bei diesen Neurofilamenten handelte sich um die
fadenférmige Proteinmolekule in der Zytoplasma von Gangliazellen. Sie sind

Bestandteile des Zytoskeletts.

7. Anti-Rhodopsin (Opsin):

Rhodopsin auch Sehpigment genannt ist ein aus Opsin und Retinal
zusammengesetztes und in  der Photorezeptorenschicht der Retina
vorkommendes Protein. Anti-Rhodopsin diente zum Nachweis von Rhodopsin in

der Photorezeptorenschicht der Netzhaut.

8. Anti-Human CD45:

CD45 Antigen ist ein Protein, das an allen humanen Leukozyten und deren
Vorlauefern aus dem Knochenmark prasentiert wird. CD45 diente zum Nachweis

von Leukozyten im peripheren Blut und deren Infiltration ins Gewebe.

9. Anti-Maus-Ig FITC:

Anti-Maus-Ig FITC wurde als sekundarer, fluoreszenzmarkierter Antikdrper

verwendet.

2.1.5 Immunhistologische Farbemethode

Die Antikérperfarbungen wurden nach standardisiertem Schema und
festgelegten Protokollen zum Fixieren und Einbetten durchgefiihrt. Zunachst
wurden die Praparate mit eiskaltem Methanol fir zehn Minuten bei Null Grad
Celsius fixiert. Durch das Fixieren soll eine Konservierung von Zellen und
Geweben unter Erhalt der urspriinglichen Morphologie erreicht werden.

Weiterhin wird durch die Behandlung mit Methanol relativ undurchlassige
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Zellmembran permeabilisiert und so die Penetration der Antikdrper erleichtert.
Das Methanol wurde anschlieBend durch dreimal je finf Minuten Waschen mit
PBS wieder entfernt. Die Praparate wurden mit wasserfestem Dako-Pen Stift auf
dem Objekttrager umrandet. Es folgt ein 60 Minuten langes Blockieren
unspezifischer Bindungsstellen. Dieses wird mittels einer 0,1 % Albuminldésung
(BSA) durchgefiihrt. Danach folgte die Inkubation mit monoklonalen
Primarantikérpern. Die Inkubation wurde tber Nacht, in einer feuchten Kammer
im Kiihlschrank bei vier Grad Celsius durchgefiihrt. Nicht gebundene Antikorper
wurden anschlieBend durch dreimaliges Waschen je funf Minuten mit PBS-
Puffer entfernt. Es folgte ein 30 Minuten langes Blockieren mit BSA. Die
Inkubation mit dem sekundaren, einem FITC konjugierten IgG Antikdrper,
dauerte eine Stunde in der feuchten Kammer bei der Raumtemperatur und
unter Lichtausschluss, um ein friihzeitiges Ausbleichen des
Fluoreszenzfarbstoffes durch UV-Licht zu verhindern. SchlieBlich entfernte das
dreimalige Waschen in PBS je finf Minuten nicht gebundene Antikdrper. Die
Praparate wurden in Moviol eingebettet und mit Deckgldsern abgedeckt. Die

Auswertung am Fluoreszenzmikroskop erfolgte direkt nach der Farbung.

2.1.6 Fluoreszenzmikroskopie

Um ein Ausbleichen der Fluoreszenzfarbung zu vermeiden, wurden die
Praparate direkt nach der Farbung am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. In
dieser Studie fanden acht verschiedene Antikérper Anwendung. Jedes Praparat
wurde mit nur einem Antikérper behandelt. Es wurden Serienfarbungen mit
jedem Antikdrper durchgefiihrt. Eine Serie bestand aus vier Praparaten, die mit
dem gleichen Antikdrper behandelt worden sind. Die Qualitatskontrolle erfolgte
bei allen Serien Uber eine negative Kontroll-Farbung, mit der unspezifische

Anfarbungen ausgeschlossen werden konnten.
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Zunachst wurde die normale Retina untersucht. Die Auswertung der gesunden
Netzhaut erfolgte am  Fluoreszenzmikroskop ,Axiofhot". Es wurden
Fluoreszenzfilter von 450-490 nm und 510-560 verwendet. Um die Spezifitat
der Farbemethode zu (Uberprifen, wurden als erstes die negativen
Kontrollfarbungen ausgewertet. Unter der UbersichtsvergréBerung mit dem
funfer Objektiv wurden die gefarbten Netzhautareale aufgesucht und danach
mit dem vierziger Objektiv einzelne fluoreszierende Zellen fokussiert. Die
Auswertung erfolgte unter vierzigfacher und zum Teil unter sechzig- bis
hundertfacher VergroBerung. Die gefarbten Retinaareale und die fokussierten
Zellen wurden mit der im ,Axiophot" integrierten ,Zeiss Kamera" fotografiert
und in Form von Schwarz-wei3 Bildern zur weiteren Untersuchung und

Dokumentation aufbewahrt.

Die Auswertung der diabetischen Retina am Fluoreszenzmikroskop erfolgte nach
der gleichen Methode wie die Auswertung der normalen Netzhaut. Die
Qualitatskontrolle erfolgte ebenfalls durch die Auswertung der negativen
Kontrollfarbungen. Danach wurden unter fiinffacher UbersichtsvergréBerung die
gefarbten Retinaareale aufgesucht und unter vierzigfacher VergréBerung
einzelne fluoreszierende Zellen fokussiert. Die Auswertung wurde unter
vierzigfacher und unter sechzig- bis hundertfacher VergréBerung durchgefihrt.
Die fokussierten Zellen und Netzhautareale sind mit Hilfe des
computergestiitztes Bildanalysesystems ,Diskus® zur weiteren Untersuchung
und Dokumentation fotografiert und digitalisiert worden. Diese wurden
anschlieBend mit dem Belichtungsautomat ,Axiophot™ belichtet und auf ein
schwarz-weiB Film Uberfihrt, um eine Standardisierung und Angleichen der
Auswertungsmethode, sowie einen direkten Vergleich der normalen und

diabetischen Retina zu gewahrleisten.

Die Auswertung der Praparate erfolgte direkt am Fluoreszenzmikroskop.
Schwarz-weif3 Bilder und die digitalisierten Bilder dienten der Dokumentation

und Prasentation der Ergebnisse.
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2.1.7 Auswertung

Nach der Behandlung mit acht Antikérpern wurden normale und diabetische
humane Retina im Hinblick auf neuronale und nichtneuronale Antikdrper
verglichen. Die Praparate wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop nach dem
Vorkommen der markierten Antigene und Zellen, deren Lokalisation und
Verteilungsmuster ausgewertet. Die Ergebnisse sind in tabellarischer und

bildgebender Form im Kapitel , Ergebnisse™ dargestellt worden.

2.2 Material

2.2.1 Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienten vier humane Retinae. Die drei normalen und
eine diabetische Retina, die in dieser Studie Verwendung fanden, stammten aus
postmorten Praparaten der Hornhautbank der Universitatsklinik Miinster. Die
Augen entstammten Organspendern, die an verschiedenen Krankheiten
gestorben waren. Alle Daten sind anonym erhoben, um dem
Personendatenschutzgesetz gerecht zu werden. Riickschliisse auf die Spender
sind deshalb nicht maoglich. Welche Augenkrankheiten und weitere
Systemerkrankungen diese Organspender gehabt hatten, ist aufgrund des

Verlaufs der Studie nicht nachzuvollziehen.

2.2.2 Gerate

e Kryostat: keine Angaben

e Kamera (Zeiss, Oberkochen) in Axiophot integriert

e Fluoreszenz und Durchlichtungsmikroskop: LAxiophot" Zeiss mit
Fluoreszenzfiltern 450-490 nm und 510-560 nm
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2.2.3

2.2.4

Obijektive: Neofluar 5x, 10x, 20x, 40x, 60-100x

Occulare: Zeiss-Axiophot 10x20

Kamera: Zeiss in Axiophot integriert

Belichtungsautomat Axiophot: keine Angaben

Computergestitztes Bildanalysesystem: ,DISCUS®

Videokamera: Sony, 3CCD, Color Video Camera

Bildanalysesystem: ,DISCUS", ,Image Tool" Version 2.0., University of

Texas health scince center

Verbrauchsmaterial

Schwarz-weiB Negativfilme: Ilford FP4 125, Iiford HP5 400
Glas- Objekttrager

Deckglaser

Wasserfester Dako-Pen Stift Code Nummer. 2002

Petrischalen

Chemikalien und Lésungen

PBS: Phosphatgepufferte  Kochsalzldésung, pH-Wert 7,4
Zusammensetzung: Na2HPO4:1,42g, KH2PO4: 0,27g, NaCl: 8-9q, 1 Liter
Aqua destilata

BSA: 0,1 % Albuminlésung

Hersteller ,Sigma"

Zusammensetzung: 0,1 % Albumin Bovine, 100 ml PBS

Methanol (p.A.): eisgekihlt, Hersteller: Merck

Moviol: Einbettmedium, Hersteller: Hoechst

Gelatine: Objekttrager Adhasiviésung



Material und Methode 30

2.2.5 Antikorper

1. Vaskulare Antikorper

Anti-von Willebrand Faktor (Anti-vWF, Anti-F VIII-RAG):

Monoklonaler Antikdrper gegen humanen von Willebrand Faktor von der
Maus

Lyophilisiertes Immunoglobulin Klasse Ig1l

Verdlinnung: 1:50

Hersteller: Boehringen Mannheim

Dient zur Identifizierung von Endothelzellen

2. Gliale Antikdrper

GFAP:

ED1:

Monoklonaler Antikdrper gegen Glial Fibrillary Acidic Protein aus Maus-
Maus-Hybridzellen (Klon G-A-5)

Lyophilisiertes Immunoglobulin Klasse Ig G 1

Verdinnung: 1:100

Hersteller: Boehringer Mannheim Biochemica

Dient zum Nachweis von Gliazellen, Astrozyten, Muellerzellen,

Bergmangliazellen

Mause Anti Rat ED7- Clone Nr.ED1
Isotype IgG1 (Mouse)
Verdinnung: 1:250

Hersteller: Serotec Ltd
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e Dient zum Nachweis von Gewebemakrophagen bzw. Mikroglia in nicht

entziindlichen Zustand

Mac 2, (Anti-Makrophagen Antikorper):

e Monoklonaler Antikérper gegen Makrophagen aktivierte Monozyten aus
Maus-maus-hybrid Zellen

e Lyophilisiertes Immunoglobulin Klasse IgG 1, Klon 25 G 9

e Verdlinnung: 1:10

e Hersteller: Boehringer Mannheim Biochemica

e Dient zum Nachweis von nicht entziindlichen Makrophagen

e Maus Anti Rat CD11b (IgG) “Ox42"

e Isotyp; IgG 2a (Maus), Clone-Nr.: MRC OX42

e Verdinnung: 1:100

e Hersteller: Serotec Ltd

e Dient zum Nachweis von aktivierten Makrophagen, Granulozyten und

Zellen mit der Mikrogliamorphologie

3. Neuronale Antikorper:

Anti-Neurofilament 200 kD:

e Monoklonaler Antikérper gegen Neurofilamentpolypeptid 200 kD aus
Maus-Maus Hybridzellen

e Lyophilisiertes Immunoglobulin Klasse IgG 1, Klone; NE 14

e Verdlnnung: 1:50

e Hersteller: Boehringer Mannheim Biochemica

e Dient zum Nachweis und Darstellung von Neurofilamenten
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Anti-Rhodopsin (Opsin)

e Isotyp: MsIgG 1, Klone: RET-P1

e Verdlnnung: 1:50

e Hersteller: Leinco Technologies, Inc., 14730 Manchester

e Dient zum Nachweis von Rhodopsin in der Photorezeptorenschicht der
Retina

4. Nicht neuronale Antikérper:

Anti-Human CD45:

e Isotyp: Ms IG 2b, Klon: T29/33
e Verdlnnung: 1:100
e Hersteller: Leinco Technologies, Inc., 14730 Manchester

e Dient zum Nachweis von Leukozyten

5. Sekundare Antikdrper:

Anti-Maus-Ig FITC:

o fluoreszenzmarkierter Antikdrper
e Verdlnnung: 1:100

e Hersteller: Boehringer Mannheim Biochemica
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3 Ergebnisse

3.1 Antikorperfarbung und Fluoreszenzmikroskopie

Nach der Behandlung der normalen und diabetischen Retina mit den acht
verschiedenen Antikérpern konnten diese miteinander verglichen werden. Die
Netzhaute wurden nach dem Vorkommen der markierten Antigene, deren
Lokalisation und Verteilungsmuster in verschiedenen Retinaschichten
ausgewertet. Schon direkt nach der Farbung mit dem zweiten Antikdrper
konnten die markierten Antigene unter Fluoreszenzmikroskop beobachtet
werden. Die Praparate wurden direkt nach der Farbung ausgewertet, um ein
Ausbleichen der Fluoreszenzfarbung zu vermeiden. Mit der hier angewendeten

Farbemethode konnten folgende Strukturen und Zellen dargestellt werden:

e Endothelzellen zur Darstellung der GefaBe

e Gliazellen, Astrozyten, Muellerzellen

e Microglia in aktiviertem und nicht aktiviertem Zustand
e Aktivierte und nicht aktivierte Makrophagen

e Neurofilamente

e Rhodopsin in der Photorezeptorenschicht

e Leukozyten

3.2 Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie

Bei den vier zur Verfigung stehenden Praparaten handelte es sich um 3
gesunde und eine durch Diabetes mellitus geschadigte Netzhaut. Es wurden ca.
Uber 760 Praparate ausgewertet. Jedes Praparat wurde nur mit einem

Antikérper behandelt. Es wurden Serienfarbungen mit jedem Antikérper
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durchgefiihrt. Eine Serie bestand aus vier Praparaten, die mit dem gleichen
Antikorper behandelt worden sind. Die Qualitatskontrolle erfolgte bei allen
Serien Uber eine negative Kontroll-Farbung, mit der unspezifische Anfarbungen
ausgeschlossen werden konnten. Es wurden ca. 440 Praparate der gesunden
und ca. 320 Praparate der durch Diabetes mellitus geschadigten Retina
ausgewertet.

Obwohl keine quantifizierenden Daten erhoben wurden, beeindruckten in den
diabetischen Retinae insgesamt mehr Gliazellen, Mikroglia und Zellen mit
Mikrogliamorphologie, Makrophagen und Leukozyten als in den normalen
Retinae. Insbesondere imponierten viele Endothelzellen bzw. kleine und gréBere
GefaBe in der diabetischen Netzhaut. Nur vereinzelt stellten sich die Gliazellen,

insbesondere GFAP immunopositive Zellen in der gesunden Retina dar.

3.2.1 Normale Retina

Antikorper Schichten der Retina
Photorez.
Schicht ONL OPL INL IPL GCL OFL
NF +
Rhodopsin +
v.Will.F. + + +
CD45 + + +
GFAP + +
ED1 + + +
Mac 2 + + +
0X42

Tab. 1.: Normale Netzhaut
Darstellung der positiven Antikérperfarbungen in den verschiedenen Retinaschichten
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Retina-Schichten Angefarbte Zellen/ Antigene
Nicht Aktivier
Neuro Endothel Leukozyten, Gliazellen, Aktivierte te
Rhodopsin - -zellen Astrozyten Makroph., Makrop
filamente Mikroglia  h.,
Mikrogli
a
Photorez.
Schicht +
ONL
OPL
INL + + +
IPL + + +
GCL + + + +
OFL + +

Tab. 2.: Normale Retina
Darstellung der angefarbten Zellen/ Antigene in den verschiedenen Retinaschichten

In der Tabelle 1. wird dargestellt in welchen Netzhautschichten der gesunden
Retinae positive Antikdrperfarbungen gefunden worden sind. Die Tabelle 2.
stellt angefarbte Strukturen und Zellen in den verschiedenen Netzhautschichten

dar.

Anti-Neurofilament  zeigte eine deutlich positive Farbung in der
Nervenfaserschicht. Mit dieser Farbung wurden die Neurofilamente in den
Axonen der Gangliazellen sehr schon dargestellt. Die einzelnen Nervenfasern
zeigen in einer groBen Dichte regelmaBigen Verlauf. In der gesunden Retina
scheint diese Schicht trotz den postmorten Traumata,
Praparationskomplikationen und dem Gewebeuntergang sehr gut erhalten
geblieben zu sein.

Anti-Rhodopsin  zeigte eine  deutlich  positive  Farbung in  der

Photorezeptorenschicht. Durch Anfarbung des Sehpigments wird die
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Photorezeptorenschicht, die bei den gesunden Netzhduten zum groBten Teil
erhalten blieb gut dargestellt. Sie wurde aber auch stellenweise geschadigt oder
gerissen. Dies konnte auf Traumata bei der Explantation der Netzhdute und

postmortalen Gewebeuntergang zurtickgefihrt werden.

Anti- von Willebrand Faktor zeigte positive Farbungen in der Ganglienzellschicht
und zum Teil in der inneren Retina. Insgesamt stellten sich wenig
Endothelzellen bzw. GefaBe dar. Es lagen ganze Retinastlicke vor, bei denen
keine angefarbten Strukturen vorgefunden worden sind. Die meisten GefaBe
stellten sich in der Ganglienzellschicht und einige Kapillaren in der inneren

plexiformen und inneren Kérnerschicht dar.

Anti-Human CD45 zeigte positive Farbung in der Ganglienzellschicht, inneren
plexiformen und inneren Kdrnerschicht. In diesen Schichten aber hauptsachlich
in der Ganglienzellschicht wurden vereinzelt Leukozyten vorgefunden. Einzelne
Leukozyten stellten sich ebenfalls in der GefaBwand dar. Andererseits wurden
bei der GroBzahl der Praparate nur wenige oder gar keine Zellen gefunden, so
dass von einer invasiven Infiltration der Leukozyten nicht gesprochen werden

kann.

GFAP (Glial fibrillary acidic protein, ,Saures Gliafaserprotein™) zeigte positive
Reaktion in der Nervenfaser- und Ganglienzellschicht. Hauptsachlich in diesen
Schichten wurden Gliazellen und Astrozyten vorgefunden und nur an wenigen

Stellen vereinzelte Zellen in der inneren plexiformen und inneren Kérnerschicht.

ED1 positive Zellen wurden in den nicht zuckererkrankten Netzhauten
hauptsachlich in der Ganglienzellschicht aber auch in der inneren plexiformen
und inneren Kornerschicht gefunden. Es handelt sich um vereinzelt
vorkommende Makrophagen in nicht aktiviertem Zustand. In der GroBzahl der

Retinaprdparate wurden keine angefarbten Strukturen gefunden.
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Die Farbungen mit Anti- Mac2 stellten sich ahnlich wie die mit ED1 dar. Es
wurden aber noch weniger angefarbte Zellen vorgefunden. In den meisten

Retinaschnitten konnten keine Makrophagen gefunden werden.

In der normalen Retina wurden keine OX42 positive Zellen vorgefunden. Dieses
deutet auf Abwesenheit von aktivierten Makrophagen und reaktiven Mikroglia
hin.

3.2.2 Diabetische Retina

Antikorper Schichten der Retina

Photorez.

Schicht ONL OPL INL IPL GCL OFL
NF + +
Rhodopsin +
v.Will.F. + + + + +
CD45 + + + + +
GFAP + + + + + +
ED1 + + + +
Mac 2 + + + + +
ox42 + + + + +

Tab. 3.: Diabetische Netzhaut
Darstellung der positiven Antikérperfarbungen in den verschiedenen Retinaschichten
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Retina-Schichten Angefarbte Zellen/ Antigene
Nicht Aktivierte
Neuro Endothel Leukozyten, Gliazellen, Aktivierte Makroph.,
Rhodopsin - -zellen Astrozyten Makroph. Mikroglia
filamente
Photorez.
Schicht + +
ONL + + + + +
OPL + + + + +
INL + + + + +
IPL + + + + +
GCL + + + + + +
OFL + +

Tab. 4.: Diabetische Retina
Darstellung der angefarbten Zellen/ Antigene in den verschiedenen Retinaschichten

In der Tabelle 3. wird dargestellt in welchen Netzhautschichten der diabetischen
Retinae positive Antikdrperfarbungen gefunden worden sind. Die Tabelle 4.
stellt angefarbte Strukturen und Zellen in den verschiedenen Netzhautschichten

dar.

Anti- Neurofilament zeigt positive Reaktion in dem Stratum neurofibrarum.
Angefarbt werden die Neurofilamente in den Axonen der Gangliazellen.
Stellenweise sind die einzelnen Nervenfasern sehr gut dargestellt worden,
zeigen aber haufig Unregelmassigkeiten und Risse in ihrem Verlauf. Insgesamt
stellen sich viel weniger Fasern als bei der normalen Netzhaut. Die
Nervenfaserschicht an sich zeigt bei dem durch Diabetes mellitus geschadigtem

Auge mehrere Kontinuitdtsunterbrechungen und Risse.
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Anti-Rhodopsin zeigt positive Reaktion in der Photorezeptorenschicht durch
Anfarbung des Sehpigmentes. Die Photorezeptorenschicht ist gut darstellbar
und zeigt mehrere Risse und Kontinuititsunterbrechungen. Ahnlich stellt sich
die Photorezeptorenschicht bei den gesunden Augen dar, so dass diese
Schadigungen auf postmortale Traumata und Praparationskomplikationen

zuruckgefihrt werden koénnen.

Anti- von Willebrand Faktor zeigte positive Reaktion in der Ganglienzellschicht,
inneren plexiformen und inneren Koérnerschicht, duBeren plexiformen und
auBeren Kornerschicht. In der gesamten Retina ist ein GefaBreichtum zu
beobachten. GroBere GefaBe langs und quer geschnitten wurden hauptsachlich
in der Ganglienzellschicht angetroffen. Eine Vielzahl kleinerer GefaBe und

Kapillare strecken sich durch die gesamte innere Retina.

Anti- Human CD45 zeigt positive Farbung in der Ganglienzellschicht und in der
gesamten inneren Retina. Zahlreiche Leukozyten und dendritische Zellen
werden in der durch Diabetes mellitus geschadigten Netzhaut beobachtet.

Angefarbte Zellen wurden ebenfalls in den GefaBwanden vorgefunden.

GFAP wird in der diabetischen Retina verstarkt in den Gliazellen exprimiert.
GFAP diente als Marker fur Astrozyten und Gliazellen, die in der

Ganglienzellschicht und in der gesamten inneren Retina zahlreich vorkommen.

ED1 positive Zellen wurden in der Ganglienzellschicht, inneren plexiformen und
inneren Kdrnerschicht und im Gegensatz zu gesunden Retinae auch in der
Photorezeptorenschicht vorgefunden. Insgesamt treten die Makrophagen in der
diabetischen Netzhaut zahlreicher auf. Es handelt sich um gréBere abgerundete

Zellen, die in mehreren Retinaschichten vorkommen.

Die Farbungen mit Anti- Mac2 zeigt positive Reaktionen in der

Ganglienzellschicht und in der gesamten inneren Retina. Im Gegensatz zu
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gesunden Retinae stellten sich zahlreiche Makrophagen dar. Die angefarbten
Zellen sind relativ groB, meistens abgerundet oder haben einen langlichen
Zellleib.

0OX42 positive Zellen traten in der zuckererkrankten Retina in der
Ganglienzellschicht und in der gesamten inneren Netzhaut vor. In der gesunden
Retina wurden keine OX42 positive Zellen gefunden. Im Gegensatz dazu treten
die reaktiven Mikroglia und aktive Makrophagen in der diabetischen Retina sehr
zahlreich und in allen Schichten vor. Die Struktur der angefarbten Zellen ist
unterschiedlich; zum einen stellten sich die Zellen als groBe, abgerundete
Strukturen und zum anderen als dendritische Zellen mit einem oder mehreren

Zellfortsatzen dar.

3.3 Bildgebende Darstellung der Ergebnisse

3.3.1 Farbung mit Anti-Neurofilament

Abb. 4A-B: Gesunde Retina; Fluoreszenzaufnahmen der Nervenfaserschicht. Farbung mit Anti-
Neurofilament 200 kD. A: 20facher VergroBerung, B: 40facher VergréBerung. Die deutliche und
scharfe Darstellung der Nervenfaser deutet auf einen guten Zustand des Stratum neofibrarum
hin und Erhalt der Strukturen in dieser Schicht. Axone der Gangliazellen sind gut erkennbar.
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Abb. 5A-B: Diabetische Retina; Fluoreszenzaufnahmen der Nervenfaserschicht. Farbung mit
Anti-Neurofilament 200 kD. A: 20facher VergréBerung, B: 40facher VergroBerung. Im
Gegensatz zur gesunden Retinae zeigt Stratum  neurofibrarum hier mehrere
Kontinuitatsunterbrechungen und keinen kompletten Erhalt der Strukturen. Die einzelnen
Nervenfasern zeigen UnregelmaBigkeiten und Risse in ihrem Verlauf.

3.3.2 Farbung mit Anti-Rhodopsin

Abb. 6A-B: Gesunde Retina; Fluoreszenzaufnahmen der Photorezeptorenschicht, 20facher
VergroéBerung. Farbung mit Anti-Rhodopsin. Photorezeptorenschicht wird gut dargestellt und ist
weitestgehend gut erhalten.



Ergebnisse 42

Abb. 7A-B: Diabetische Retina; Fluoreszenzaufnahmen der Photorezeptorenschicht. Farbung
mit  Anti-Rhodopsin. A: 20facher VergroBerung, B: 40facher VergroBerung. Die
Photorezeptorenschicht ist gut darstellbar, es liegt eine deutlich positive Reaktion auf Anti-
Rhodopsin. Die Photorezeptorenschicht zeigt mehrere Risse und Kontinuitatsunterbrechungen.

3.3.3 Farbung mit Anti-von Willebrand Faktor

Abb. 8A-C: Normale Retina; Farbung mit Anti- von Willebrand Faktor. A-C: 40facher
VergroBerung. A: Insgesamt stellen sich wenige GefaBe dar, einige langs und quer geschnittene
Kapillare hauptsachlich in der Ganglienzellschicht und stellenweise in der inneren Retina. B: Nur
vereinzelt sind auch gréBere GefaBe in der Ganglienzellschicht angetroffen. C: Die Mehrheit der
Praparate zeigte eher eine GefaBarmut und keine angefarbten Strukturen.
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Abb. 9A-D: Diabetische Retina; Farbung mit Anti- von Willebrand Faktor. A-D: 40facher
VergroBerung. Insgesamt ist auf allen Praparaten ein GefaBreichtum zu beobachten. A-B: Viele
kleinere GefaBe und Kapillaren, langs und quer geschnitten strecken sich durch alle
Netzhautschichten. C-D: Riesen GefaBe langs und quer geschnitten stellen sich in der
Ganglienzellschicht und in das Innere der Netzhaut einwachsend dar.
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3.3.4 Farbung mit Anti-human CD45

Abb. 10A-B: Normale Retina; Farbung mit Anti- human CD45. A: 40facher VergréBerung. B:
20facher VergroBerung. Leukozyten und Zellen mit Mikrogliamorphologie bzw. dendritische
Zellen sind hauptsachlich in der Ganglienzellschicht angetroffen worden und stellenweise sind
sie in der inneren Retina zu beobachten.

Abb. 11A-D: Diabetische Retina; Farbung mit Anti- human CD45. A-D: 40facher
VergréBerung. Positive Reaktion auf CD45 ist in allen Retinaschichten zu beobachten.
Insbesondere stellen sich viele eingewanderte Leukozyten und dendritische Zellen, bzw. Zellen
mit Mikrogliamorphologie in der Ganglienzellschicht und in der inneren Netzhaut dar. A-D:
etailaufnahmen.
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3.3.5 Farbung mit GFAP

Abb. 12A-C: Normale Retina; Farbung mit GFAP. A: 20facher VergréBerung. Wenig
angefarbte Strukturen. Positive Reaktion hauptséchlich in der Ganglienzellschicht. B: 40facher
VergroBerung. Gliazellen, Astrozyten in der Ganglienzellschicht und in der inneren Retina.
Gliazellen mit einem runden Zellleib und wenigen aber gut ausgepragten Zellfortsatzen. C:
100facher VergroBerung. Detailaufnahme, Gliazelle in der Ganglienzellschicht.

Abb. 13A-B: Diabetische Retina; Farbung mit GFAP. A-B: 40facher VergréBerung. A: Gliazellen
in der Ganglienzellschicht stellen sich als Zellen mit ovalem Zellleib und einigen Zellfortsatzen
dar. B: Gliazellen, Astrozyten durch die gesamte innere Retina verteilt. Zellen mit rundem
Zellleib und mehreren Zellfortsatzen.
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3.3.6 Farbung mit ED1

Abb. 14A-B: Normale Retina; Farbung mit ED1. A-B: 40facher VergrdBerung. Einzeln
vorkommende Zellen, Makrophagen in der A: Ganglienzellschicht und B: inneren Retina.
Insgesamt stellten sich wenig angefarbte Strukturen dar.

Abb. 15A-C: Diabetische Retina; Farbung mit ED1. A-C: 40facher VergréBerung. In der
diabetischen Netzhaut treten die ED1- positive Zellen, Makrophagen zahlreich auf. A: die Zellen
treten in der Tiefe der Netzhaut auf und strecken sich durch alle Retinaschichten durch. B-C:
ED1- positive Zellen wurden auch zahlreich in der Photorezeptorenschicht vorgefunden, haben
meistens einen runden Zellleib und manche besitzen einen oder mehrere Zellfortsatze.
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3.3.7 Farbung mit Anti-Mac2

Abb. 16A: Normale Retina; Farbungen mit Anti- Mac2. A: 40facher VergréBerung. Bei den
meisten Retinaprdparaten konnten keine Mac2- positive Zellen gefunden werden. Nur
stellenweise vereinzelte Zellen traten in der Ganglienzellschicht oder inneren Retina auf.

Abb. 17A-C: Diabetische Retina. Farbungen mit Anti- Mac2. A-C: 40facher VergréBerung. Die
Mac2 positive Zellen treten in der diabetischen Netzhaut zahlreich und in fast allen Schichten
auf. A-B: Innere Retina; die dargestellten Zellen haben einen groBen runden oder lénglichen
Zellleib. C: Innere Retina; einige Zellen scheinen die Funktion der Phagozytose auszuiiben.
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3.3.8 Farbung mit OX42

Abb. 18A: Normale Retina; Farbungen mit OX42. A: 20facher VergréBerung. In den gesunden
bzw. durch Diabetes mellitus nicht geschadigten Netzhduten konnten keine OX42- positive
Zellen gefunden werden.

Abb. 19A-C: Diabetische Retina. Farbungen mit OX42. A-C: 40facher VergréBerung. In der
diabetischen Retina treten die OX42- positive Zellen sehr zahlreich und hauptsachlich in der
Ganglienzellschicht und in der inneren Retina auf. Morphologie der dargestellten Zellen ist
unterschiedlich; A-B: einige Zellen besitzen einen runden Zellleib und wenige Fortsétze, C: die
anderen stellen sich als Zellen mit vielen Fortsdtzen dar.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu einem tieferen Verstandnis Uber die
Auswirkungen des Diabetes mellitus auf Zellen der humanen Retina zu
gelangen. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie unter Anwendung von
verschiedenen Antikérpern wurden humane diabetische und nicht diabetische
Netzhdute untersucht und auf Vorkommen von verschiedenen Antigenen
ausgewertet. Auftreten und Invasion von bestimmten Zellen und Antigenen, die
in dieser Studie untersucht worden sind, konnte einer Analyse von
pathologischen Anderungen bei Diabetes mellitus und zelluldren Antworten auf

diese Verdanderungen im Auge und Retina beitragen.

4.1 Vergleich der normalen und diabetischen Retina im Hinblick auf

gliale Antigene

4.1.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Um gliale Antigene und Zellen darzustellen wurden in der vorliegenden Arbeit
folgende Antikdrper verwendet: GFAP, ED1, Mac2, OX42.

GFAP (Glial fibrillary acidic protein) zeigte bei der normalen und diabetischen
Retina positive Reaktionen. In der normalen Retina kommt die GroBzahl der
Gliazellen in der Ganglienzellschicht und in der Nervenfaserschicht, also dort wo
sie auch zu erwarten sind. In der diabetischen Retina zeigen sich die
angefarbten Strukturen in einer Mehrzahl im Vergleich zur gesunden Netzhaut
und in der gesamten inneren Retina.

ED1 und Mac2 positive Zellen wurden ebenfalls in den gesunden und

diabetischen Netzhauten vorgefunden. Bei der normalen Retina handelt es sich
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allerdings um vereinzelt vorkommende Zellen, die nur stellenweise in der
Ganglienzellschicht oder in der inneren Retina vorkommen. Bei den meisten
Praparaten waren keine angefarbten Strukturen zu finden. Insbesondere
zeigten sich wenige Mac2 positive Zellen. In der diabetischen Retina traten die
ED1 positive Zellen zahlreicher in allen Retinaschichten auf, auch in der
Photorezeptorenschicht. Mit Mac2 farbten sich auch zahlreiche Zellen an.

0OX42 positive Zellen wurden ausschlieBlich in der diabetischen Retina
vorgefunden. Es handelt sich um reaktive Mikroglia und aktive Makrophagen,

die zahlreich in allen Netzhautschichten vorkamen.

4.1.2 Proliferation des glialen Gewebes

In der vorliegenden Arbeit wird der Befund der deutlichen proliferativen
Aktivitat des glialen Gewebes in den diabetischen Netzhduten bestatigt. Dieser
Befund stimmt mit Beobachtungen friiherer Arbeiten Uberein [Agardh et al.
2001, Runggler-Brandle et al. 2000, Barber et al. 2005, Zeng et al. 2000]. Die
verschiedenen Gliazellarten reagieren unterschiedlich auf Hyperglykdmie. Die
Muellerzellen, die Hauptglia der Retina, zeigen eine Funktionsstérung,
Hyperplasy und vermehrte Expression von GFAP [Mizutani 1998, Runggler-
Brandle et al. 2000]. Die Anzahl der Astrozyten scheint zuriick zu gehen und
die  Mikrogliazellen  zeigen  durch  ihre  Formveranderung eine
Funktionsaktivierung. Dieses glial Verhalten kann  zur Entwicklung von
Neuropathie in der zuckerkrankten Retinae entscheidend beitragen [Runggler-
Brandle et al. 2000]. In einem Tierexperiment analysierten Barber et al. [Barber
et al. 2005] nach vier bis 36 Wochen Hyperglykdmie die Netzhdaute auf
GefaBpermeabilitat, GefaBverletzungen, Leukostasis, morphologische
Anderungen von Mikro- und Macroglia, Apoptosis und Netzhautdegeneration.
Nach 12 Wochen Hyperglykamie wurde erhdhte NetzhautgefaBpermeabilitat,
nach 36 Wochen die Bildung von azelluléaren Kapillaren und Formveranderung

von Astrozyten und Mikroglia festgestellt. Nach drei bis vier Wochen wurde die
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erhbhte  Apoptosis  gekennzeichnet. Nach 22  Wochen  waren
Ganglienzelluntergang und Veranderungen in der inneren plexiformen und
inneren Kornerschicht feststellbar. Runggler-Brandle et al. [Runggler-Brandle et
al. 2000] kamen zu ahnlichen Ergebnissen, namlich dass schon nach zwei
Wochen Hyperglykemie ein Aufheben der Blut- Netzhaut- Sperre und nach vier
Wochen eine Mikrogliaproliferation und Funktionsaktivierung stattfinden. Die
gliale Reaktivation scheint einer der ersten Zeichen der diabetischen
Retinopathie zu sein.

Das gliale Gewebe, seine Proliferation und Funktionsveranderung spielen auch
eine wesentliche Rolle bei der kapillaren Okklusion, die fur frihe Non-
proliferative diabetische Retinopathie charakteristisch ist. In dem friiheren
Lumen verschlossener GefaBe wurden positive Immunoreaktionen auf GFAP
nachgewiesen [Bek 1997]. Die Endothelzellen waren nur in den GefaBwanden
nachweisbar. Die Gliazellinvasion in den GefaBlumen fihrt letztendlich zu einer
vollstandigen  GefaBobliteration [Bek 1997]. Es scheinen sich zwei
Veranderungen des retinalen glialen Gewebes in der Pathophysiologie der
diabetischen Retinopathie abzuspielen. Die Muellerzellen wachsen in den
friiheren Lumen obliterierter NetzhautgefaBe ein [Bek 1997]. Gleichzeitig finden
bei nicht okkludierten Kapillaren reaktive Veranderungen der perivaskuldren
Gliazellen statt [Bek 1997].

4.1.3 Funktion der Mikroglia und Makrophagen in der Pathophysiologie der

diabetischen Retinopathie

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass Mikroglia, Astrozyten und Muellerzellen
der Netzhaut in multiple gliale Reaktionen in Folge Lasionen und nachfolgender
neuronaler  Degeneration involviert sind [Zeng et al. 2000].
Ganglienzelldegeneration resultiert in Aktivierung retinaler Mikroglia [Thanos et
al. 1991]. In einigen Studien wird berichtet, dass die neuronale Degeneration

bei der diabetischen Retinopathie auch vor und unabhangig von den
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mikrovaskuldaren Abnormalitdten auftreten kann [Lecleire et al. 2005, Feit-
Leichmann et al. 2005]. Die Ganglienzellschicht scheint dabei die empfindlichste
Retinaschicht zu sein [Lecleire et al. 2005]. Hohe Glukosekonzentrationen
fihren zu verschiedenen Stoffwechselveranderungen unter anderem zur
erhdéhten Produktion von (AGEs) advanced glycation end products [Stitt et al.
1997, Degenhardt et al. 1998, Kakehashi et al. 2008]. Hyperglykamie und die
Endprodukte der  Glykation (AGE) kdénnen direkt  fir  die
Netzhautneurodegeneration verantwortlich sein und die AGE Toxizitat einer der
frihen pathologischen Faktoren in der Entwicklung der diabetischen
Retinopathie. Des Weiteren bewirken AGEs verstarkte Expression von VEGF [Lu
et al. 1998] aus Astrozyten, Muellerzellen und Mikroglia der Netzhaut. Dieser
Faktor, dessen Konzentration im Auge bei der diabetischen Retinopathie [Spirin
et al. 1999] erhoht ist, steigert die Permeabilitdt der GefaBwande und hat eine
angiogene Wirkung [Aiello 1997].

Die Befunde der vorliegenden Studie finden ihre Bestdtigung in der bisherigen
Literatur [Zeng et al. 2000]. In der diabetischen Retina wird durch die gesamte
Laenge der Mueller Zelle verstarkte Expression von GFAP nachgewiesen. Nach
14 Monaten Hyperglykemie werden OX42 immunopositive Zellen in der inneren
Retina und in der Photorezeptorenschicht ermittelt, sowie der Zelluntergang in
der Ganglienzellschicht und inneren Koérnerschicht [Zeng et al. 2000 OX42].
Dieses Mikrogliaverhalten und pathologische Veranderungen koénnen direkten

Einfluss auf die Photorezeptoren nehmen.

Makrophagen spielen eine aktive Rolle bei der Einleitung und dem Abschluss
des programmierten Zelltodes wahrend der Entwicklung. Sie werden als
professionelle Phagozyten bezeichnet und ihre primare Aufgabe ist
Phagozytose. Der Prozess der Phagozytose ist komplex und bislang nur
unzureichend definiert. Es wird postuliert, dass Makrophagen wahrend der
Entwicklung in die neuronale Netzhaut wandern und sich nach Abschluss ihrer

Rolle als Schutt Entferner in die Mikroglia differenzieren [Hose et al. 2005].
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Immunpositive ED1 Makrophagen sind unter physiologischen Bedingungen
nachgewiesen worden. Unter pathologischen Bedingungen scheinen sie in der
gleichen Anzahl zu bleiben aber mit fortschreitender Entziindung sich zur
Funktion der Phagozytose zu befahigen [Zhang, Tso 2003]. Im Gegensatz dazu
treten die OX42 immunopositive Zellen erst wenn ein Entziindungszeichen
gesetzt wird. Sie werden als ovoide, ameboide Zellen beschrieben, die gleich an
der Phagozytose von absterbenden Zellen beteiligt sind. Mit fortschreitender
Entziindung werden sie immer zahlreicher [Zhang, Tso 2003]. Subpopulationen
der Makrophagen flihren unterschiedliche Funktionen in der Induktion der
Apoptose und in der Phagozytose Aktivitdt unter normalen und pathologischen
Bedingungen [Hose et al. 2005, Zhang, Tso 2003].

Diese Erkenntnisse bestatigen auch die Befunde der vorliegenden Arbeit. Die
ED1 und Mac2 positive Zellen traten zahlreicher bei der diabetischen Retina auf.
Durch ihre Formveranderung scheinen sie sich an der Funktion der Phagozytose
zu beteiligen. AusschlieBlich bei der diabetischen Netzhaut traten die 0X42
immunpositive Zellen zahlreich auf, was auf entzlindliche Veranderungen und
vermehrten Zelluntergang bei der diabetischen Retinopathie hindeutet. Chang
et al. berichten ebenfalls nach dem neuronalem Zelltod von einer heftigen
Reaktion der retinalen Mikroglia und Makrophagen, die mdglicherweise in der
Lage sind die phagozytierenden Zellen auch aus dem benachbarten Gewebe zu
rekrutieren [Chang et al. 2006].
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4.2 Vergleich der normalen und der diabetischen Retina im Hinblick

auf nicht- neuronale Zellen in der Retina

4.2.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mit dem Anti-human CD45 werden Leukozyten markiert. Leukozyten spielen
eine bedeutende Rolle in der Entwicklung und Pathophysiologie der
diabetischen Retinopathie. Mit Hilfe dieses Antikdrpers wurde die Infiltration von
Leukozyten in die gesunde und diabetische Netzhaut ausgewertet. In der
normalen Retina werden CD45 positive Zellen hauptsachlich in  der
Ganglienzellschicht, zum Teil in den GefdaBwanden und sehr selten in der
inneren Retina angetroffen. In einer GroBzahl der Praparate wurden aber keine
Zellen markiert. Im Gegensatz dazu werden CD45 positive Zellen in der
diabetischen Retina in allen Schichten und in den GefaBwanden sehr zahlreich

angetroffen, was auf eine Leukozyten Infiltration hindeutet.

4.2.2 Rolle der Leukozyten in der Pathogenese der diabetischen Retinopathie

Die Leukozyten sind an der Entstehung von drei groBen pathologischen
Bedingungen in der diabetischen Netzhaut beteiligt. Diese sind: Odem, Ishemie

und Angiogenese [Ishida et al. 2004].

Progression der vaskuldren Missbildungen wie der selektive Verlust von
Perizyten, Bildung von azelluldren Kapillaren, Verdickung der Basalmembran
und erhdhte vaskuldre Permeabilitédt charakterisieren die friihe nonproliferative
diabetischen Retinopathie (NPDR). Kapillare Okklusion ist auch einer der
friihesten klinisch erkennbaren Lasionen bei NPDR [Chibber et al. 2007]. In der
Reaktion auf die kapillare Non-Perfusion gibt es Dilatation der benachbarten
Kapillaren, die zu Blut-Retina-Barriere Aufhebung und Endothelzell-

Verletzungen und -Tod flihren. Die daraus resultierende Ischamie und
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hypoxische Stoffwechsellage flihren zu einer erhdhten Produktion von
Wachstumsfaktoren und Entwicklung der proliferativen  diabetischen
Retinopathie (PDR), die durch das Wachstum neuer GefaBe und potenziellen
schweren und irreversiblen visuellen Verlust gekennzeichnet ist [Chibber et al.
20071.

Der genauer pathogene Mechanismus durch den die kapillare Non-Perfusion
auftritt ist noch unklar, aber die Ergebnisse der bisherigen Literatur [Chibber et
al. 2007, Bai et al. 2002, 2003, Yanagi 2008] deuten zunehmend darauf hin,
dass erhdhte Leukozyten- Endothelzell -Adhdsion und Retina Leukostasis eine

entscheidende Rolle spielen.

Bai et al. [Bai et al. 2002, 2003] fanden als eine der ersten Veranderungen bei
den diabetischen Netzhduten morphologische Veranderungen der
Netzhautkapillaren, erhdhte Expression von CD45 in den diabetischen Retinae
und Retinakapillaren und Leukozyten die sich an den GefaBwanden stapeln und
haften. Diese Leukozyten —Endothelzell- Adhdsion zeigte sich in sehr friihem
Stadium der diabetischen Retinopathie und wurde im weiteren

Krankheitsverlauf immer zunehmender.

Entzlindliche Leukozyten- Akkumulation ist ein gemeinsames Merkmal groBer
okulaerer Krankheiten zu den auch die diabetische Retinopathie gehért [Noda
et al. 2007]. Immunologische Merkmale einer Entziindung wozu auch ein
Zustrom von Leukozyten gehdrt, spielen nach der neueren Literatur [Noda et al.
2007, Adamis, Berman 2008, Yanagi 2008] eine herausragende Rolle in der
Neovaskularisation der Retina. So sehen einige Autoren neue therapeutische
Ansatze in der Behandlung der diabetischen Retinopathie in der Anwendung
von entzindungshemmenden Medikamenten und Medikamenten die

Leukostasis hemmen [Adamis, Berman 2008, Yanagi 2008].
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4.3 Vergleich der normalen und der diabetischen Retina im Hinblick

auf neuronale Antigene

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von Anti- Neurofilament und Anti-

Rhodopsin neuronale Bestanteile dargestellt und analysiert.

4.3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse (Anti- Neurofilament)

Mit Anti- Neurofilament wurden die Axone der Ganglienzellen und die
Nervenfaserschicht dargestellt. In den normalen Retinae ist diese Schicht trotz
Postmorten- und Explantations- Traumata sehr gut erhalten. Die einzelnen
Nervenfasern sind sehr gut darstellbar und zeigen in einer groBen Dichte sehr
regelmaBigen Verlauf. In der diabetischen Netzhaut ist Nervenfaserschicht
durch  viele Risse unterbrochen. Die einzelnen Fasern zeigen
UnregelmaBigkeiten und Risse in ihrem Verlauf. Insgesamt stellen sich viel
weniger Fasern als bei der normalen Netzhaut. Die Befunde dieser Arbeit
deuten auf eine Schadigung der Axone der Ganglienzellen. Da es sich hier um
die menschliche Praparate handelt, kann man auch ein Teil der Schaden
insbesondere die Kontinuitatsunterbrechungen der gesamten Schicht und
Retinaanteile der Postmorten- und Explantations- Traumata zuschreiben. Aber
die UnregelmaBigkeiten und Risse in dem Verlauf der einzelnen Fasern und
deren Schwund insgesamt im Vergleich zur gesunden Netzhaut, deuten auf

Schaden, die durch Diabetes mellitus entstehen kénnten, hin.

4.3.2 Neuronale Degeneration

Die Untersuchungen Uber retinale Ganglienzellen haben gezeigt, dass mit der
primaren Schadigung der Ganglienzellaxone das Absterben der Zellen induziert
wird [Quigley et al. 1987, 1988, 1989]. So deuten die vorliegenden Befunde auf

einen  vermehrten  Zelluntergang bei der diabetischen  Retina.
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Ganglienzelldegeneration resultiert in Aktivierung retinaler Mikroglia [Thanos et
al. 1991]. Dieses bestatigt ebenfalls die vorliegenden Befunde. Die Proliferation
des glialen Gewebes und die Reaktivierung der Mikroglia und Makrophagen in
der diabetischen Netzhaut weisen andersrum auch auf die neuronale
Degeneration. Es lieBe sich vermuten, dass im Zusammenhang mit
Ganglienzellendegeneration auch ein Untergang der Photorezeptoren

verbunden ist.

Die meisten Forschungen Uiber diabetische Retinopathie beschaftigen sich mit
GefaBveranderungen. Aber die neuen Ansichten legen naher, dass die
diabetische Retinopathie als neurodegenerative Krankheit des Auges angesehen
werden muss [Barber 2003, Lecleire et al. 2005, Meyer-Rlsenberg et al. 2007].
Weit hinaus Uber GefaBverdanderungen geschehen im diabetischen Auge die
erhdhte Apoptosis, Gliazell- Reaktivation, Mikroglia Aktivierung und gednderter
Glutamatmetabolismus. Wenn diese Verdanderungen zusammen auftreten
kdnnen sie als neurodegenerativ betrachtet werden und die Funktionsausfélle
bald nach dem Anfang der Zuckerkrankheit erklaren [Barber 2003, Lecleire et
al. 2005]. Es gibt zwei Grundlegende Hypothesen die den neuronalen
Zellenschwund erkldren. Die erste ist, dass der Verlust der Blut- Retina Barriere,
der sich Initial in der erhéhten GefaBpermeabilitat manifestiert, zur Bildung von
Odemen und dem neuronalen Zelltod fiihrt. Alternativ dazu hat Diabetes
mellitus direkten Einfluss auf Metabolismus der neuronalen Retina und fuhrt zu
einer Zunahme der Apoptosis, die wiederum ein Zusammenbruch der Blut-
Retina Barriere nach sich zieht. Es ist noch unklar welche Hypothese korrekt ist
aber es steht fest, dass GefaBpermeabilitat und neuronale Apoptosis mit
einander verbunden und grundlegende Bestandteile der diabetischen
Retinopathie sind [Barber 2003]. Der stufenweise Verlust von Neuronen zeigt,
dass die Krankheit irreversibel ist, da die neuronale Zellen nicht ersetzt werden
kdnnen. Dementsprechend sollte die Behandlung der diabetischen Retinopathie
vorbeugend sein und ihren Einsatz schon vor dem Auftritt der Symptome

haben. Weiterhin sollte die neuronale Apoptosis neben der GefaBpermeabilitat
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ein wesentliches Ziel der pharmakologischen Studien werden [Barber 2003].
Meyer-Risenberg et al. stellten in ihrer Studie fest, dass retinale Ganglienzellen
bei Diabetes und arterieller Hypertonie neben der Verursachung von
mikrovaskularen Veranderungen ahnliche Auswirkungen auf die Morphologie
der retinale Ganglienzellen haben. Die Axone der beiden groBen Ganglienzell-
Typen, Midget- und Parasol- Zellen zeigten morphologische Veranderungen in
Form von Schwellungen und groBen Varizen, die sich ungleichmaBig entlang der
Axone verteilten. Beide Zelltypen zeigten degenerative Veranderungen im
Bereich der Dendriten und ein dramatisches Verschwinden von dendritischen
Verzweigungen sowohl bei Diabetes als auch bei Bluthochdruck. Als Ursache
fur diese zelluldaren Komplikationen werden metabolische und molekulare
Anderungen bei Diabetes, Hypertonie und Glaukom, die zur Beeintréchtigung
des axonalen und dendritischen Verkehrs in den retinalen Ganglienzellen
fuhren, diskutiert. Untersuchungen zur morphologischen Veranderungen der
retinalen Ganglienzellen konnten sehr hilfreich bei der Aufkldrung von, bei
Diabetes und Bluthochdruck zugrunde liegenden neuropatischen Mechanismen

sein [Meyer-Risenberg et al. 2007].

4.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse (Anti- Rhodopsin)

Die Photorezeptorenschicht wurde mit Hilfe des Anti- Rhodopsins dargestellt. Es
zeigen sich deutlich positive Reaktionen in den gesunden und in den
diabetischen Netzhauten. Die Photorezeptorenschicht zeigt mehrere Risse und
Kontinuitatsunterbrechungen bei beiden Augen, so dass diese der
Postmortalen- und Explantations- Traumata zugeschrieben werden kénnen. Die
Veranderungen der Photorezeptorenschicht bei den zuckererkrankten Augen
konnten in der vorliegenden Arbeit mit Anti- Rhodopsin Farbungen nicht belegt
werden. Aufgrund der Beobachtungen in dieser Studie ist die hier angewendete
Technik der Fluoreszenzfarbung mit dem Anti- Rhodopsin allein, nicht geeignet

aussagekraftige Rulckschlisse Uber degenerative Veranderungen in der



Diskussion 59

Photorezeptorenschicht infolge Diabetes mellitus zu geben. Aber die Farbungen
mit ED1 und Mac2 zeigen ein vermehrtes Auftreten von Makrophagen und
Mikroglia in der Photorezeptorenschicht, was auf einen Zelluntergang hindeuten
kann. Es lasst sich auch annehmen, dass in Zusammenhang mit dem
Ganglienzelltod auch ein Verlust der Photorezeptoren einhergeht. Die
Untersuchungen haben gezeigt, dass benachbarte Neurone in Folge

synaptischer Dissoziation zur Degeneration neigen [Chu et al. 1993].

4.3.4 Photorezeptorendegeneration

Eine diabetesbedingte Photorezeptorendegeneration wird in der Literatur
angenommen und zum Teil nachgewiesen [Nakazawa et al. 2007, Vinores et al.
2000, Hamoui et al. 2000, van Eeden et al. 2006]. Photorezeptoren Apoptosis
ist eine wesentliche Ursache flr visuellen Verlust bei der Netzhautablésung im
fortgeschrittenen Stadium der proliferativen diabetischen Retinopathie
[Nakazawa et al. 2007]. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind aber noch
unklar. Die neueren Untersuchungen [Nakazawa et al. 2007, Phipps et al. 2006,
van Eeden et al. 2006] beschaftigen sich mit den mdéglichen Ursachen und
deren Ergebnisse sind als therapeutisches Ziel in der Vorbeugung der
Photorezeptorendegeneration und des visuellen Verlustes von groBer
Bedeutung.

Neovaskularisation ist einer der wesentlichen pathogenen Faktoren in der
Entwicklung der diabetischen Retinopathie. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) ist einer der bekannten Faktoren, der die Neovaskularisation,
Zusammenbruch der Blut- Retina Barriere, Makuladdem und letztendlich den
visuellen Verlust fordert [Vinores et al. 2000]. Vinores et al. [Vinores et al.
2000] belegen in einer tierexperimentellen Studie, dass eine Uberexpression
von VEGF relativ schnell zur Neovaskularisation, die sich bis zur
Photorezeptorenschicht erstreckt, mit Aufhebung der Blut- Retina Schranke in

diesem Bereich fihrt. Bei einer noch héheren VEGF- Expression beginnt sehr
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zlgig die Photorezeptorendegeneration ohne weit verbreitete
Neovaskularisation [Vinores et al. 2000].

Die gleichzeitigen vaskularen und neuronalen Schaden im friihen Stadium den
diabetischen Retinopathie deuten darauf hin, dass beide Gewebearten betroffen
sind und zur Entwicklung einer langfristigen irreversiblen Krankheit fiihren.
Vaskulare Lasionen werden immer zahlreicher, breiten sich von der
Nervenfaser- und Ganglienzellschicht (ber innere Retina und dringen in die
Photorezeptorenschicht ein. Gleichzeitig werden die Netzhautschichten
zunehmend dinner, was auf einen neuronalen Zellenschwund hinweist [van
Eeden et al. 2006].

4.4 Vergleich der normalen und der diabetischen Retina im Hinblick

auf vaskuléare Antigene

4.4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Retina ist sparlich vaskularisiert. Zu Veranderungen der RetinagefaBe bzw.
zur starkeren Vaskularisation und Angiogenese kommt es bei pathologischen
Befunden z.B. Retinopathia diabetica.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Anti- von Willebrand Faktor
Endothelzellen angefarbt und RetinagefédBe dargestellt. In der normalen
Netzhaut werden die GefaBe in der Ganglienzellschicht und zum Teil in der
inneren Retina angetroffen. Es handelt sich hauptsachlich um kleinere Gefal3e.
Im Gegensatz dazu wird in der diabetischen Retina ein GefaBreichtum
beobachtet. Neben einer Vielzahl kleinerer GefaBe und Kapillare die sich durch
die gesamte Netzhaut erstrecken, werden auch zahlreiche RiesengefaBe
angetroffen, vor allem in der Ganglienzellschicht und in der Tiefe der inneren

Retina.
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4.4.2 Mikroangiopathie und Angiogenese bei der diabetischen Retinopathie

Bei Diabetes mellitus offenbart sich die Mikroangiopathie hauptsachlich als
Glomerulosklerose (Kimmelstiel-Wilson), Neuropathie und Retinopathie. Ein sehr
friihes morphologisches Zeichen der diabetischen Retinopathie ist verminderter
Zell-Zellkontakt zwischen Endothelzellen und perivaskuldren Zellen mit
anschlieBendem Perizytenabfall von den Kapillaren [Cogan et al. 1961, Speiser
et al. 1968, Dodge et al. 1992]. Hohe Glukosekonzentrationen fiihren zu
verschiedenen Stoffwechselveranderungen; so werden z.B. advanced glycation
end products (AGEs) durch nichtenzymatische Glykosylierung gebildet und
letztlich auch die Expression von NF-kB (nuclear factor—kappa B) in den
Perizyten erhoht, die daraufhin apoptotisch zugrunde gehen [Romeo et al.
2002]. Im spateren Stadium der diabetischen Retinopathie folgt die Ausbildung
von Mikroaneurysmen und sog. azelluldaren Kapillaren, zusatzlich kommt es zu
einer Verdickung der Basalmembran [Engerman 1989, Hammes et al. 2002].
Durch Erhéhung der GefaBpermeabilitat kommt es im weiteren Verlauf zu
intravitrealen, hamorrhagischen Blutungen und Netzhautédemen [Moss et al.
1988]. Die beschriebenen GefaBanomalien fiihren u.a. zu Ablésung der
Netzhaut oder zur Ischamie bestimmter Netzhautbezirke. Die resultierende
Hypoxie induziert die Expression von VEGF, was zu verstarkter
Neovaskularisierung der Retina fiihren kann. So kommt es bei Patienten, die
Uber Jahre an manifestem Diabetes mellitus Typ 1 leiden, im fortgeschrittenen
Stadium Uber die krankhaften Verdanderungen der NetzhautgefaBe in vielen
Fallen zur Erblindung [Klein et al. 1984].

Von Willebrand Faktor (VWF) ist Glykoprotein, das hauptsachlich von
Endothelzellen synthetisiert wird. Von WF spielt eine bedeutende Rolle bei der
Thrombozyten- Adhdsion und Aggregation und fungiert als Trager vom
Blutgerinnungsfaktor VIII im Plasma. Erhdhte VWF Konzentrationen deuten auf
eine Beschadigung der Endothelzellen und deren Dysfunktion hin [Kessler et al.

1998]. In einigen Studien wird nachgewiesen, dass hohe Konzentrationen von
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VWF eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der diabetischen Retinopathie
haben. So zeigen die Patienten mit proliferativen diabetischen Retinopathie in
der Studie von Lipp et al. [Lipp et al. 2000] erhdhte periphere Marker der
Angiogenese (Plasma VEGF) und der endothelialen Dysfunktion (VWF). Feng et
al. [Feng et al. 2000] finden, dass erhdhte Konzentrationen von VWF mit
reduziertem retinalem Blutfluss und Hypoxamie im Zusammenhang stehen.
Petty et al. [Petty et al. 1991] finden eine starke Assoziation zwischen dem
AusmalB der Erhéhung des vVWF und des Vorhandenseins einer diabetischen
Retinopathie. So wurde sich bei der diabetischen Retinopathie um eine spezielle
aber auch um eine generalisierte Stérung der vaskuldren Endothelzellfunktion
handeln. Insbesondere die dltere Literatur unterstreicht die Bedeutung des vVWF
und des Endothels in der Pathogenese der Retinopathie [Paton et al. 1981,
Nozaki et al. 1987]. Es werden hohere Konzentrationen von VWF bei den
Patienten mit diabetischer Retinopathie gefunden und der vVWF als ein Marker
der Mikroangiopathie angesehen. Im Gegensatz dazu finden Kessler et al.
[Kessler et al. 1998], dass VWF nicht unbedingt mit der Retinopathie korreliert

und als ein pradiktiver Marker der Retinopathie nicht angesehen werden kann.

In einer Studie untersuchten die Autoren [Duffy et al. 2006] Wirkung von hohen
Glukose Konzentrationen auf makrovaskulare (Human Aorten- Endothelzellen)
und mikrovaskulare (menschliche Netzhaut- Endothelzellen) Endothelzellen,
deren Lebensfahigkeit und Apoptose. Sie stellten fest, dass Hyperglykamie die
Lebensfahigkeit der Aorten- Endothelzellen verringert und deren Apoptose
induziert, was unter Umstdanden zur makrovaskuldaren Komplikationen des
Diabetes mellitus filhren kann. Im Gegensatz dazu erhdhte sich die
Lebensfahigkeit der Netzhaut- Endothelzellen und deren Apoptose wurde
gehemmt. Dieses konnte unter Umsténden zur Entwicklung der diabetischen
Retinopathie fiihren [Duffy et al. 2006].

Retinopathie ist die hadufigste mikrovaskuldare Komplikation von Diabetes

mellitus aber der genauer Mechanismus ist noch ungeklart. Zahlreiche Autoren
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beschaftigten sich mit der Aufklarung der genauen Mechanismen. Viele Arbeiten
untersuchten die vaskuldren Komplikationen und die Rolle des Endothels. Aber
die neuere Literatur unterstreicht die Bedeutung und Beteiligung von Gliazellen,
Mikroglia und Makrophagen und weist auf eine Neurodegeneration auf [Meyer-
Rlsenberg et al. 2007, Knott et al 1999, Nishkiori et al. 2007, van Eeden et al.
2006, Barber et al. 1998].

4.5 Schlussfolgerung und methodologische Aspekte

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind weitestgehend im Einklang mit der
bisherigen Literatur. Die diabetische Netzhaut zeigt vaskulare, gliale und
neuronale Abweichungen im Vergleich zu normalen Netzhduten. Die
vorliegenden Befunde geben Hinweise auf eine gliale Proliferation, Invasion und
Reaktivation von Mikroglia und Makrophagen bei der Entwicklung der
diabetischen  Retinopathie. Ebenfalls bestehen Hinweise auf eine
Neurodegeneration, insbesondere der Ganglienzellen. In Zusammenhang mit
dem Ganglienzelluntergang ware auch eine Degeneration der Photorezeptoren
und anderen Neuronen anzunehmen. Allerdings scheint die hier angewandte
Farbemethode nicht empfindlich genug zu sein um die Photorezeptorenschicht
genau darzustellen und beurteilen zu kénnen. Die hier prasentieren Befunde
bzw. Veranderungen in der diabetischen Retina kénnten der Aufklarung von
pathophysiologischen Mechanismen, die flir die Entwicklung der diabetischen

Retinopathie verantwortlich sind, verhelfen.

Das hier untersuchte menschliche Material, drei normale und eine diabetische
Retinae, ist aufgrund seiner limitierten Anzahl statistisch gesehen nur begrenzt
aussagefahig. Bedingt durch duBere Umstdande, eine langwierige offentliche
Debatte Uber Transplantationsgesetz und eine kritische und misstrauische
Offentlichkeit, vom derzeitigen Standpunkt aus wére selbst durch lidngeres

Warten keine tief greifende Anderung dieser Situation und damit ein
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Mehraufkommen geeigneten Spendermaterials zu erwarten. Trotz dieser
Umsténde sollte aus medizinischen Gesichtspunkten nicht auf die Untersuchung
menschlichen zugunsten tierischen Materials verzichtet werden. So wurde
dieser Arbeit dennoch mit dem begrenzt zur Verfligung stehenden humanen

Gewebe durchgefiihrt.

Die prasentierten Ergebnisse stellen einen Hinweis Uber Veranderungen in der
Netzhaut in Hinblick auf Vorkommen von neuronalen und nicht- neuronalen
Antigenen und Zellen im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild des Diabetes
mellitus dar. Weitere, in ahnliche Richtung zielende Arbeiten kdnnten diese
Befunde bestatigen und darauf aufbauen. Dabei ware es wiinschenswert, auf
ein groBeres Kontingent diabetischer Retinae zuriickgreifen zu kénnen, um auf
dieser Basis statistisch gesicherte Aussagen zu treffen. Um die
Photorezeptorenschicht besser beurteilen zu kénnen musste jedoch auf andere

Farbemethoden zuriickgegriffen werden.
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