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ZUSAMMENFASSUNG
Der Effekt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems auf kultivierte, humane Retinaendothelzellen
und laser-induzierte choroidale Neovaskularisationen im Auge
Nadine Rohloff

Die Altersabhéngige Makuladegeneration (AMD) ist der hdufigste Grund fiir Erblindung im Sinne des
Gesetzes der élteren Bevolkerung der westlichen Industrienationen (122, 184). Besonders die exsudative
Spatform mit choroidalen Neovaskularisationen (CNV) zeigt oft schwerwiegende Verldufe (122). Die
Pathophysiologie der AMD umfasst unter anderem angiogene Prozesse, Beeintrachtigungen der Blut-
Retina-Schranke (BRS) sowie oxidativen Stress. Der Einfluss von Aldosteron und Spironolacton auf
jedes dieser pathophysiologischen Systeme ist fiir einige retinalen Erkrankungen wie der diabetischen

Retinopathie nachgewiesen worden. Diese Arbeit soll den Einfluss auf CNV bei AMD beleuchten.

C56/BL5J Méuse mit laserinduzierter CNV erhielten je nach Gruppe Aldosteron, Spironolacton oder
Vehikellosung und wurden nach drei oder vierzehn Tagen mittels optischer Kohérenztomographie
(OCT) und Fluoreszenzangiographie (FAG) untersucht. Eingriffe in die Proteinexpression wurden durch
immunhistochemische Farbungen der Netzhdute dargestellt. Der Einfluss von Aldosteron und
Spironolacton auf die Proliferation kultivierter humaner retinaler Endothelzellen (hREZ) ohne

Behandlung und unter oxidativem Stress konnte durchflusszytometrisch ermittelt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Aldosteron die retinale Dicke kurzfristig und die GroBe der CNV
langerfristig erhoht. Spironolacton dagegen vermindert das Volumen der CNV im Vergleich zur
Kontrolle um 27%. In der FAG wurde die Leckage durch Aldosteron tendenziell geférdert und durch
Spironolacton erniedrigt. Dies konnte durch die Beeinflussung der BRS erklart werden. Unter
Aldosteroneinfluss zeigten sich qualitativ verminderte Claudin-5- und VE-Cadherin-Expressionen.
Durch Aldosteron wurden vimentinpositive Zellen im Laserherd sowie vascular endothelial growht
factor (VEGF) vermehrt exprimiert und durch Spironolacton vermindert. Aldosteron fordert die
Progression der CNV, schidigt die BRS durch verminderte Expression wichtiger Strukturproteine sowie
durch vermehrte Expression des permeabilitétssteigernden und proangiogenen VEGF. Die gesteigerte
Vimentin-Expression konnte Anzeichen einer Fibrosierung oder Aktivierung endothelialer Vorlaufer-
Zellen sein. Aldosteron wirkte zudem proliferationsfordernd auf hREZ unter oxidativem Stress wihrend
Spironolacton synergistisch mit dem oxidativen Stress die Proliferation hemmte.
Mineralkortikoid-Rezeptor-Antagonismus inhibiert die laserinduzierte CNV, die VEGF- und Vimentin-

Expression und bietet daher neue Therapieansitze fiir CNV bei AMD.
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1 Einleitung

Bereits seit mehreren Jahrhunderten stellt die altersabhidngige Makuladegeneration (AMD),
besonders die exsudative AMD mit choroidalen Neovaskularisationen (CNV), die haufigste
Ursache fiir Erblindung im Sinne des Gesetzes der élteren kaukasischen Bevolkerung dar
(184).

Und auch Jahrzehnte spéter hat sich an dieser Tatsache nichts verdndert (122). Der negative
Einfluss, den die AMD auf die Lebensqualitdt der Betroffenen durch den zentralen
Visusverlust hat, ist vergleichbar mit dem einer schweren systemischen Erkrankung wie Krebs
oder eines Herzinfarktes (185).

Trotz vieler diagnostischer und therapeutischer Fortschritte liegen immer noch keine
suffizienten Praventions- oder Therapiestrategien vor. Im Gegenteil - der demographische
Wandel lésst die Pravalenz und Inzidenz weiter steigen.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS), im Besonderen mit dem Einfluss von Aldosteron und seinem Antagonisten
Spironolacton auf den Verlauf der exsudativen AMD mit CNV. Anhand eines Mausmodells
und mithilfe kultivierter retinaler Endothelzellen sollen pathophysiologische Grundlagen der
Aldosteronwirkung entschliisselt werden, um Ansatzpunkte fiir die Therapie der CNV bei

AMD mit Aldosteronantagonisten zu schaffen.

1.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

Fiir das Versténdnis der Pathologien ist auch die Anatomie relevant (siche Abbildung 1).
Choroidale Neovaskularisationen (CNV) sind Pathologien des posterioren Augenabschnittes.
Dieser umfasst den Glaskorper, die Retina, die Choroidea sowie die Bruchsche Membran. Im
weiteren Verlauf wird ein Uberblick iiber die zum Verstindnis relevante Anatomie und
Physiologie gegeben.
M. rectus lateralis
Pars plana
Bindehaut

Ziliarmuskel
Schlemm-Kanal

Hornhaut \
RegenbogenhautN " I
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Abbildung 1 Die Anatomie des Auges (80)



1.1.1 Die Retina

Die Retina kann aufgrund ihrer embryologischen Entwicklung und Funktion als Teil des

Gehirns betrachtet werden.

Sie ist in histologisch gut erkennbaren Schichten aufgebaut und wird nach aulen von der
Bruchschen Membran sowie nach innen vom Glaskdrper begrenzt.

Die duBerste Schicht bildet das retinale Pigmentepithel (RPE). Seine Aufgabe besteht vor
allem im Abbau der abgestoenen Scheibchen der daran grenzenden Photorezeptorschicht. Die
Photorezeptoren unterteilen sich in Stdabchen und Zapfen und sind heterogen iiber die Retina
verteilt. Thre Kerne bilden die duBlere Kdrnerschicht. Dabei befinden sich die Stibchen in ihrer
Funktion des Ddmmerungs- und Nachtsehens eher peripher, wihrend die fiir die
Farbwahrnehmung verantwortlichen Zapfchen vornehmlich im Zentrum vertreten sind. Im
Punkt des schirfsten Sehens, der Fovea centralis in der Makula lutea, befinden sich
ausschlieBlich Zapfen. In dieser Region finden sich in der Regel die Pathologien der
Altersabhingigen Makuladegeneration (AMD) (80).

Von den Photorezeptoren werden die Lichtsignale iiber die Synapsen der dueren plexiformen
Schicht an Neurone, die bipolaren Zellen weitergegeben, deren Zellkerne in der inneren
Kornerschicht liegen. AnschlieBend gelangen die Reize iiber die Synapsen der inneren
plexiformen Schicht an die Ganglienzellen, deren Axone diese zentral iiber den Sehnerv ans

Gehirn weiterleiten (80).

Wichtige Stiitzzellen, die Miillerzellen (MZ), befinden sich ubiquitir in der Retina und
durchziehen diese vertikal. Die Fortsdtze der MZ bilden die innere und duflere Grenzmembran
(Membrana limitans interna und externa). Die innere Grenzmembran iiber den Ganglienzellen
besteht aus den Endfortsidtzen der MZ sowie einer Basalmembran und grenzt die Retina zum
Glaskorper ab. Die dulere Grenzmembran wird ebenfalls aus Fortsdtzen der MZ gebildet und
siebartig von den Photorezeptoren durchbrochen (sicheAbbildung 2 und Abbildung 3) (10).

Ihnen kommt eine besondere Aufgabe im Rahmen der Elektrolyt- und Ionenverteilung zu (80).
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Abbildung 2 Links: Schematischer Aufbau der Retina (80), Rechts: Gefdfsversorgung der Retina (29)

Retinale Gefédlle entspringen aus der Areteria centralis retinae, welche zundchst zusammen mit
dem Sehnerv verlduft, bevor sie sich in die Netzhautarteriolen verzweigt. Der vendse
Transport erfolgt analog in Netzhautvenolen die sich an der Papille zur Zentralvene
vereinigen. Uber dieses GeféBsystem werden die inneren Netzhautschichten — Nervenfasern,
Ganglienzellen und die innere Kornerschicht — versorgt. Die Versorgung der periphereren
Schichten und der Photorezeptoren erfolgt iiber die Lamina choriocapillaris aus den

Ziliararterien. Der venose Riickstrom ist in Vortexvenen organisiert (80).

Die Retina hat einen hohen Energieverbrauch der analog zum Gehirn durch Glucose gedeckt
wird. Glucose passiert die humane Blut-Retina-Schranke durch die Glucose-Transporter
(GLUT) 1 und 3. GLUT-1 ist der dominierende Glucose-Transporter des Auges und wird u.a.
an der apikalen und basolateralen Oberflache des RPE, an den Plasmamembranen der MZ,
sowie mit verminderter Expression an den dulleren Segmenten der Photorezeptoren
exprimiert. Im retinalen Gefd3endothel konnte der Transporter nur minimal nachgewiesen
werden, im fenestrierten Endothel des Choroids fehlt er gdnzlich (118).

Der GLUT-1 Transporter ist ebenfalls fiir den Transport von Vitamin C in Form von
Dehydroabietic acid (DHAA), einem Antioxidans, iiber die Blut-Retina-Schranke,
verantwortlich (167).



1.1.2  Die Bruchsche Membran — Lamina vitrea

Die Bruchsche Membran wird allgemein bereits als Teil der Choroidea angesehen, ist aber
funktionell eine 2 um messende Barriere zwischen Retina und Choroidea. Sie setzt sich aus
fiinf Schichten zusammen. Innen bildet die Basalmembran des RPE die Grenze zur Retina.
Darauf folgen quergestreifte Kollagenfasern und nicht quergestreifte sowie lichtmikroskopisch
sichtbare elastische Fasern. Nach aufien bilden eine weitere quergestreifte
Kollagenfaserschicht sowie die Basalmembran der Choriokapillaris den Abschluss der
Bruchschen Membran (108).

An die Basalmembran der Choriokapillaris schlief3t sich das fenestrierte Endothel an (108).
Die Bruchsche Membran bildet eine Diffusionsbarriere fiir grole Molekiile, kleine Molekiile

wie Fluorescein oder Ferritin kdnnen sie jedoch frei passieren (156).
Membrana limitans interna

Mervenfasemn

] ﬂs?&ﬁ— Ganglienzellen

'-:;- = innere plexiforme Schicht

Netzhaut

ingh b o
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s Gullere plexiforme Schicht
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- Membrana limitans externa

AuBensegment des Sinnesepithels
- Pigmentepithel
Lamina vitrea (Bruch-Membran)

Choriocapillaris

Aderhaut

mittlere Gefale

Abbildung 3 Retina, Lamina vitrea und Choroidea (80)

1.1.3 Die Choroidea

Die Choroidea ist mehrschichtig, wobei die erste und damit innerste Schicht die bereits
erwéhnte Bruchsche Membran darstellt.

Daran grenzt die Lamina Choriokapillaris, ein Kapillargeflecht mit fenestriertem Endothel und
vielfachen Anastomosen (80). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen diinne, vielfach

fenestrierte Endothelzellen, umfasst mit einer sehr diinnen Basalmembran mit geringer



Elektronendichte. Damit handelt es sich um Gefd3e mit einer sehr hohen Permeabilitét (42).
Uber dieses GefiBgeflecht findet auch die Versorgung des RPE und der Photorezeptoren statt.
Aufgrund der Fenestrierung der Choriokapillaris sind keine Glucosetransporter zur
Diffusionserleichterung notwendig (118).

Entstehen durch Degeneration oder anderweitige Schiadigungen des RPE und der Bruchschen
Membran Defekte in der Barriere zwischen Choroidea und Retina kdnnen die fenestrierten

Kapillaren iiber die Choroidea hinaus in die Retina proliferieren.

Hierauf folgt die Lamina vasculosa, welches ein grofles Venengeflecht beinhaltet.
Durch den groen Blutstrom reguliert die Choroidea die Temperatur des Auges.
Die Aderhaut ist nicht sensibel innerviert, sodass Pathologien in der Regel schmerzfrei

verlaufen (80).

1.14 Angiogenese

Physiologische Gefilineubildung kann als Vaskulogenese oder Angiogenese ablaufen.
Vaskulogenese beschreibt dabei die embryonale Gefalneubildung aus mesodermalen
Vorldufern (16). Angiogenese dagegen bildet neue Gefale durch Aussprossen aus
vorhandenen Gefdfien, anschlieBende Anastomosierung und Pruning (141). Die Entstehung
neovaskuldrer Gefdlle im Erwachsenen ldsst sich der Angiogenese zuordnen. Beide Prozesse,
die Angiogenese und die Vaskulogenese, werden von Vascular Endothelial Growth Factor

(VEGF) und seinen Rezeptoren beeinflusst (157).

Die Angiogenese kann schematisch in drei Schritte eingeteilt werden.

1. Aussprossung: Eine Zelle wird zur ,,Tip-Zelle* Von dieser Zelle geht das neu
gebildete Gefal} aus. Der GefaB3spross wird durch Zellteilung und Elongation der
Nachbarzellen in Richtung der ,, Tip-Zelle* verldngert, deren Weg durch Chemotaxis
und anatomische Gegebenheiten geleitet wird. AnschlieBend wird ein Lumen gebildet,
welches den Spross mit dem urspriinglichen Gefaf3 verbindet. In anderen Féllen wird
das GefaB erst nach der Anastomosierung lumenisiert (16).

2. Anastomosierung: Das neue Gefal} anastomosiert mit anderen Aussprossungen und
bereits vorhandenen Gefidlen zu einem Netzwerk (16).

3. Pruning: Das so entstandene Netzwerk wird zum Schluss erneut strukturiert und
remodeliert. Die Endothelzellen kleinerer Gefdlle werden einfach in groBere Gefale

integriert, andere gehen in die Apoptose (16).



Die Angiogenese wird durch ein Gleichgewicht aus pro- und antiangiogenen Mediatoren
gesteuert. Proangiogene Mediatoren sind VEGF, Placental Growth Factor (PIGF),
Transforming Growth Factor (TGF)-a and -f, fibroblast growth factor und Angiopoietin-1 and
-2 (63, 64, 109, 145).

Antagonistisch wirken dagegen Pigmentepithelium Derived Factor (PEDF), Thrombospondin,
Angiostatin und Endostatin (63).

1.1.5 Das Blut-Retina-Barrieren-System

1.1.5.1 Allgemeine Funktionsweise

Die Retina wird von einem System aus Barrieren vor unkontrolliertem Stoffaustausch mit dem
Blutgefil3system geschiitzt. Die Blut-Retina-Schranke (BRS) wird dabei erginzt von weniger
effizienten zilidren Barrieren und dem iridialen Endothel — der Blut-Kammerwasser-Schranke
— welche den Stoffaustausch des Kammerwassers mit dem Blut begrenzt. Zusammen bilden
Sie die Blut-Augen-Barrieren. Zwischen dem Kammerwasser, Glaskorper und der Retina kann
ungehinderte Diffusion stattfinden, sodass die Blut-Augen-Barrieren zusammen die Retina,
den Extrazelluliren Raum der Retina und das Kammerwasser vom Kreislaufsystem separieren
(41). Die Blut-Kammerwasser-Schranke hat auf die Pathologie der CNV hochstens einen

marginalen Einfluss, sodass auf eine weitere Beschreibung verzichtet werden kann.

Die BRS wird unterteilt in einen dufleren und inneren Teil. Die innere BRS wird durch das

Endothel der retinalen Geféalle gebildet, die duBlere BRS durch das RPE.

Die breiten retinalen Endothelzellen sind genauso wie zerebrale Endothelzellen durch "non-
leaky" Tight Junctions vor unkontrolliertem parazelluldrem Stoffaustausch geschiitzt (40).
Diese ,,non-leaky* Tight Junctions werden durch dichte interzellulére junktionale Komplexe —
zonulae occludentes — gebildet, welche die Endothelzellen miteinander zu einer
epitheldhnlichen Struktur verbinden. Zudem umgibt eine breite Basalmembran das retinale

Endothel (42).

Aktiver bidirektionaler Transport zwischen apikaler und basaler Seite der
Retinaendothelzellen wird durch sogenannte Caveolae gewéhrleistet. Die Funktionsweise
dieser lipidreichen Einbuchtungen der Plasmamembran - Lipid Rafts — ist noch nicht
vollstidndig entschliisselt. Vermutet wird einer von zwei Mechanismen: entweder sie 16sen sich
als Transportmittel von der Zellemembran um die Substanzen auf die gegeniiberliegende Seite

zu bringen, oder sie bilden durch Fusion temporéire Kanéle durch die Zelle (114).



Das RPE bildet die dulere Barriere zwischen Retina und BlutgefaBsystem, ndmlich zwischen
Choriokapillaris und Retina. Die Bruchsche Membran verhindert nur die Diffusion groB3er
Molekiile, kleinere Molekiile wie Fluoreszein oder Ferritin kdnnen sie miihelos passieren.
Damit unterbricht erst das RPE den Stoffaustausch zwischen Retina und den fenestrierten
Kapillaren des Choroids. Ebenso wie die retinalen Endothelzellen bilden die RPE-Zellen
zonulae occludentes aus, sind also durch ,,non-leaky“-Tight Junctions miteinander verbunden

(156).

Diese Barrieren ermdglichen die Aufrechterhaltung der Homdostase der Retina.
Elektrolytkonzentrationsgradienten kdnnen durch non-leaky Tight-Junctions zwischen zwei
Bereichen aufgebaut und aufrechterhalten werden. Zudem wird der Stoffaustausch von
Molekiilen aller Groen auf aktiven und passiven Transport durch die Zellmembranen
beschrinkt und reguliert (156). Lipophile Substanzen kénnen Zellmembranen und damit die
Blut-Retina-Schranke gut passiv passieren, wihrend mit Abnahme der Lipophilitdt auch der
passive Transport erschwert wird (18).

Die BRS verhindert die Aufnahme neurotoxischer oder gewebeschddigender Molekiile, ihre
Aufgabe ist es aber auch Metaboliten zu entfernen um die Homoostase aufrecht zu erhalten.
Zum Schutz der Retina findet ein aktiver Transport von neurotoxischen und
gewebeschéddigenden Substanzen, z.B. Prostaglandinen oder organische Anionen, aus dem

Bereich der Retina iiber die BRS statt (40).

MZ sind retinale Gliazellen, die funktionell besonders mit den Bipolaren Zellen verbunden
sind. Durch ihre anatomische Ausdehnung iiber alle Bereiche der Retina und retinale Geféf3e
sind ihre Aufgaben nicht auf die Neuroprotektion beschriankt. Sie bilden die anatomische
Verbindung zwischen der Neuroretina und dem RPE und kénnen auch den Molekiiltransport
zwischen diesen beiden regulieren. Im Gesamtzusammenhang bilden sie damit {iber das RPE

eine Verbindung zu den choroidalen Gefallen (25).

MZ haben einen gro3en Anteil an der Barrierefunktion der retinalen Blutgefdal3e, der inneren
BRS (169). Wie die Astrozyten des Zentrales-Nerven-Systems (ZNS) induzieren sie
Barriereeigenschaften an Blutgefa3en, z. B. an intraretinalen Gefdflen. Dabei ist der
Mechanismus von anderen Astrozyten an anderen Geweben iibertragbar. Auch die MZ der
avaskuldren Retina konnen diese Funktion in Kontakt mit vaskuldrem Gewebe aktivieren. MZ
sind ein groBer Faktor in der Entstehung und Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke
(169).



Unter physiologischen Bedingungen sezernieren die MZ den antiangiogenen Faktor PEDF

(52).

Besonders der Wasser- und Elektrolythaushalt wird durch MZ beeinflusst. Sie besitzen
zahlreiche Transportproteine wie den Kaliumkanal Kir.4, a-Epithelial Natrium Channel
(EnaC) Kanile und Wasserporen, die Aquaporine (AQP) (25). Auch unter physiologischen
Bedingungen kommt es zur Ansammlung von Wasser in der Retina. Diese Dehydratation wird
durch das RPE, sowie durch die MZ (von den vitrealen zu den paravaskuldren Ausldufern in

die Gefdf3e) mit ihren Aquaporinen vorgenommen (26).

Das wichtigste AQP der Retina ist AQP-4, welches sowohl in MZ als auch im RPE vorhanden
ist (25). AQP-4 ist stark an perivaskuldren und paravitrealen Membrananteilen der MZ
exprimiert, sowie an allen Membrananteilen die Synapsen in den plexiformen Schichten
ummanteln (26). Eine Zelladhisive Wirkung oder Beteiligung an Zell-Zell-Kontakten von
AQP-4 wird zurzeit diskutiert (5, 53).

Immunhistochemisch kénnen Miiller-Zellen besonders durch Anfarbung der hauptséchlich auf

MZ exprimierten Proteine Vimentin und AQP-4 sichtbar gemacht werden (146).

Nahezu alle retinalen Erkrankungen resultieren aus oder gehen mit einer Beschiddigung der
BRS einher. Defekte konnen mithilfe der Fluoreszenzangiographie (FAG) und der optischen
Kohédrenztomographie (OCT) detektiert werden (40).



1.1.5.2 Feinstruktur der Tight-Junctions und Adherens Junctions

"Non-leaky" Tight Junctions sind definiert als Zellverbindungen, die so dicht sind, dass der

transzelluldre Stofftransport weniger Widerstand bietet als der parazelluldre (154).

Zwei benachbarte Zellen bilden eine Zonula Occludens durch Fusion der du3eren Blétter ihrer
Zellmembran iiber 0,2-0,5 um und verhindern damit die unkontrollierte Diffusion zwischen
apikaler und basaler Gewebeschicht. Dabei umgibt die Tight-Junction die Zelle als Netzwerk
linearer Fibrillen (59). Die Zonula occludens (ZO) wird von vielen verschiedenen
Transmembranproteinen der benachbarten Zellen gebildet. Die Zusammensetzung der
Transmembranproteine hat direkten Einfluss auf die Permeabilitit der Zellschicht. Eine
wichtige Rolle spielen Occludine, Claudine und Junktionale Adhésionsmolekiile (JAM). Die
Verbindung zwischen den Transmembranproteinen und dem Zytoplasma wird durch ZO-
Proteine gebildet (87).

Occludin wird hauptséchlich in Endothel-, Epithel- und dendritischen Zellen exprimiert (69,
148). Es interagiert mit zahlreichen Transmembranproteinen und regulatorischen Proteinen.
Der Zell-Zell-Kontakt wird dabei von zwei extrazelluldren Schleifen des Occludin hergestellt
(69). Die Verbindung mit Zonula Occludens Protein 1 (ZO-1) bildet eine notwendige
Verbindung mit dem Zytoskelett. Die Expressionsrate von Occludin korreliert mit der Qualitét
der Barrierefunktion, die Anwesenheit von Occludin ist allerdings nicht essentiell fiir die

Ausbildung von Tight Junctions (TJ) (87).

Durch VEGF-Einfluss wird Occludin phosphoryliert wodurch die Permeabilitdt der BRS
verstarkt wird (86).

Claudine sind eine Familie von Transmembranproteinen mit 4 Transmembrandoménen und
einer dem Occludin dhnliche Struktur. Sie haben maBgeblichen Einfluss auf die Bildung der
Tight-Junctions (126). Einige Claudine, wie Claudin-1,5 und 8, stirken die Adhésions- und
Barrierefunktion, andere Claudine, beispielsweise Claudin-2 und Claudin-10, greifen durch
Bildung von spezifischen parazelluldren lonenkanélen in die Elektrolythomdostase ein und

erhohen die Permeabilitit (5).

Je nach Gewebetyp werden verschiedene Claudine exprimiert. In Endothelzellen lassen sich
vor allem Claudin-1, Claudin-5 sowie Claudin 15 nachweisen (126).

Claudin-5 ist eines der dominantesten TJ-Proteine in Endothelzellen und hat einen starken
Einfluss auf die Permeabilitdt der BRS. Eine vermehrte Expression von Claudin-5 in humanen
Retinaendothelzellen (hRECs) fiihrte iiber eine erhdhte Claudin-1 sowie eine verminderten

Claudin-2 Expression zu einer verbesserten Barrierefunktion der hRECs. Eine vermehrte
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Claudin-5 Expression resultiert in einer Verbesserung der Barrierefunktion der inneren BRS.
Im RPE, der duleren BRS, ist kein Claudin-5 vorhanden (166). Stattdessen konnten Claudin-
3, Claudin-10 und Claudin-19 als wichtige Proteine der TJ zwischen RPE-Zellen
nachgewiesen werden (137).

Die Strukturen der Adherens und Tight Junctions sind in Abbildung 4 illustriert.

Blood
Endothelial Cell Claudins Endothelial Cell
D
E—
2 a 00 0o G\ 50 9 D o U
=)

Rags 0 @ VL, T @ eess/

-

Catenin

VE-cadherin

Vinculin Vinculin

Retina

Abbildung 4 Tight Junction und Adherens Junction (35)

Z.0-Proteine sind membranassoziierte periphere Proteine die zum zytoplasmatischen Plaque
der TJs gehoren. Sie bilden die Verbindung zwischen den Transmembranproteinen, dem
Zytoskelett und zytoplasmatischen Plaques der beteiligten endothelialen und epithelialen
Zellen (93). Da die vielfaltigen Doménen der ZO-Proteine mit vielen zelluldren und
transmembrandsen Proteinen interagieren, kommt Ihnen eine zentrale strukturelle Rolle im
Aufbau der TJ zu (87).

Im RPE reguliert ZO-1 in Interaktion mit dem ZO1-associated nucleic acid binding protein
(ZONAB) die Proliferation der RPE-Zellen. Eine verminderte Expression von ZO-1 resultiert
in vermehrter Proliferation, aber auch Dysfunktion der RPE-Zellen. Es konnten
Strukturverdanderungen mit Monolayerabbriichen und Debrisanhdufung, sowie funktionelle

Ausfalle der BRS mit vermehrter Leckage in der FAG gezeigt werden (76).
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TJs und Adherens Junctions (AJs) interagieren miteinander. In Epithelzellen finden sich TJs
meist apikal der Adherens-Junction, in Endothelzellen sind AJs und TJs miteinander verwoben
(sieche Abbildung 4) (43). Verdnderungen in den AJs haben immer auch einen Effekt auf die TJ-
Verbindungen und umgekehrt (133).

Transmembranproteine, sog. Cadherine, fungieren als Zelladhidsionsmolekiile, die das
Schliisselmolekiil der AJ bilden sowie eine gro3e Rolle in der interzelluldren Erkennung und
Interaktion einnehmen. VE-Cadherin ist ein endothelspezifisches Cadherin, welches die
Permeabilitit der GefiBe sowie die Zell-Zell-Kontakte beeinflusst (106). Uber y-, - und o-
Catenin ist Vascular Endothelial-Cadherin (VE-Cadherin) mit dem Zytoskelett verbunden
(78).

VE-Cadherin moduliert durch Phosphorylierung und Komplexbildung die Wirkung von
VEGF am VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR-2). Bei bestehenden Zell-Zell-Kontakten mit VE-
Cadherin in AJs aktiviert VEGF tiber VEGFR-2 den Phosphoinisitid 3 (PI3)-Kinase Weg als
Uberlebenssignal. Bei verminderter oder fehlender VE-Cadherin Expression oder
Endothelzellen auBerhalb eines Zellverbundes wird iiber VEGFR-2 die Proliferation und das
Wachstum tiber die (Mitogen-Activated Protein) MAP-Kinase angeregt. Damit ist VE-
Cadbherin ein wichtiger Faktor fiir die Ausbildung organisierter vaskuldrer Strukturen und
verantwortlich fiir die Kontaktinhibierung der Proliferation (105).

VEGF wiederum steigert die Permeabilitit der Endothelien durch Phosphorylierung der VE-
Cadherin-Catenin-Komplexe bzw. kurzfristige Endozytose von VE-Cadherin und damit
verbundener Schwéchung der Verbindung. Dadurch werden die AJs und TJs desorganisiert, in
ihrer Barrierefunktion geschwicht und die Permeabilitidt der Endothelzellen-Schicht
gesteigert. VEGF fiihrt damit wahrscheinlich zu einer Losung der AJs und damit ebenfalls zur

Inhibierung der Zellkontaktinhibition des Wachstums der Endothelzellen (43).

Ein Mangel an funktionell verfiigbarem VE-Cadherin, sei es durch mangelnde Expression
oder Inaktivierung durch Phosphorylierung bzw. Endozytose, inhibiert die Transkription von
Claudin-5 (s.0.) (74). Unter chronischem Einfluss von VEGF und damit langfristiger
Verminderung funktioneller Zell-Zell-Kontakte durch VE-Cadherin kommt es zu schweren

Schadigungen der TJs durch Verminderung der Claudin-5 Expression (74).

Oxidativer Stress durch Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) scheint einen dhnlichen Effekt zu
haben. Durch Interaktion mit 3-Catenin oder VE-Cadherin kommt es zu
Permeabilititssteigerung sowie langfristig zu verminderter Claudin-5-Expression und damit

geschwichter TJs (74).



1.2 Altersabhingige Makuladegeneration

1.2.1

Definition, Epidemiologie und klinische Einteilung

12

Die AMD ist eine chronisch degenerative, meist bilaterale Erkrankung der zentralen Retina,

genauer gesagt der Makula — des Punktes des schirfsten Sehens. Betroffen sind vor allem

duBere Schichten der Retina, insbesondere das retinale Pigmentepithel. Die Diagnose und

Einteilung in Schweregrade werden klinisch anhand festgelegter Kriterien gestellt. Bei

Vorliegen einer oder mehrerer der in Tabelle 1 dargestellten Augenhintergrundverédnderungen

kann die Diagnose einer AMD gestellt werden (15):

Friihe Stadien

Fortgeschrittene Stadien

altersabhdngige Geographische Neovaskuldre Form —
Makulopathie — Atrophie — trockene  feuchte AMD
trockene AMD AMD
Weiche Drusen der | Progredienter Choroidale Okkult
Bruchschen Zelluntergang des Neovaskularisationen Klassisch
Membran RPE, der mit Blutungen,
Choriokapillarisund ~ Leckage und Retinale
der subretinalem Odem Angiomatdse
neurosensorischen Proliferation
Netzhaut ohne CNV, (RAP)
Hyper- und Odeme, PEA Pigmentepithelabhebung
Depigmentierungen

Risse im RPE

Endstadium: Disziforme Narbe

Tabelle 1 Stadien der Altersbedingten Makuladegeneration (vgl. (15))

90% der Patienten sind von einer trockenen Makuladegeneration betroffen, nur 10%

entwickeln die feuchte Form der Erkrankung. Auch wenn die feuchte Makuladegeneration mit

ihrer haufigsten Ausprigung als choroidale Neovaskularisation weniger verbreitet ist, ist sie

doch verantwortlich fiir die meisten Erblindungen unter AMD-Patienten (182).

Risikofaktoren dieser multifaktoriellen Erkrankungen sind u.a. Rauchen, kaukasische

Abstammung, weibliches Geschlecht, hohes Alter, genetische Pradisposition, Lichtexposition,

erhohter BMI, Kataraktchirurgie, blaue Irisfarbe sowie Hypertonieerkrankungen (96).



13

Von den verschiedenen nationalen und internationalen Klassifikationssystemen ist wohl die
Einteilung nach der Age-Related Eye Disease Study (AREDS)-Klassifikation am
gebrauchlichsten. Es unterscheidet einerseits zwischen keinen, normalen und AMD-typischen
Altersverdnderungen. Die AMD-Stadien werden in Frithe (nur Drusen), Intermedidre (Drusen
und AMD- Pigmentveridnderungen) sowie Spate AMD mit CNV oder Geographischer
Atrophie unterteilt (65).

1.2.2  Diagnostik

Wichtiges diagnostisches Kriterium aller AMD-Stadien ist die Selbstkontrolle mithilfe des
Amsler-Netzes. Die Patienten kdnnen damit Metamorphopsien schnell selbststindig erkennen.
Diese Metamorphopsien konnen Hinweise auf ein pathologisches Korrelat der Retina, wie z.B.
eine CNV oder RPE-Verianderungen sein (173).

Neben der Visusbestimmung als Verlaufsparameter gibt es objektive Untersuchungsmethoden,
die eine Aussage iiber die Auspragung der Erkrankung erlauben.

Zunichst bietet die Funduskopie oder Spaltlampenbiomikroskopie der Netzhaut einen ersten
Eindruck auf die Verhéltnisse in der zentralen Retina.

Detaillierte Informationen iiber intraretinale Vorginge liefert die optische
Kohirenztomographie. In einem nicht-invasiven Verfahren wird ein Schnittbild durch die
Schichten der Retina generiert. Hier konnen intraretinale Verinderungen wie Odeme oder
Zysten, subretinale Fliissigkeitsansammlungen, subretinale und choroidale
Neovaskularisationen, Amotiones sowie epiretinale Membranen detektiert werden (80). Die
genaue Funktionsweise der OCT wird in 2.2. erldutert.

Die Beurteilung von GefaB3pathologien erfolgt durch die Fluoreszenzangiographie. Fluoreszein
(FZ) oder Indocyangriin (ICG) werden verdiinnt intravends gegeben und durch den Kreislauf
in die retinalen und choroidalen GefdBe verteilt. Durch blaues bzw. Infrarotlicht werden diese
fluoreszierenden Farbstoffe angeregt und sichtbar gemacht. Anhand des Zeitpunktes der
Anflutung kann das markierte Gefaf3 identifiziert werden. Mithilfe der FAG konnen u.a.
GefaBiverschliisse der Netzhaut, Mikroaneurysmen und auch die fiir die AMD typischen
Leckagen, CNV und RPE-Verianderungen dargestellt werden (S.43-44 (80)).

1.2.3  Therapie der Friihstadien und der trockenen AMD

Eine wirksame Prophylaxe ist fiir die AMD nicht bekannt. Die Deutsche Gesellschaft fiir
Ophthalmologie empfiehlt zur Primér- und Tertidrprophylaxe eine Reduktion der

Risikofaktoren, insbesondere des Rauchens sowie eine ausgewogene Erndhrung.



Patienten mit einer mindestens einseitigen intermediédren oder fortgeschrittenen AMD wird

neben klinischer Verlaufsbeobachtung die Einnahme der in Tabelle 2 aufgefiihrten

Nahrungsergénzungsmittel zur Verlangsamung der Krankheitsprogression empfohlen:
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Supplement Dosierung
Vitamin C 500 mg
Vitamin E 400 IE

Zink 25 mg
Kupfer 2 mg
Lutein/Zeaxanthin 10 mg/2mg
ODER

3-Karotin 15 mg

Tabelle 2 Empfohlene Nahrungsergdnzungsmittel zur Verlangsamung der Progression einer
intermedidren oder fortgeschrittenen AMD nach Empfehlung der Deutschen Ophthalmologischen

Gesellschaft Stand 2014 (46)

Fiir Patienten mit beidseitiger fortgeschrittener AMD im Spétstadium liegen noch keine

ausreichenden Daten fiir eine Empfehlung vor (46).

1.2.4  Exsudative ,,feuchte“ AMD

Der Begriff Exsudative AMD beschreibt eine Gruppe Pathologien der Spatform der AMD und

umfasst Neovaskularisationen jedweder Herkunft, die Pigmentepithelabhebung und retinale

Odeme.

Neovaskularisationen in der Retina kdnnen aus retinalen Kapillaren (Retinale Angiomatose

Proliferation — RAP) oder aus der Choriokapillaris (CNV — siche 1.2.5) entstehen.

Die RAP fiihrt zur Proliferation retinaler Kapillaren, Ausbildung von Teleangiektasien und im

Verlauf einer retino-choroidalen Anastomose. Im Anfangsstadium ist nur eine intraretinale

Proliferation vorhanden, die sich im Verlauf zu subretinalen Neovaskularisationen mit serdser

PEA, Blutungen und intraretinalen Odemen entwickelt. Das Endstadium ist die CNV mit

retino-choroidaler Anastomose.

10-15 % der Neovaskularisationen bei AMD fallen in die Kategorie der RAP (57).
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Eher selten mit 8 % ist die Polypoidale choroidale Vaskulopathie (PCV). Bei der PCV treten
Ektasien der peripapilldren oder makuldren, choroidalen Geféafle auf, welche durch subfoveale
Exsudationen und Blutungen zu Visusverschlechterungen fiihren. Allerdings ist der Verlauf

zumeist mild mit spontanen Regressionen. Teilweise tritt auch eine RPE-Atrophie auf (57).

Die Pigmentepithelabhebung (PEA) kann serdser oder fibrovaskulérer Natur mit
unterliegender okkulter CNV sein. Es kommt zur Ablosung und Vorwdlbung des RPE von der
darunterliegenden Bruchschen Membran. In dem entstehenden Zwischenraum befinden sich je
nach Ursache serdse Fliissigkeit, Blut oder Neovaskularisationsmembranen (31).

Beide Formen der PEA - seros oder fibrovaskulér- konnen Komplikationen einer CNV sein.
Durch Ruptur von CNV entstehen himorrhagische PEAs.

Klinisch resultiert die Vorwolbung zunédchst nur in einer Hyperopie, im Verlauf kann sich der
Visus allerdings durch Fibrose, Atrophie oder im schlimmsten Fall durch einen Riss im RPE

verschlechtern (57).

Gemeinsames Endstadium der exsudativen AMD ist die disziforme Narbe (Junius Kuhnt
Makulopathie). Exsudationen, Blutungen, RPE-Hyperplasie, immunologische
Entziindungsprozesse und CNV 16sen in umliegenden Geweben atrophische Reaktionen und
Narbenbildung aus. Je nach Ursache kann auch die disziforme Narbe trocken-fibrotisch oder

exsudativ mit Amotio in den Randbereichen ausgepragt sein (57).

1.2.5 Choroidale Neovaskularisation

1.2.5.1 Einteilung der choroidalen Neovaskularisation

Choroidale Neovaskularisationen werden aufgrund ihrer Ausbreitung in Bezug auf das RPE
eingeteilt. Endothelzellen aus der Choriokapillaris dringen in retinale Bereiche bis zum RPE

oder dariiber hinaus in die Neuroretina vor (57).
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Abbildung 5 CNV Typ I (oben) und CNV Typ II (unten) (82)

Die okkulte, oder Typ I CNV breitet sich unterhalb des RPE aus und reicht primér nicht bis in
die Neuroretina hinein. 80% aller neu diagnostizierten CNV-Membranen sind okkulte CNVs
(Typ I). Durch die Lage unterhalb des Epithels ist eine hdufige Komplikation die
Pigmentepithelabhebung (PEA) bis hin zum RPE-Riss (57, 82).

Die klassische, oder Typ I CNV durchbricht das RPE und proliferiert zwischen RPE und
Neuroretina (siche Abbildung 5). Sie macht nur 10-15% aller neu diagnostizierten CNVs aus.
Die damit seltenste Form der CNV hat eine schlechte Prognose, da sie schneller wichst und zu
einer rascheren Visusverschlechterung fiihrt als die okkulte CNV (Typ I) (57).

Oft ist die Unterteilung zwischen den beiden Typen nicht moglich, da es sich um
Ubergangsformen handelt. Die gemischt klassisch-okkulte CNV wird nochmal nach ihrem
grofiten Anteil in iberwiegend oder minimal klassische (Typ II) CNV eingeteilt. Diese
Unterscheidung ist vor allem hinsichtlich Therapie und Prognose wichtig (57).

Zur Unterscheidung und Verlaufsbeurteilungen eignen sich optimalerweise die FAG und das
OCT, wobei auch hier eine klinische Unterscheidung zwischen den CNV-Typen oft nur
schwer mdglich ist. In der Fluoreszenzangiographie lisst sich die okkulte CNV (Typ I) durch
langsame und irreguldre Hyperfluoreszenz sowie spéte und im Vergleich schwécher sichtbare
Leckage erkennen, wéhrend die klassische CNV (Typ II) schon in der arteriellen Phase scharf
abgrenzbar hyperfluoreszent ist und in der Spétphase eine deutliche Leckage bildet.

Im OCT zeigen beide spindelférmige Verdickungen iiber oder auf Hohe der hyperreflektiven
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Schicht aus RPE/Bruchscher Membran/Choriokapillaris. Gelegentlich kann auch die Membran
der klassischen CNV abgegrenzt werden (57).

1.2.5.2 Pathogenese der choroidalen Neovaskularisation bei AMD

Choroidale Neovaskularisationen sind definiert als pathologisches Einwachsen choroidaler
Gefille in die Retina (57). Die Proliferation und Migration choroidaler Endothelzellen aus der
Choriokapillaris kann zu CNV an jeder Schicht auf dem Weg von Choriokapillaris zur
Neuroretina fiihren (120).

Die Ursachen dieser Proliferation und Migration sind multifaktoriell und nur unvollstindig
entschliisselt. Die CNV besteht aus einem vaskuldren und einem extravaskuldren Anteil. Die
vaskuldren Komponenten beinhalten Endothelzellen, die umgebenden Perizyten sowie
Vorlduferzellen (endothelial progenitor cells — EPCs) der Endothelzellen. Extravaskulére
Anteile sind Teil des inflammatorischen Systems - Makrophagen, Granulozyten,
Lymphozyten - und des Bindegewebes - Fibrozyten, Myofibroblasten (160).

Die Pathogenese der CNV beinhaltet demnach zwei grof3e, miteinander interagierende

Komponenten - die Angiogenese und die Inflammation (160).

Ein Faktor, welcher vor allem die Angiogenese betrifft, ist wohl die Sekretion von
proproliferativen Substanzen flir das Endothel durch das Retinale Pigmentepithel. Diese wird
unter anderem durch eine Hypoxie des Endothels ausgeldst wird (120).

Die Hypoxie kann zum einen aus vaskuldren Schdden der Choriokapillaris resultieren. Eine
Reduzierung der Blutversorgung der Makula, sowie Kapillarverlust, WandunregelméBigkeiten
und Lumenreduzierung der Choriokapillaris in Patienten mit AMD und CNV konnten bereits
nachgewiesen werden (98, 121). Es wird iiber eine gemeinsame Pathophysiologie zwischen
kardiovaskuldren Erkrankungen wie Koronare Herzerkrankung und Cerebralinsulten
diskutiert, da ein epidemiologischer Zusammenhang zwischen den Erkrankungen hergestellt
werden konnte. Auch die gemeinsamen Risikofaktoren wie Rauchen, Alter, erhohter Body
Mass Index sowie Hypertension sprechen filir gemeinsame vaskuldre Verdnderungen (51, 179).
Eine Schidigung der Choriokapillaris fordert durch Hypoxie die VEGF-Ausschiittung und
geht wahrscheinlich der CNV voraus (121).

Mit steigendem Alter und auch durch die Einlagerung von Lipiden (weiche Drusen) kommt es
zu einem hdheren Diffusionswiderstand und damit zur Verschlechterung des metabolischen
Austausches zwischen RPE und Choroid. Dies kdnnte sowohl eine Hypoxie begiinstigen als

auch den Transport von angiogenen Faktoren beeinflussen (124).

Jede Hypoxie der RPE Zellen resultiert in einer erhohten Freisetzung von VEGF (102).
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Oxidativer Stress spielt ebenfalls eine Rolle in der Entstehung der AMD sowie der CNV.
Besonders die Makula ist langjdhrigem oxidativem Stress durch die bevorzugte
Sauerstoffversorgung und Lichtexposition ausgesetzt. Durch die Lichtexposition entstehen in
den Photorezeptoren (FR) photo-oxidative Radikale. Diese zytotoxischen Substanzen werden
mit den Spitzen der dulleren FR-Segmente im Rahmen des Erneuerungsprozesses abgestofen.
Durch Phagozytose werden diese von den RPE-Zellen aufgenommen. Damit sind auch die
RPE-Zellen groBem oxidativen Stress ausgesetzt, der frither oder spater zu RPE-Atrophie
fiihrt. Aufgrund ihrer lichtexponierten Position ist die Makula hiervon ebenfalls besonders
betroffen (163). Neben exogenen Ursachen oxidativen Stresses werden freie Radikale auch
endogen produziert. Endogener Ursprung freier Radikaler sind die Mitochondrien im Rahmen
der Atmungskette sowie Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidasen (66).
Physiologischerweise werden freie Sauerstoffradikale, die durch Oxidation von Molekiilen
Schaden anrichten, von Enzymen, z.B. Glutathion reduziert. Verschiedene antioxidative
Systeme sind auf die reduktiven Eigenschaften von NADPH angewiesen (85). Dieses wird
durch Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase regeneriert, also seinerseits reduziert (100). Auch
Vitamine, wie Vitamin C und E, reduzieren den oxidativen Stress und die Freisetzung
radikaler Sauerstoffspezies und NO-Synthese in der Retina (61).

Eine vermehrte Aktivitdt der NADPH-Oxidase oder eine Hemmung antioxidativer Systeme
und damit mehr Oxidativer Stress initiiert die Bildung von Neovaskularisationen (94). Die
Anwesenheit reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) fiihrt zudem in RPE-Zellen zu einer
vermehrten Expression und Abgabe der fiir Endothelzellen proproliferativen und
permeabilititsfordernden Substanz VEGF (102).

Oxidativer Stress fithrt somit in der Retina sowohl zu einer vermehrten VEGF-Produktion
sowie zu einer Schiadigung der duBeren Blut-Retina-Schranke und CNV Barriere (RPE-
Atrophie).

Die Angiogenese und damit primére Ausbildung der CNV héngt demnach mafigeblich von der
VEGF Expression und Verteilung ab. VEGF ist Initiator der CNV-Bildung und wirkt durch
die Bindung an VEGFR-2 (VEGF-Rezeptor 2) proangiogen, permeabilititsfordernd und lenkt
die Migration der Endothelzellen (62).

VEGF ist ein wichtiger physiologischer Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen, da er
beispielsweise ihre Apoptose hemmt. Andererseits kann eine iiberméfige Expression
Neovaskularisationen induzieren. Hohe Konzentrationen VEGF wurden in CNV-Membranen
aller Arten nachgewiesen. Es stimuliert die Proliferation und Migration entlang des VEGF-
Gradienten von Endothelzellen jedweder Gefédl3e, verstarkt die Permeabilitit der Gefa3e und

fordert die Chemotaxis von Monozyten (62).
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Aufgrund der oben genannten Mechanismen, im Rahmen von oxidativem Stress, Hypoxie
oder inflammatorischer Stimuli kann VEGF aus Endothelzellen, RPE-Zellen, MZ,
Photorezeptoren, Perizyten und Ganglienzellen freigesetzt werden, wobei die RPE-Zellen
einen GroBteil ausmachen (62). Unter physiologischen Bedingungen sezernieren die MZ den
antiangiogenen PEDF. Diese Sekretion wird durch VEGF inhibiert. Durch noch nicht
vollstdndig entschliisselte Trigger sezernieren die MZ unter vielen pathologischen
Bedingungen VEGF (52).

Zur Entstehung der CNV kommt es also auch durch eine Verschiebung des Gleichgewichtes

zwischen pro- und antiangiogenen Substanzen auf die Seite der proangiogenen Mediatoren.

VEGF bewirkt wie bereits erwéihnt die Phosphorylierung von Proteinen der Tight und
Adherens Junctions, lockert die Zellkontakte und erh6ht damit die Permeabilitét der
Zellverbdnde der Endothel- und RPE-Zellen. Ein solcher Effekt wurde bereits bei Occludin,
Z0-1, Cadherin sowie Catenin nachgewiesen (6, 39, 56). Es beeinflusst also sowohl die
Angiogenese als auch die BRS.

Das fenestrierte choroidale Endothel ist stark abhdngig von VEGF-A, welches von den RPE-
Zellen abgegeben wird. Damit es zu einer pathologischen Neovaskularisation in die Retina
kommt ist jedoch wahrscheinlich ein Defekt in der Bruchschen Membran notwendig (29).
Es konnte zum einen nachgewiesen werden, dass die Bruchsche Membran im Bereich der
Makula diinner und poroser ist als im restlichen Bereich der Retina. Zum anderen ist die
Lamina elastica bei Patienten mit AMD in jedem Stadium der Erkrankung pordser als bei
gesunden Patienten. Dies konnte eine Erklarung fiir die Auspragung der Makula als
Pridilektionsstelle der AMD und fiir die allgemeine Anfalligkeit der Makula fiir degenerative

Veranderungen sein (36).

Inflammatorische Prozesse in der CNV beinhalten Makrophagen, Lymphozyten und
inflammatorische Mediatoren wie Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) (160). Ob Makrophagen,
welche Kollagenasen und Elastasen sezernieren, konnen an der Durchbrechung der
Bruchschen Membran beteiligt sind oder sie erst nach Entstehung des Defektes dorthin
migrieren ist noch nicht bekannt (83). Makrophagen beeinflussen die GréB3e und Auspragung
der CNV (55) und sezernieren im Rahmen der CNV ihrerseits VEGF (91). Uber die Sekretion
von TNF-a wird zudem die VEGF-Produktion der RPE-Zellen verstirkt, sowie durch das

Monocyte Colonization Protein weitere Makrophagen angelockt (84).

Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP) sind Enzyme, die Proteine der Extrazellularmatrix (EZM)
spalten und in der Retina vom Endothelium sowie von Makrophagen sezerniert werden. In der

CNYV bahnen sie den Weg fiir die einwachsenden Gefal3e. Besonders MMP-9 wurde am Rande
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der Neovaskularisationen und unter der Bruchschen Membran nachgewiesen. Antagonistisch

wirken Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) aus dem RPE (161).

Nach dem Initiationsstadium mit CNV-Entwicklung geht die CNV-Membran in ein aktives
Stadium mit CNV-Wachstum iiber (84). Im Verlauf stabilisiert sich die Ausbreitung der CNV-
Membran, wenn wieder ein Gleichgewicht zwischen den pro- und antiangiogenen
Komponenten wie MMPs und TIMPs, PEDF, Platelet-derived growth factor (PDGF) und
VEGF erreicht wird (83, 161).

Uberwiegen die antiangiogenen, antiproteolytischen und antimigratoren Mediatoren, fibrosiert
die CNV-Membran und es bildet sich eine disziforme Narbe. Dies resultiert meist aus einer
starken Ischamie, therapeutischen Malinahmen, wie Anti-VEGF-Therapie, oder Restauration

der Blut-Retina-Schranke (83).

Fiir viele dieser pathophysiologischen Vorginge konnen auch genetische Verédnderungen
ursdchlich sein. Tatsdchlich konnten Gene gefunden werden, die einen Teil dieser Pathogenese
beeinflussen. Der Grofiteil ist jedoch noch unerforscht und auch genetische Diagnostik oder
Therapieansétze haben noch keinen Stellenwert in der klinischen Behandlung der CNV im

Rahmen der AMD (101).

1.2.6 Mausmodell der CNV bei AMD

Die komplexe Pathogenese der CNV macht die Erforschung an lebenden Organismen
notwendig. Auch wenn Méuse nicht iiber eine Makula verfiigen, haben sich degenerative und
pathologische Prozesse der Mausretina als vergleichbar zu Vorgéngen humaner Retinae
erwiesen. Aufgrund der geringeren Lebenszeitspanne sind altersbedingte Pathomechanismen
schon nach kurzer Zeit detektierbar (144).

Ein aussagekriftiges und international angewendetes Modell zur Untersuchung der CNV bei
AMD ist das Maus-Modell der laserinduzierte CNV. Dabei wird durch Argon-Laser-Strahlen
die Bruchsche Membran zerstort und damit das Einwachsen choroidaler Gefdfie ermoglicht
(29). Im Gegensatz zu bestehenden transgenen Mausmodellen kénnen laserinduzierte
Neovaskularisationen auch in schwarzen Wildtyp-Mausen erzeugt werden und sind daher
nicht auf spezielle Ziichtungen angewiesen. Weitere Vorteile sind Effizienz und die gute

Reproduzierbarkeit, wenn der Laser immer von derselben Person bedient wird (21).
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1.2.7  Therapieansitze der exsudativen Makuladegeneration

1.2.7.1 VEGF-Inhibitoren

VEGTF, insbesondere VEGF-A, kommt im Rahmen der Ausbildung der CNV eine flihrende
Rolle zu. Daher ist es auch der Angriffspunkt der meisten verfiigbaren Therapien (12, 62).
Viele verschiedene VEGF-Antagonisten die zu einer Visusverbesserung fiithren sind
mittlerweile auf dem Markt: Pegabtanib sodium (Macugen), Ranibizumab (Lucentis),
Bevacizumab (Avastin), Aflibercept (Eylea) etc. (12). Sie binden an VEGF und reduzieren
dadurch die biologische Verfligbarkeit (181). Diese Substanzen, welche als intravitreale
Injektionen verabreicht werden, finden mit untereinander vergleichbarem Erfolg klinische
Anwendung (11).

Auch wenn die VEGF- Antagonisten erhebliche Erfolge erzielt haben, gibt es einen groflen
Teil der Patienten, die nur schlecht oder gar nicht auf die Therapie ansprechen. Non-
Responder sind je nach Studie 19,9-37% der Patienten. Viele Patienten sprechen auch nur fiir
einen kurzen Zeitraum auf die Therapie an (181). Insgesamt bleibt hdufig eine refraktire
neovaskuldre AMD zuriick. Diese ist definiert als eine klinisch oder im In-Vivo-Imaging
persistierende Exsudation (Leckage, PEA mit intraretinaler Fliissigkeit, subretinale
Fliissigkeit) oder sogar zunehmende Hamorrhagie nach 6 Monaten mit monatlichen

intravitrealen Injektionen (181).

Ein weiteres Problem sind Rezidive. Eine wiederkehrende AMD kann definiert werden als
Auftreten neuer Fliissigkeitsansammlungen nach Abschluss der Anti-VEGF-Behandlung
(181). Bei diesen Rezidiven entwickelt sich zum Teil eine verminderte oder aufgehobene

Wirksamkeit der Anti-VEGF-Behandlung und damit eine refraktére neovaskuldre AMD (181).

Eine langfristige Anwendung der anti-VEGF-Therapie ist oftmals notwendig. Die
Langzeitauswirkungen der Anti-VEGF-Therapie sind umstritten und Gegenstand weiterer
Forschung (72). VEGF ist ein Uberlebensfaktor fiir viele retinale Zellen, sowohl der
Neuroretina, des RPE und der Choriokapillaris (67, 72, 130) Bei langfristiger Anti-VEGF-
Therapie kommt es zum Teil zu makulédrer Atrophie (Geographische Atrophie oder RPE-
Atrophie), die auch mit dem Wegfall dieser protektiven Wirkung im Zusammenhang steht
(127). Auch wenn die geographische Atrophie ein Teil der Ursprungserkrankung ist und
gegebenenfalls auch schon mit der CNV aufgetreten sein kann, ist ein schnelleres
Fortschreiten der Erkrankung mit ggf. auch neu entstehender makulédrer Atrophie im

Zusammenhang mit der Therapie ersichtlich (72). Auch mdgliche Nebenwirkungen durch die
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intravitreale Injektion wie Endophthalmitis, okkulare Druckerh6hung, Blutung, sowie leichte

systemische vaskulédre Effekte der anti-VEGF-Therapie konnen auftreten (77).

Somit ist die VEGF-Therapie zwar eine wirksame Therapieoption, aber aufgrund der o.g.
Grenzen ihrer Wirksamkeit und der mdglichen Komplikationen werden Alternativen oder

mogliche Kombinationstherapien benotigt.

1.2.7.2 Placental-Growth-Faktor

Placental-Growth-Faktor (P1GF) ist Teil der VEGF-Familie, spielt allerdings in der
physiologischen Funktion der Retina eine untergeordnete Rolle (47). In CNV-Membranen bei
exsudativer AMD konnten jedoch erhohte PIGF-Expressionen nachgewiesen werden. Ein
Fehlen von PIGF reduzierte die Grofie der CNV. PIGF spielt also eine Rolle in der
Pathogenese der CNV und ist ein Angriffspunkt fiir neue Therapien (143).

PIGF ist bereits als Therapieziel in die VEGF-Therapie integriert worden. Mit Aflibercept ist
ein Anti-VEGF-Therapeutikum auf dem Markt, welches ebenfalls die Wirkung von PIGF
inhibiert (153).

1.2.7.3 Experimentelle Therapieansiatze

Neue Therapieoptionen werden derzeit erforscht. Gentherapie mit rAAV.sFlt-1 konnte
vielversprechende Ergebnisse bieten und auch viele andere der bereits beschriebenen
Pathomechanismen werden als neue Angriffspunkte fiir alternative Therapiekonzepte
untersucht (37). Eine Moglichkeit bietet der Eingriff in das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS). Die Inhibition des RAAS konnte bereits in der Kardiologie, aber auch in
ophthalmologischen Erkrankungen wie diabetischer Retinopathie und Chorioretinopathie den
Progress und insbesondere die Neovaskularisation beeinflussen (23). Einen dhnlichen Einfluss
vermuten Wissenschaftler fiir die exsudative Form der AMD, daher ist dies auch Thema dieser

Arbeit.
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1.3 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

1.3.1 Definition

Natriummangel Angiotensionogen (Leber)
Hypovolémie Renin (Niere)

verminderte Nierenperfusion

Angiotensin |

Angiotensin-converting-enzyme (ACE, Lunge)

Vasokonstriktion ¢ Angiotensin Il
Blutdrucksteigerung / ¢
Natrium-iWasserW Aldosteron (NNR)
Kaliumexkretion

www . laborlexikon . de

Abbildung 6 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (74)

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist eher durch seine Wirkung auf die Niere und
das Herz-Kreislauf-System, insbesondere den Blutdruck und den Wasserhaushalt, bekannt
(siche Abbildung 6). Juxtaglomerulédre Zellen der Niere sezernieren Renin, welches das von der
Leber und anderen Geweben sezernierte, systemisch verfligbare Angiotensinogen zu
Angiotensin I (ANG I) spaltet (9). Angiotensin I hat eine untergeordnete klinische Bedeutung
und wird vom Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) gespalten. Dabei entsteht das
biologische aktive Angiotensin II (ANG II) (159). Das meiste ACE ist membrangebunden an
Zellmembranen von Endothelzellen, neuroepithelialen Zellen u.a., ein kleinerer Teil zirkuliert
als 16sliches ACE (54). Dadurch beeinflusst ACE direkt die Konzentration des
Vasokonstriktors ANGII im Blut und damit den Blutdruck (54). Die Wirkung von ANG II
wird hauptsichlich durch Bindung an den Angiotensin II Rezeptor 1 (ATR 1) vermittelt.
Dieser Rezeptor wird von vielen Geweben exprimiert (73). Uber den ATR 1 wirkt ANG 11
vasokonstriktiv und damit blutdrucksteigernd, regt die Wasserretention und renale

Salzriickresorption an und aktiviert die Sekretion von Aldosteron (73).

Bisherige Strategien der Beeinflussung des Systems beinhalten die Inhibierung des ACE
(ACE-Hemmer), Antagonisierung der ANG II Wirkung am ATR 1 (ATR-1

Rezeptorantagonisten) und der Aldosteronwirkung am MR (Spironolacton/Eplerenon) (157).

Auch wenn die Aldosteronsekretion durch ANG II vermittelt wird, fiihrt eine Antagonisierung
von Angiotensin durch ACE-Hemmer nicht zu einer vollstindigen Suppression von
Aldosteron. Dieser Umstand wird Aldosteron-Escape-Phdnomen genannt. Die
Aldosteronsekretion wird auch vom Adrenocorticotropen Hormon (ACTH), Hyperkalidmie

und Kortikosteroiden stimuliert. Bei 30-40% der mit ACE-Hemmern behandelten Patienten



24

mit Herzinsuffizienz kommt es trotz Therapie zu einem Aldosteronanstieg. Eine suffiziente
Blockade der RAAS-Wirkung an jedwedem Gewebe muss also auch eine Antagonisierung

von Aldosteron beinhalten (157).

1.3.2  Aldosteron und Spironolacton

Das Steroidhormon Aldosteron wird in der Zona reticulosa der Nebennierenrinde, sowie
verschiedenen peripheren Organen lokal synthetisiert. Aldosteron wirkt iiberall im Korper
durch Bindung an den Mineralokortikoidrezeptor. In der Niere initiiert Aldosteron eine
vermehrte Natriumretention und Kaliumausscheidung durch Regulation der renalen Natrium-
und Kaliumkanéle. Als Konsequenz entstehen Odeme und eine Hypokaliimie (157). Die
erhohte Natriumkonzentration im Blut fithrt in den Gefélen zu einer vermehrten
Vasokonstriktionsbereitschaft und damit zu Perfusionsdefiziten. ANG II und Aldosteron

wirken synergistisch vasokonstriktorisch (157).

Aldosteron fiihrt auch in Geweben, z.B. im Herzen, zu vermehrtem oxidativem Stress. Ein
aktivierter MR fiihrt am Herzen und an Geféf3en allgemein zu einer vermehrten Expression der
NADPH-Oxidase, einem Enzym, welches zu vermehrter Radikalbildung fiihrt (157). Generell
senkt Aldosteron die Expression der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) in vitro
(in Endothelzellen sowie Perizyten), aber auch in vivo. Geringere Mengen an G6PDH fiihren
zu vermehrtem oxidativem Stress sowie vermindertem Stickstoffmonoxid (NO) (107). NO
kontrolliert den vaskuldren Tonus. Eine Verminderung der NO-Konzentration begiinstigt
kardiovaskuldre Erkrankungen (68). Durch Aldosteron vermittelter oxidativer Stress fiithrt im

Herzen zu Fibrosierung, Remodeling und vaskuldrer Inflammation (157).

Aldosteron moduliert Tight und Adherens Junctions an Endothelzellen. Mithilfe von
menschlichen Umbilikalvenenendothelzellen (HUVECSs) konnte gezeigt werden, dass
Aldosteron kurzfristig durch Restrukturierung und Modifizierung von VE-Cadherin, ZO-1 und
Claudin 5 in Zell-Zell-Kontakten die Permeabilitit der Gewebe erhoht. Dies kann zu
vermehrter Leckage flihren und die Ausbildung von Neovaskularisationen begiinstigen (97).
Diese Umstrukturierungen auf Proteinebene kdnnten auch eine Erklarung fiir die verminderte
Ausbildung von Neovaskularisationen bei Retinopathie durch Inhibition von Aldosteron

darstellen (45).

Der Steroidabkémmling Spironolacton ist ein bereits langjahrig klinisch erprobtes
kaliumsparendes Diuretikum. Spironolacton blockiert den Mineralokortikoidrezeptor (MR)
(116). Initial wurde es zur Behandlung von Aszites und Hypertension eingesetzt (20), heute ist

es zusitzlich Bestandteil der Herzinsuffizienztherapie (116). In Patientengruppen mit
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kardialen Erkrankungen konnte die Mortalitdt durch Spironolactongabe gesenkt werden (140).
Spironolacton reduziert endotheliale Dysfunktion und inhibiert auch die Umwandlung von
ANG I in ANG II in Patienten mit Herzinsuffizienz (60). Spironolacton ist ein sehr sicheres
Medikament mit moderatem Nebenwirkungsprofil (140). Zu den seltenen unerwiinschten
Wirkungen zéhlen Hyperkalidmie und Hyponatridmie. Durch geringe Rezeptorselektivitét
kann Spironolacton Gyndkomastie bei Mannern und Amenorrhoe bei Frauen verursachen. Als

Alternative gilt in diesen Féllen das weniger potente, allerdings selektivere Eplerenon (116).

Die aus Spironolacton hervorgehenden Metabolite (Canrenon und eine Methylthio-
Verbindung) kumulieren und entwickeln ihre volle Wirksamkeit erst nach einigen Tagen.
Auch die Hemmung der Proteinbiosynthese wird erst effektiv, wenn die noch vorhandenen
Metabolite verbraucht sind, sodass der klinische Effekt des Medikaments verzogert auftritt

(116).

1.3.3 Intraretinales RAAS

Nahezu alle Bestandteile des Renin-Angiotensin- Aldosteron-Systems konnten bereits im
Auge sowie in besonders starken Konzentrationen in Uvea und Retina nachgewiesen werden.
Im Choroid und der Retina des Menschen sind Prorenin, Renin, ACE, Angiotensinogen und

der Angiotensin-Rezeptoren vorhanden (175).

Insbesondere in der Retina scheint auch Aldosteron eine grof3e Rolle zu spielen und sogar
lokal synthetisiert zu werden. Das Enzym Aldosteron-Synthase wurde sowohl in der
Mikrovaskulatur, retinalen Endothelzellen, MZ, Ganglion-Zellen, Mikroglia und RPE-Zellen
von verschiedenen Tier-Spezies nachgewiesen (45, 177).

Vermittelt wird die Aldosteronwirkung an der Retina, retinalen Endothelzellen,
Ganglienzellen und dem RPE durch den dort exprimierten Mineralocorticoid-Rezeptor (MR)
(177). In retinalen Endothelzellen wird der MR nach Aldosteronaktivierung in den Nucleus

iiberfiihrt, um Signalwege in Gang zu setzen (177).

Fiir viele retinale Erkrankungen mit retinalen oder choroidalen Neovaskularisationen konnte
ein Einfluss des RAAS, insbesondere durch Angiotensin II oder Aldosteron nachgewiesen
werden (177).

Die Inhibition der Aldosteron-Synthase in Ratten reduzierte Neovaskularisationen im Rahmen
der Sauerstoffinduzierten Retinopathie (45).

Aldosteron stimuliert die Angiogenese iiber den MR retinaler Endothelzellen. Es konnte
nachgewiesen werden, dass Aldosteron in vitro die Proliferation von Rinder-

Retinaendothelzellen verstiarkt und die Tubulogenese fordert. Dieser Effekt konnte durch
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Antagonisierung mit Spironolacton verhindert werden (177). Hohere Konzentrationen von
Aldosteron fithren zur Elevation der ANGII und VEGF-Level. Dieser Effekt kann sowohl
durch Spironolacton als auch durch ACE-Hemmer komplett aufgehoben werden (123).
Aldosteron beeinflusst die VEGF-Expression also auch tiber ANG II.

Auch die inflammatorische Pathogenese retinaler Neovaskularisationen konnte durch
Modulation des lokalen RAAS-Systems beeinflusst werden. Aldosteronantagonismus mit
Spironolacton reduzierte die Leukostase in Méusen mit Sauerstoffinduzierter Retinopathie
(177). Antagonismus am ATR1 Rezeptor, also die Inhibierung von Angiotensin I, fiihrte zu
einer verminderten Sekretion von Monocyte-chemoattractant-protein (MCP)-1, dem

Makrophagen anlockenden Mediator (177).

Aldosteron beeinflusst in der Retina durch die bereits in 1.3.2 erlduterten Prinzipien den
oxidativen Stress. In Rinder-Retina-Endothelzellen sowie retinalen Perizyten wird durch
Aldosteronwirkung in Kombination mit Salz die Expression der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH, siehe 1.2.5.2) verringert (177). Zusitzlich findet sich unter
Aldosteroneinwirkung ein vermehrtes Vorkommen von Untereinheiten der NADPH-Oxidase,
einem Enzym, welches freie Radikale produziert. Diese fordern wie bereits beschrieben durch

Verstiarkung der Inflammation und Angiogenese die CNV (176, 177).

Die Funktion der Blut-Retina-Schranke wird durch Aldosteron ebenfalls modifiziert. Der
aktivierte MR verdndert den retinalen Wasser- und Elektrolythaushalt. Natriumkanéle vom
Typ ENaC, Kaliumkanile (Kir 4.1) sowie Aquaporin 4 als Wasserpore wurden unter
Aldosteroneinfluss vermehrt exprimiert. Vermehrter Wassereinstrom kann retinale Odeme und

damit eine grofere zentrale Retinadicke zur Folge haben (187).

Aufgrund dieser Erkenntnisse werden derzeit bereits einzelne Versuche gemacht, retinale
Erkrankungen mit subretinaler Fliissigkeit oder Neovaskularisationen mithilfe von MR-
Antagonisten zu behandeln.

Fiir die Therapie der chronischen Retinitis centralis serosa wird die Wirkung des
Aldosteronantagonismus derzeit erforscht. In einer randomisierten kontrollierten Studie
konnte bei den Patienten eine Reduzierung von subretinaler Fliissigkeit und Retinadicke
nachgewiesen werden. Ein Akteur der Pathogenese der wohl vom aktivierten MR kontrolliert
wird ist der Kaliumkanal (KCa) 2.3 im Choroid (23). Die positiven Effekte der MR-
Antagonisten Behandlung konnten auch in einer Langzeitnachbeobachtung iiber 24 Monate
weiterhin nachgewiesen werden (188).

Allerdings ist auch von einem Fall berichtet worden in dem die Zentralserose Retinopathie

unter Umstidnden durch Spironolacton ausgelost wurde (70).
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Ein Patient mit rezidivierender Polypoidaler choroidaler Vaskulopathie (PCV), welche auch
im Rahmen der exsudativen AMD auftreten kann, wurde mit oralem Eplerenon behandelt.

Dies fiihrte zu einer Langzeitremission mit komplett anliegender Retina (17).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

In der Retina finden sich alle Bestandteile eines lokalen RAAS. Der Einfluss des RAAS auf
verschiedene Pathomechanismen retinaler Erkrankungen konnte bereits nachgewiesen werden
und retinale Neovaskularisationen sowie subretinale Fliissigkeit wurden in Einzelféllen schon
erfolgreich durch den Einsatz von Komponenten wie Spironolacton und Angiotensin II
therapiert. Vor allem Neovaskularisationen und Angiongenese werden beeinflusst. Der
pathophysiologische Einfluss des RAAS, insbesondere von Aldosteron, auf CNV im Rahmen
der exsudativen AMD oder laserinduzierte CNV im Mausmodell ist jedoch bisher
vernachldssigt worden. Die bisherigen Forschungsergebnisse legen eine Beeinflussung der
Pathologie der CNV in der AMD nahe. Durch das moderate Nebenwirkungsprofil und die
Moglichkeit der langfristigen oralen Einnahme wére Spironolacton bzw. Eplerenon eine
hervorragende Ergénzung der bereits bestehenden Therapieansétze. Fiir andere retinale
Krankheiten ist der positive Effekt auf Leckage und retinale Fliissigkeit bereits in
randomisierten Studien nachgewiesen worden. Fiir die Altersbedingte Makulageneration soll
diese Grundlagenarbeit einen Weg zu neuen Therapiealternativen aufzeigen (142).

Ziel dieser Studie ist es den Einfluss und die Wirkweise von Aldosteron und dem
Antagonisten Spironolacton auf choroidale Neovaskularisationen der Altersabhingigen
Makuladegeneration am Tiermodell zu untersuchen.

Dazu wurde zunéchst der klinische Einfluss der tiglichen Applikation auf das Mausmodell der
laserinduzierten CNV in Méausen untersucht. Die zur Diagnostik der AMD etablierten und gut
objektivierbaren Methoden FAG und OCT dienten zur Beurteilung des Effektes von
Aldosteron und Spironolacton auf die klinische Ausprigung und Morphologie des

Laserherdes.

Des Weiteren galt es im Falle eines klinischen Korrelats die Ursache, also den
pathophysiologischen Effekt des Aldosterons, weiter zu ergriinden. Haben Aldosteron und
Spironolacton einen Einfluss auf die Blut-Retina-Schranke und den Stoffaustausch, die
Angiogenese sowie auf den oxidativen Stress der Retina im Rahmen der CNV?

Explorativ konnte durch Immunhistochemische Untersuchungen der Méuseretina der Einfluss
auf die Blut-Retina-Schranke, den Wasserhaushaltes sowie angiogene Prozesse beleuchtet

werden. Untersucht wurden essentielle Proteine der Blut-Retina Schranke, die wesentlich fiir



die Eigenschaften der Adherens- (VE-Cadherin) und Tight-Junctions (Claudin-5) sowie fiir
den Stofftransport (Aquporin-4, Vimentin, GLUT-1) sind. Die Auswirklungen auf
Angiogenese und Inflammation wurden durch immunhistochemische Untersuchungen des
Einflusses auf VEGF und Isolektin B4 qualitativ untersucht. Quantitativ wurden die
Mechanismen der Aldosteronwirkung auf Angiogenese und oxidativen Stress anhand von
Fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Proliferationsessays humaner
Retinaendothelzellen beleuchtet. Das Verhalten der Zellen unter Einfluss von Spironolacton
und Aldosteron sowie der Effekt von oxidativem Stress durch Wasserstoffperoxid (H,0O-)

wurde hier dargestellt.

28
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2 Material und Methoden

2.1 Mausmodell der Laserinduzierten Neovaskularisation

Die Bruchsche Membran trennt die Choroidea und die Retina voneinander. Bei Zerstorung
durch Argon-Laserstrahlen wird das Einwachsen choroidaler Geféfle moglich. Dobi et al
berichteten bereits 1989, dass durch Laserstrahlen ausgeloste Léasionen der Retina an dieser
Stelle zu choroidalen Neovaskularisationen durch Liicken in der Bruchschen Membran
fiihrten. Auch Leckage konnte an diesen Neovaskularisationen schon nachgewiesen werden
(49). Der Prozess ist in Himatoxylin-Eosin-(HE)-Féarbung in Abbildung 7 dargestellt.
Seither ist die laserinduzierte CNV ein valides Modell fiir die in der feuchten AMD

auftretenden in die Retina einwachsenden choroidalen Neovaskularisationen.

Mithilfe moderner Angiographie und OCT Techniken ist die Darstellung der Laserherde mit
den induzierten Neovaskularisationen und Leckagen moglich. Hierbei konnen durch Nutzung
spezieller Einstellungen und Linsen dieselben Gerite wie fiir humane Untersuchungen im

klinischen Alltag mit der gleichen Genauigkeit eingesetzt werden (4).

Abbildung 7 HE-gefdrbter LH mit durchbrochener Bruchschen Membran
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2.1.1 Material

Die im Rahmen der Laserbehandlung und des In-Vivo-Imagings verwendeten Geréte und
Softwareprodukte (Tabelle 18), Losungen und Reagenzien (Tabelle 19) sowie
Verbrauchsartikel (Tabelle 20) sind im Anhang aufgefiihrt.

2.1.2  Versuchstiere und Genehmigung

Mause der Linie C56/BL5J haben eine gut beurteilbare Retina und sind daher optimale
Versuchstiere fiir die Induzierung von Neovaskularisationen.

Alle Versuchstiere stammen aus der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE)

Miinster oder iiber die ZTE von Charles River. Fiir die Versuche wurden ausschlieBlich
weibliche Tiere im Alter von 8-12 Wochen verwendet, um alters- oder

geschlechtsspezifische Einfliisse auf die Versuchsergebnisse zu vermeiden.

Die Tiere lebten wihrend des gesamten Versuches in der Maushaltung der Forschungslabore
der Augenklinik Miinster. Die M#use wurden in Tecniplast Plastikkafigen unter regulierter
Temperatur und Beliiftung durch die Tecniplast Smart Flow-Anlage gehalten. Ein normaler

Tag-Nacht-Rhythmus fiir die Tiere war durch die automatische Beleuchtung gegeben.

Die Versuche wurden nach dem Tierschutzgesetz TierSchG unter dem Aktenzeichen AZ 84-

02.04.2016.A395 genehmigt.

2.1.3 Versuchsaufbau

Die Versuche wurden in drei Gruppen (Aldosteron (A), Spironolacton (S), Kontrolle (K))
mit je vier Tieren pro Gruppe durchgefiihrt.

Am Tag vor der Laserbehandlung (d-1) fand die erste Injektion mit der jeweiligen Substanz
statt. Die Tiere wurden tiglich gewogen, da die Behandlung mit gewichtsadaptierten
Konzentrationen (Spironolacton 25 mg/kg/KG, Aldosteron 50ug/kg/KG), analog zu einer
Studie von Wilkinson-Berka et al, erfolgte (177). Spironolacton und Aldosteron waren in
Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und wurden mit Olivendl auf die bendtigte Konzentration
verdiinnt. Als Kontrolle wurde die gleiche Menge DMSO in Olivendl verwendet. Durch die
lipophilen Eigenschaften der Substanzen ist eine gute Penetration der Blut-Retina-Schranke
gegeben (18). Die subkutane Injektion wurde téglich in der Nackenfalte vorgenommen

(siche Abbildung 8).



Abbildung 8 subkutane Injektion in die Nackenfalte

Am Tag 0 erfolgte die Laserbehandlung. Nach drei bzw. vierzehn Tagen nach
Laserbehandlung (days post laser = dpl) wurde an zwei Tieren je Gruppe das in vivo
Imaging, also FAG und OCT, durchgefiihrt. Am Tag darauf wurden die Tiere durch
Isoflurannarkose und Genickbruch getdtet und die Augen enukleiert um
immunhistochemische Untersuchungen durchzufiihren. Fiir den genauen Aufbau der

Gruppen siche Tabelle 21 im Anhang.

2.1.4 Laserbehandlung

Alle Méause wurden durch gewichtsadaptierte (siche Tabelle 23 Gewichtsadaptiertes
Injektionsvolumen bei intraperitonealer Ketaminnarkose Tabelle 23 im Anhang)
intraperitoneale Injektion (siche Abbildung 9) der oben genannten Ketamin-Xylazin

Injektionslosung in eine Kurznarkose versetzt, welche ca. 30 Minuten dauerte.

4 AL

Abbildung 9 Intraperitoneale Injektion
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Die Narkose verringerte einerseits den Stress des Tieres, andererseits verhinderte sie sowohl

Bewegungen als auch den Lidschluss der Méuse wihrend der Laserbehandlung.

Anschlieend wurde durch Neosynephrin 5% und Zyklolat Augentropfen eine Mydriasis

herbeigefiihrt und mit Proparakain 1% Augentropfen die Augen zusétzlich lokal andsthesiert.

Wihrend der Narkose kann aus Unterkiithlung der Mause eine Triibung der Linse resultieren.

Die Haufigkeit, Geschwindigkeit und Auspragung der kilteinduzierten Katarakt sind
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proportional zur Temperatur. Daher ist es fiir gute Untersuchungsbedingungen und
Beurteilbarkeit der Retina essentiell die Méuse wihrend der Untersuchung/Behandlung mit
ausreichend Warme zu versorgen (14).

Daher sollten die narkotisierten Mause optimaler Weise in der Hand oder auf einem

Kirschkernkissen bis zur Behandlung/Untersuchung gewarmt werden.

Zur Behandlung wurde die Maus vor dem Laser abgelegt und das Auge mit Methocel auf
einem Objekttrager in die richtige Position gebracht. Mit dem Argon Laser wurde die Retina

fokussiert

Abbildung 10 FAG der 4 LH eines Mausauges

und an 4 Stellen, etwa bei 12, 3, 6 und 9 Uhr die Bruchsche Membran mit einem Laserstrahl
von 75um (Dauer 100ms, Energie 200mW) behandelt und dadurch unterbrochen. Die
Ubersichtsaufnahme der Retina in Abbildung 10 zeigt die Verteilung der Laserherde (LH).
Durch die Begrenzung auf vier LH wird eine Uberschneidung der LH und CNV verhindert.
Nach der Laserbehandlung bildete sich iiber diesen Stellen eine kleine Blase. Bei
Beendigung der Untersuchung dauerte die Narkose zumeist weitere 15 min. Fiir diese Zeit
wurde die Kornea mit Bepanthen Augensalbe oder Visco Tears Augen Gel vor

Austrocknung geschiitzt und die Tiere zum Aufwachen wieder in die Kéfige tiberfiihrt.
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2.2 In Vivo Imaging

2.2.1  Optische Kohirenztomographie

Die optische Kohdrenztomographie ermdglicht bereits in vivo schnittbilddhnliche
Darstellungen der Retina und Choroidea. Diese nichtinvasive Methode, die keinen direkten
Kontakt mit dem Auge bendtigt, ermdglicht durch Auswertung von Niederkohérenz-
Interferometrie und deren optischer Streuung eine zweidimensionale Ansicht von
Gewebebinnenstrukturen (89). Fiir eine Zuordnung der verschiedenen Schichten sieche

Abbildung 11.
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Abbildung 11 OCT und histologischer Schnitt (HE-Fdrbung) durch die Maus-Retina
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OCT-Scans sind auch fiir experimentelle Mausmodelle zur Beobachtung retinaler und
subretinaler Prozesse als sensitive nicht-invasive Methode geeignet (111). Dabei ist es
dhnlich sensitiv und genau wie die histologische Analyse, kann aber schon in vivo

vorgenommen werden und erlaubt mehrfache Messzeitpunkte an einem Tier (13).

Abbildung 12 Maus vor dem Heidelberg Spectralis HRA-OCT (links), Infrarotbild und OCT (rechts)

Der Méusebulbus ist mit ca. 3,02 mm im Verhéltnis zum durchschnittlich 23,5 mm langen
menschlichen Augapfel deutlich kleiner. Zusétzlich besitzt die Linse der Maus mit circa + 35
Dioptrien eine deutlich hohere Brechung als die menschliche. Diese anatomischen
Unterschiede konnen durch eine zusitzliche Linse von +25 Dioptrien am OCT-Gerat und
durch Anpassung der Einstellungen im OCT Debug Window ausgeglichen werden, sodass
die Nutzung handelsiiblicher Gerite moglich wird (3).

Die Anésthesie der Méuse, die Herbeifithrung der Mydriasis sowie die Behandlung der
Maiuse vor und nach der Untersuchung erfolgten analog zur Laserbehandlung. Zur
Prophylaxe einer kilteinduzierten Katarakt verblieben die Mause wihrend der Untersuchung
auf einem angewérmten Kirschkernkissen. Jede Maus wurde einzeln vor die Linse des
Heidelberg Spectralis OCTs gelegt und die Laserherde im Infrarotbild fokussiert (siche
Abbildung 28 und Abbildung 12). Wahlweise konnten nun ein Volumenscan oder einzelne
Schnittbilder angefertigt werden. Zur Auswertung wurde jeweils ein Schnitt durch das
Zentrum des Laserherds verwendet. Mithilfe der Software Heidelberg Eye Explorer (Version
1.7.1.0) konnten in diesen Bildern die zentrale Dicke der Retina im LH, die CNV und der

zentrale Durchmesser des LH bestimmt werden.
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Die CNV wurde, falls vorhanden, in dem Programm umfahren. Analog zu Liu et al wurde
die CNV als das spindelférmige, subretinale, hyperreflektive Gewebe liber dem RPE
definiert (113). Daraus konnte ein Volumen errechnet werden. Die choroidale
Neovaskularisation wurde nur 14 Tage nach Laserbehandlung beurteilt.

Fiir den Durchmesser des Laserherdes bestimmten wir die Linge der unterbrochenen
Bruchschen Membran. Waren mehrere Bilder eines Laserherdes vorhanden, wurde der
Mittelwert gebildet.

Diese Werte konnen gut zum Vergleich zwischen den Méusegruppen verwendet werden,
sind aber nicht wie beim Menschen als exakte Messungen zu verstehen. Durch die oben
genannten anatomischen Unterschiede entsteht bei Langenmessungen allerdings ein Wert,
der nach unten vom realen Wert abweicht. Durch Multiplikation der erhaltenen Werte mit
dem Faktor 1,44 kann die Differenz behoben werden. Dies macht Gegeniiberstellungen mit

anders geformten Augen mdglich (2).

2.2.2  Fluoreszenzangiographie

Die Fluoreszeinangiographie (FAG) erméglicht es durch die molekularen Eigenschaften des
Farbstoffes, die Integritit der Blut-Retina-Schranke zu evaluieren sowie CNV darzustellen.
Bei intakter BRS kann der Farbstoff nicht bis in die Retina vordringen, sondern wird durch
das Retinaendothel innerhalb der retinalen Gefaf3e gehalten. Zudem schiitzt das RPE die
Retina vor Fluoreszeineinstrom aus dem Choroid. Bei beschddigter BRS kommt es zu
Leckage — Fluoreszeinaustritt in die Retina — welche mit dem Heidelberg Spectralis OCT

dokumentiert werden kann.

Die FAG erfolgte wie das OCT am Heidelberg Spectralis OCT. Die Méuse wurden wie oben

beschrieben anisthesiert, getropft und versorgt.

Nach erfolgter Andsthesie wurden die Versuchstiere gewogen und erhielten eine
gewichtsadaptierte intraperitoneale Injektion 2%iger Fluoreszein-Natrium-Losung in der
Dosierung Sml/kg. Danach wurden die Mause unverziiglich vor die Linse des Heidelberg
Spectralis OCT gebracht. Messungen an beiden Augen wurden zur Beurteilbarkeit von
Leckage aus den retinalen Gefd3en in der Friihphase (bis 5 Minuten nach Injektion) und in
der Spétphase (5-10 Minuten nach Injektion) der Kontrastmittelanflutung durchgefiihrt. Im
Falle von Barrierestorungen der Gefalle, bspw. an einem Laserherd mit Neovaskularisation,
kommt es durch einen Fluoreszeinaustritt aus dem Gefaf3 zu einer Erhhung der Fluoreszenz
in diesem Bereich. Die Methode bietet die Moglichkeit choroidale und retinale

Neovaskularisationen darzustellen, sowie die Qualitdt der Gefdle in Bezug auf
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Barrierefunktion und Integritdt zu beurteilen. Dies wird in der Regel qualitativ durch
subjektive Beurteilung und Grading Systeme analysiert. Wir entwickelten zur

Objektivierung eine quantitative Methode.

Abbildung 13 Auswertung der Fluoreszenzangiographie eines Laserherdes

(Links: Infrarotbild, Mitte: FAG-Bild, Rechts: FAG-Bild mit umrandetem LH)

Die Auswertung der Bilder erfolgte mithilfe von Photoshop (CC 2013). Das Heidelberg
Spectralis OCT erzeugt immer simultan ein Infrarotbild und ein Bild der
Fluoreszenzaktivitéit. Im Infrarotbild konnte mithilfe der Photoshop Werkzeuge der
Laserherd genau umkreist werden. Diese Schablone wurde nun verwendet um im
Fluoreszenzbild in einer dariibergelegten Ebene den Laserherd und damit die zu
untersuchende Flache zu markieren. In diesem Bereich wurde sowohl die Intensitét der
Fluoreszenz als auch die Grofle der Lésion gemessen. Als MaB fiir die Grofe der Laserherde
konnte die Pixelanzahl in dem umschriebenen Bereich genutzt werden (siehe Abbildung 13).
Die Fluoreszenz kann mit Photoshop als Helligkeit im Histogramm-Fenster abgelesen
werden. Bei Schwarz-Wei3-Bildern kann dort fiir ein ausgewihltes Areal der Farb-
Mittelwert der Graustufen abgelesen werden, wobei die Werte von 0 (Schwarz) bis 255
(reines Weil3) reichen. Die mittlere Fluroeszenzintensitdt (MFI) kann also hier durch die
Helligkeit des Laserherdareales im Schwarz-Wei3-Bild dargestellt werden.

Fiir die verschiedenen Phasen der Fluoreszenz war die Anfertigung mehrerer Bilder pro
Laserherd nétig. Generell wird von einer Frithphase innerhalb der ersten fiinf Minuten und
einer Spétphase fiinf bis zehn Minuten nach Fluoreszein-Injektion unterteilt. Bei intravendser
Injektion beim Menschen flutet das Fluorescein wéihrend der Frithphase in den retinalen
GefédBlen an. Zundchst werden die arteriellen retinalen und choroidalen Geféfle
hervorgehoben, dann die venosen. In der Spatphase kommt es bereits zum Abklingen der

Fluoreszenzaktivitit (48). Bei der Maus kommt es aufgrund der intraperitonealen Injektion
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zu einer leicht zeitverzogerten Anflutung, sodass besonders in der Spétphase eine
Fluoreszenz der retinalen und choroidalen Gefaf3e imponiert. Fiir die Auswertung wurden
beide Phasen getrennt voneinander bewertet.

Die Fluoreszenzmessungen wurden also fiir jede Phase in einem neuen Bild durchgefiihrt.
Die GrofBe des Laserherdes ist allerdings nicht von der Anflutungsphase des Fluoreszeins
abhéngig. Daher wurde aus den zu den verschiedenen Zeitpunkten gemessenen Pixelzahlen

des Laserherdes der Mittelwert gebildet und fiir die Berechnung verwendet.

Zusétzlich wurde fiir jeden Laserherd der Faktor aus der Flidche und der Fluoreszenz
gebildet, um einen Parameter fiir die Gesamtpathologie des Laserherdes beurteilen zu
kdnnen.

Dies geschah analog zu den von uns etablierten Methoden zur quantitativen Auswertung der

FAG (2).

2.2.3  Statistische Auswertung

Alle statistischen Auswertungen konnten mithilfe des Statistikprogrammes SPSS
durchgefiihrt werden. In den meisten Datensétzen konnte die Normalverteilung aufgrund der
Schiefe nicht vorausgesetzt werden. Zur Erhohung der Belastbarkeit der Ergebnisse wurden
somit fiir alle Datensétze nur Tests durchgefiihrt, welche auch im Falle eines
nichtnormalverteilten Auswertungsbereiches valide und belastbare Ergebnisse bringen.

Im Falle der OCT — und FAG — Versuche erfolgte der Vergleich aller Gruppen durch den
Kruskal-Wallis-Test fiir unabhéngige Stichproben fiir jeden Zeitraum. Sobald die
Nullhypothese verworfen, also ein Unterschied zwischen diesen Gruppen detektiert wurde,
folgte der paarweise Vergleich mithilfe des Mann-Withney-U-Testes. Das Signifikanzniveau
betrug fiir alle statistischen Tests 0,05. Es wurden stets die zweiseitigen Exakten p-Werte
beriicksichtigt. Sobald das Programm diesen innerhalb eines vordefinierten Zeitabschnitts

nicht errechnen konnte wurde die asymptotische Signifikanz verwendet.

Die durchgefiihrten statistischen Berechnungen sind nicht beziiglich multiplen Testens

adjustiert worden. Dies muss bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden.

2.3 Immunhistochemische Methoden

2.3.1 Material

Die fiir die immunhistochemischen Methoden verwendeten Materialien, Reagenzien und

Antikorper sind tabellarisch im Anhang aufgefiihrt (Tabelle 24, Tabelle 25, Tabelle 26).



2.3.2 Enukleation

Zur immunhistochemischen Untersuchung der Méusebulbi war die Enukleation und damit
die Totung der Méuse notwendig. Die Farbungen wurden an den Méusen durchgefiihrt,

welche zuvor auch im In Vivo Imaging untersucht wurden.

Abbildung 14 Isoflurannarkose

Ein mit Isofluran getrénktes Tuch wurde in einem 50 ml Falcon oder ein 1 1 Becherglas
gegeben und damit in diesem Falcon ein Narkoseaerosol hergestellt. Durch das Isofluran

wurden die Méause zunéchst narkotisiert und durch belassen in dem Narkosegas getotet
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(siche Abbildung 14). Das Erloschen aller Reflexe 16st im Falle des eingetretenen Todes eine

Miktion aus. Daran kann erkannt werden, wann die Maus lange genug dem Isoflurangas
ausgesetzt war. Anschliefend wurde zusitzlich zur Sicherheit eine kraniocervikale

Dislokation durchgefiihrt.

Ohne Verzogerung wurde die Enukleation angeschlossen. Mit einer Pinzette oder zwei
Fingern wurde Druck auf die Orbitae ausgeiibt, wodurch der Augapfel der verstorbenen
Maus aus der Orbitahohle herausgedriickt wird. Mit einer Pinzette kann nun der Sehnerv
proximal des Bulbus gegriffen werden. Proximal der Pinzette wurde mit einer Schere der
Sehnerv durchtrennt und das Auge direkt in Formaldehyd zur Fixierung vor

Paraffineinbettung {iberfiihrt.

2.3.3  Herstellung von Paraffinschnitten

Die Fixierung der entnommenen Augen erfolgte in 4% Paraformaldehyd in Eppendorf

GefaBen bei 4 °C fiir eine Woche.

Zur Einbettung wurden die Augen einen Tag und iiber Nacht unter mehrmaligem Wechseln

der Fliissigkeit in Ethanol 70% inkubiert. Am zweiten Tag durchliefen die Augen eine
aufsteigende Alkoholreihe nach dem in Tabelle 26 im Anhang aufgefiihrten Schema:
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Die Eppendorfgefific mit den Augen in den verschiedenen Losungen wurden mithilfe eines
Rotators iiber den gesamten Prozess hinweg in Bewegung gehalten. Die Augen wurden

danach fir die verbleibenden Schritte in Eindeckkassetten Uiberfiihrt.

Am dritten Tag verblieben die Augen fiir 6-8 h unter mehrmaligem Wechsel in Xylol und
wurden iiber Nacht in Paraffin bei 60 °C gelagert.

Am vierten Tag der Einbettung wurden die Augen nochmals zwei Stunden in frischem
Paraffin inkubiert und dann am Einbettautomaten in die Kassetten gegossen. Die Augen
wurden jeweils mit Blickrichtung (Sehnerv-Pupillen-Achse) parallel zum Boden und zu den
Auflenkanten ausgerichtet um einen optimalen Schnitt durch das Auge zu bekommen.
Danach erfolgte die Lagerung der Blocke bei 4 °C im Kiihlschrank, bis sie am Mikrotom
geschnitten und auf Objekttrager iibertragen wurden (sieche Abbildung 15). Nachdem die
Schnitte auf der Heizplatte getrocknet waren wurden sie bis zur Firbung in

Objekttragerkasten gelagert.

Abbildung 15 Herstellung von Paraffinschnitten am Mikrotom

2.3.4 Immunfluoreszenzfirbung

Férbungen erfolgten immer an Schnitten, welche aus der Mitte der entsprechenden
Laserherde stammten. Die Entparaffinierung wurde nach dem in Tabelle 27 (Anhang)

aufgefiihrten, standardisierten Schema einer absteigenden Alkoholreihe durchgefiihrt.
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Der Farbekasteneinsatz mit den Objekttragern wurde nun in ein Gefall mit Citratpuffer
gestellt. Der Behélter wurde im Dampfgarer fiir 40 Minuten erhitzt. Nach einigen Minuten
Auskiihlen wurden die Objekttriger in eine Stehkiivette liberfithrt und dreimal fiir 5 Minuten
mit Phosphate-buffered-Saline (PBS) Puffer gewaschen. Anschlieend wurden die
Objekttriager getrocknet und die zu farbenden Schnitte mit dem Fettstift DAKO Pen

umkreist. Die weitere Farbung erfolgte in der Feuchtkammer.

Um unspezifische Bindung der Antikdrper zu vermeiden wurden die Schnitte mit jeweils 50
pl 1:10 verdiinnter Power Blocklosung vorbereitet. Nach genau 6 Minuten Einwirkzeit
wurde dieser abgeklopft und Reste mit Aqua dest. abgespiilt. Hiernach erfolgte eine erneute
Spiilung mit drei fiinfminiitigen Zyklen in PBS. Die getrockneten Objekttrager wurden
danach wieder in die Feuchtkammer gelegt. Nun wurden die ersten Antikdrper in oben
genannter Verdiinnung in 50ul 1% igem Bovinem Serum Albumin (BSA) pro Schnitt
aufgebracht. Pro Objekttrdger diente ein Schnitt als Negativkontrolle. Dort wurde anstatt
einer Antikdrper-BSA-Verdiinnung nur BSA-Ldsung aufgetragen. So wurden die Schnitte in

der Feuchtkammer fiir 20h bei 4°C inkubiert.

Am zweiten Tag wurden die liberschiissigen, nicht gebundenen Erstantikorper mit drei
Zyklen PBS fiir fiinf Minuten entfernt. Nachdem die Objekttréger trocken gewischt wurden
konnte der zweite Antikorper ebenfalls in 50 ul BSA-Losung mit Antikérper je Schnitt, auch
auf die Negativkontrolle, aufgetragen werden. Alle Schritte mit den fluoreszierenden

Zweitantikorpern wurden in groftmoglicher Dunkelheit durchgefiihrt.

Die Zweitantikorper wurden nach einer Stunde abgespiilt und die Farbung mit 50 pl 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) abgeschlossen. Die DAPI Féarbung verblieb 8 Minuten auf
den Objekttragern und wurde danach sofort mit Aqua dest abgespiilt. Nach erneutem Spiilen
in der PBS gefiillten, mit Alufolie abgedunkelten Stehkiivette fiir drei mal fiinf Minuten
konnten die Objekttriger getrocknet und mit Immu Mount und Deckgladsern eingedeckelt

werden.

Alle Antikorper wurden in den in Tabelle 24 beschriebenen Verdiinnungen verwendet. Die

Verdiinnung erfolgte stets mit BSA-1% in Aqua dest.

Innerhalb der nichsten zwei Wochen konnten mithilfe des Fluoreszenzmikroskopes Bilder in
den einzelnen Farbkanilen gemacht und auch als Kombinationsbild abgespeichert werden.
Alle immunhistochemischen Farbungen wurden zwei bis vier Mal an unterschiedlichen

Laserherden aus unterschiedlichen Versuchen wiederholt.
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2.3.5 Statistische Methoden

Die Auswertung der immunhistochemischen Versuche erfolgte rein qualitativ. Drei
unabhéngige, qualifizierte Beobachter beurteilten die Intensitit der Farbungen in den
verblindeten Aufnahmen. Es wurden die Kategorien negativ (-), schwach (+), mittel (++),
und stark (+++) bei jedem Bild auf die verschiedenen Teilschichten des Augenhintergrundes
Ganglienzellen, innere Kornerschicht, &ulere Kornerschicht, RPE und Choriokapillaris

sowie den Laserherd angewendet.

Beriicksichtigt wurden alle reproduzierbaren Unterschiede, welche von der Mehrheit der

Untersucher als solche klassifiziert wurden.
24 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Material

Im nachfolgenden Abschnitt ist die Herkunft der verwendeten Zellen (Tabelle 28), Losungen
und Reagenzien inklusive Rezeptur (Tabelle 29) sowie die genutzten Geréte und
Softwareprogramme (Tabelle 30) tabellarisch aufgefiihrt. Die Herkunft der verwendeten

Verbrauchsartikel ist in Tabelle 31 verzeichnet.

Wihrend des Versuchansatzes und der Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-
Férbung erfolgte sowohl die Bestimmung der Zellanzahl in Losung sowie der
Allophycocyanin (APC)-Beads-Konzentration mithilfe der in Tabelle 30 erwéhnten
Neubauer-Zahlkammer mit dem Kammerfaktor 10.000. Die Suspension wurde durch
vortexen oder mehrmaliges Umdrehen vermischt und 10 pl auf jede Seite der Zahlkammer
gegeben. Alle Zellen bzw. Beads in den vier vorgezeichneten Quadranten wurden gezihlt

und der Mittelwert X aus den Werten beider Seiten errechnet. Nun kann durch die Formel

X x10.000

2 X Volumen der Suspension = Gesamtanzahl

die Gesamtzahl der Zellen bzw. Beads errechnet werden.

24.2  Zellkultivierung

Fiir alle Versuche wurden humane Retina Endothelzellen (hRECs) verwendet. Die

Kultivierung der hREC als adhirente Monolayer-Kultur erfolgte in 75 cm?-Flaschen. Die
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Zellen wurden in 11 ml Medium bei 37°C, einer Konzentration von 5 % CO, und maximaler
Luftfeuchtigkeit im Inkubator kultiviert. Das serumreduzierte Medium wurde durch Zugeben
von Vascu Life EnGS Life factors fiir Endothelzellen zu Vascu Life Basalmedium
hergestellt (siche Tabelle 28).

Alle Versuche und auch die Kultivierung erfolgten ohne Antibiotikazugabe unter sterilen
Bedingungen unter der Sterilbank.

Vor der Kultivierung wurden die Zellen in DMSO in einem Kryotank mit fliissigem
Stickstoff gelagert. Zur Kultivierung wurde ein Vial mit 5 x 1076 Zellen in 1 ml DMSO
entnommen und im Wasserbad bei 37 °C erwéarmt. Nach dem Auftauen wurde die gesamte
Zellmenge in eine vorgewédrmte Zellkulturflasche mit 10 ml Medium tiberfiihrt. Ein
Mediumwechsel erfolgte nach 24 h. Bei Erreichen der Konfluenz nach weiteren 48 h wurden
die Zellen passagiert. Nach Entfernen des Kulturmediums wurden die Zellen mit 10 ml
Dulbeccos PBS ohne Magnesium und Calcium gewaschen und durch Inkubation mit 2 ml
TrplE bei 37 °C vom Untergrund abgelost. Die Enzymreaktion wurde nach vollstindiger
Ablosung der Zellen durch Zugabe von 8 ml Kulturmedium (2% FCS) gestoppt. Die
Zellkulturflasche wurde mehrmals mit der Zellsuspension gespiilt und diese dann auf neue
Flaschen aufgeteilt.

Alle Oberflidchen auf denen hRECs kultiviert wurden mussten zuvor 30 Minuten zur

Beschichtung mit Attachement Factor Solution inkubiert werden.

Die Experimente wurden jeweils bei Erreichen der Konfluenz in Passage 7 oder 8

durchgefiihrt.

2.4.3 Versuchsansatz

Die Versuche wurden jeweils in Dreifachansétzen fiir drei Zeitpunkte (24 h, 48 h, 72 h) auf
24 Well Platten mit einer Wachstumsfliche von 1,9 cm? je Well durchgefiihrt. Die 24 Well
Platte wurde mit 250 pl Attachement Faktor pro Well 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und
somit beschichtet. Der Uberstand konnte verworfen werden. 500ul Medium wurden in die
Wells vorgelegt, sodass alle Wells nach Zugabe der CFSE-gefarbten Zellen in weiteren 500

pl mit 1 ml Medium befiillt sein wiirden.

Je nach Versuchsansatz wurden die Substanzen ebenfalls vorgelegt oder am Tag nach der
Zellaussaat zugegeben. Als Tag 0 ist dabei immer der Tag der Zugabe von Aldosteron,
Spironolacton sowie DMSO bezeichnet.

Fiir alle Versuche mit Wasserstoffperoxid erfolgte die Zugabe der Substanzen und des

Wasserstoffperoxids am Tag nach der Aussaat, fiir alle iibrigen zeitgleich mit der Aussaat
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der Zellen.

Als zugegebene Substanzen wurden Aldosteron, Spironolacton und H>O, verwendet.
Aldosteron und Spironolacton wurden wie in Tabelle 29 beschrieben in DMSO gelost,
sodass im Grundansatz Aldosteron 1mMolar bzw. Spironolacton 10mMolar vorhanden war.
Diese konnten fiir die Versuchsansétze bis zur gewiinschten Konzentration mit Zellmedium
verdiinnt werden. Als Kontrolle dienten Ansétze mit reinem Zellmedium und Ansétze mit
Zellmedium und der hochsten Konzentration DMSO, die in den anderen Ansitzen genutzt
wurde — 1 pl DMSO auf 1 ml Medium.

Wasserstoffperoxid konnte aus der 30%igen Grundlésung mit PBS zur gewiinschten
Konzentration verdiinnt werden. Die in Tabelle 3 aufgefiihrten Konzentrationen wurden im

Verlauf der Versuche immer in dreifachen Anséitzen verwendet.

Substanz Verwendete Konzentrationen
Aldosteron 100pM, 1nM, 100nM, 1 pM

Spironolacton 0,5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM

DMSO 1 pl/ml

H,0, 50 uM, 100 uM, 150 pM, 200 uM, 250 pM

Tabelle 3 Fiir die zellbiologischen Versuche verwendete Substanzen und Konzentrationen

24.4 CFSE-Firbung

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) wurde erstmals 1990 als intrazellularer
Farbstoff beschrieben und urspriinglich zur Beobachtung von Lymphozytenmigration in vivo
genutzt (174). Das von Fluorescein abgeleitete Molekiil kann aufgrund seiner Lipophilitit
zelluldre Membranen leicht passieren und wird von Zellen schnell plasmatisch
aufgenommen. Intrazellulér spalten Esterasen zwei Acetatgruppen ab. Dies verringert die
lipophilen Eigenschaften des Molekiils und hemmt damit die Diffusion aus der Zelle hinaus.
Der Succinimidyl-Anteil bindet verstérkt an verschiedene intrazelluldre Molekiile. Mit einem
Teil dieser Molekiile verldsst auch der gebundene Farbstoff die Zelle innerhalb der ersten 24
h, der Rest verbleibt im Zytoplasma (135).

Die intrazelluldren CFSE-Molekiile werden im Falle einer Zellteilung gleichméBig auf die
Tochterzellen verteilt, sodass diese im Vergleich zur Ausgangszelle halb so viel
Fluoreszenzintensitit aufweisen. Durchlaufene Proliferationszyklen konnen daher aus dem
Verhiltnis der von den Zellen emittierten Fluoreszenz zur anfanglichen Fluoreszenzintensitét

nach 24 h berechnet werden (117).
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Alle Zellversuche wurden mit CFSE-gefarbten Zellen durchgefiihrt.

Fiir die Farbung wurden die Zellen mit TrplE von der Zellkulturflasche gelost. Hierfiir
wurden sie nach Entfernung des Mediums und Spiilen mit 10 ml PBS fiinf Minuten bei 37
Grad mit zwei ml TrplE inkubiert. Danach wurde die Reaktion mit fiinf ml Medium
gestoppt. Die Zellen aus mehreren Flaschen wurden zusammengefiihrt und in der Eppendorf
Zentrifuge 5810 R bei 4 °C und 200 G zentrifugiert. Zur Erndhrung der Zellen erfolgte eine
Resuspension des Zellpellets in 10 ml Medium. Die Zellzahl wurde mithilfe der Neubauer
Zahlkammer bestimmt und die Zellen in PBS in der richtigen Konzentration gelost. Zur
Firbung mit CFSE sollten die Zellen in einer Konzentration von 1*10° Zellen/ml vorliegen,
sodass 0,1 ul CFSE pro Milliliter Zellsuspension zugegeben werden miissen. Anschlieend
wurde die Suspension im Vortexer gemischt und 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Beendigung der Reaktion erfolgte mit einem Milliliter Medium je Milliliter PBS.
Zweimaliges Waschen mit PBS und anschlieBendes Zentrifugieren mit Verwerfen des
Uberstandes entfernte die extrazellulédren Reste des Farbstoffes. Die Herstellung einer
Suspension der Zellen in Ndhrmedium in einer Konzentration von 20.000 Zellen pro 500 pl
ermoglichte die Verteilung auf die Vorbereiteten Wells mit einer Endkonzentration von

20.000 Zellen in 1 ml Versuchsmedium.

Bei jedem Versuch wurden mit dem FACS-Gerédt Ausgangswerte gemessen um eine
gleichméBige Verteilung nachzuweisen. Diese Zellen wurden nicht ausgesét, sondern die
500 ml mit den 20.000 Zellen direkt in FACS-Rohrchen tiberfiihrt, zentrifugiert bei 4°C und
200G und in 200 pul FACS- Puffer resuspendiert.

FACS-Messungen fanden jeweils 24, 48 und 72 Stunden nach der Zugabe der Substanzen
statt. Die Versuchsplatten wurden iiber den gesamten Versuchszeitraum bei 37 °C im

Inkubator gelagert.

Nach Ende des jeweiligen Versuchszeitraumes wurden die Zellen mit 500 pl PBS pro Well
gewaschen, mit 200 pl TrplE pro Well fiir fiinf Minuten abgelost und die Reaktion mit 800
ul Medium gestoppt. Der Zelliiberstand, das PBS und die homogenisierten Zellen in TrplE
und Medium wurden in beschriftete FACS-Tubes iiberfiihrt und bei 200 G und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 200 ul gekiihltem FACS-

Puffer resuspendiert.
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2.4.5 APC-Beads

Im FACS-Gerit wird immer nur eine kleine Menge der zuvor gut durchmischten Zelllosung
analysiert. APC-Beads erlauben aus dem vom FACS-Gerit analysierten Probevolumen

Riickschliisse auf die gesamte Probe zu ziehen.

APC-Beads wurden in FACS-Puffer gelost und unter stetiger Kontrolle mit der Neubauer-
Ziahlkammer auf eine Konzentration von 1.000.000 Beads pro Milliliter titriert. Diese
Suspension konnte bei 4° C gelagert werden. Vor der Applikation im Versuch musste auf
eine gute Durchmischung durch den Vortexer geachtet werden. Unmittelbar vor der FACS-
Messung wurde die genaue Konzentration der Beads erneut mithilfe der Neubauer

Zahlkammer bestimmt.

Jeder Probe wurden ca. 10.000 APC-Beads in 10 pul FACs-Puffer hinzugefiigt. Die genaue
Konzentration der Beads in der Suspension wurde tiglich neu bestimmt, sodass immer die
genaue Menge zugegebener Beads fiir die Berechnungen verwendet wurde. So konnten aus
dem Verhiltnis der gemessenen Beads im analysierten Probenvolumen zu den gesamten
Beads ein Faktor berechnet werden, mithilfe dessen aus den gemessenen Ereignissen die
Gesamtzahl der Zellen insgesamt und in den einzelnen Populationen berechnet werden

konnte.

Zellpopulation insgesamt

_ APC — Beads insgesamt (ca.10.000)
h gemessene APC — Beads

* gemessene Zellpopulation

2.4.6 Hoechst-Fiarbung

Hoechst 33258 ist ein Fluoreszenzfarbstoff welcher an doppelstriangige
Desoxyribonukleinsdure (DNA) bindet und bei 4 °C nur minimal von lebenden Zellen
aufgenommen wird. Somit werden bei dieser Temperatur hauptsichlich frei zugéngliche
DNA-Molekiile von beschiadigten, avitalen Zellen angefarbt (7). Diese Farbung wurde zur
Detektion toter Zellen immer erst kurz vor der FACS-Analyse nach Ende des
Versuchzeitraumes durchgefiihrt.

Die nach Anleitung des Herstellers hergestellte Losung wurde 1:100 verdiinnt und 2 pl zu
jedem mit 200 pl gefiillten FACS Rohrchen hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
15 Minuten bei 0-4 °C ist die Farbung abgeschlossen.
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247  Durchflusszytometrie

Die Analyse der Proliferationszyklen wurde mithilfe der Durchflusszytometrie durchgefiihrt.
Die Durchflusszytometrie erlaubt eine quantitative Analyse einzelner Zellpopulationen in
einer Suspension. Diese wird durch das Durchflusszytometer verdiinnt und die Zellen
einzeln durch einen monochromatischen Laserstrahl geleitet. Der Laserstrahl trifft in einem
rechten Winkel auf die singuldren Zellen, welche das Licht je nach ihren Eigenschaften
unterschiedlich brechen und streuen. Fluoreszenzmarkierungen werden angeregt und
leuchten ihrerseits je nach Stdrke der Farbung.

Die Lichtstreuung sowie die Fluoreszenzintensitit jeder Zelle werden vom Gerét detektiert
und in einen Datenspeicher liberfiihrt. Dies erlaubt in einem Messvorgang einerseits die
Registrierung jeder einzelnen Zelle und ihrer Charakteristika (GroBe, Granularitét) sowie
gleichzeitig die Detektion ihrer jeweiligen Fluoreszenzeigenschaften. Die FACS Diva
Software o. 4. speichert die Daten und fiihrt eine Messanalyse durch, welche die Daten

tabellarisch und graphisch wiedergibt (150).

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde zu jedem Zeitpunkt des Experimentes die gleiche
Einstellung des FACS-Gerites verwendet, welche am Tag 0 des Versuches mithilfe der Oh
Werte kontrolliert wurde. Die Einstellungen sind in Tabelle 32 aufgefiihrt.

Die Proben wurden einzeln nacheinander mithilfe des FACSCanto II gemessen und nach
jeder Probe wurde ein SIT-Flush durchgefiihrt um eine Vermischung der Proben im Gerit
und damit eine Verfilschung der Werte zu vermeiden. Vor der Messung wurde jede Probe
einige Sekunden im Vortexer gemischt. Von jeder Probe wurden 20.000 Events

aufgenommen und die Zellzahlen in Excel ausgewertet.

2.4.8 Statistische Auswertung

Die absoluten Werte der Zellpopulationen konnten wie oben beschrieben mithilfe der
gemessenen Beads berechnet werden. Die Proliferationszyklen ergaben sich aus der
Mittleren Fluoreszenz Intensitdt (MFI) der detektierten Zellen. Die logarithmisch
abnehmende Intensitit wurde in Excel in die absolvierten Proliferationszyklen umgewandelt.
Der Logarithmus des ersten MFI-Wertes zur Basis des zweiten MFI-Wertes entsprach den
durchlaufenen Proliferationszyklen.

Die endgiiltige Auswertung erfolgte im Statistikprogramm SPSS. Die Gruppen der einzelnen
zugegebenen Substanzen wurden in Bezug auf die zu untersuchenden Parameter
Teilungszyklen, lebende Zellen, tote Zellen und Gesamtzellzahl mithilfe nicht

parametrischer Tests verglichen. Da bei einigen Zellpopulationen die Schiefe au3erhalb des
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fiir parametrische Tests optimalen Bereiches von 1 bis -1 lag und aufgrund der Grofe der
statistischen Masse erfolgte zur Gewéhrleistung belastbarer Ergebnisse die Auswertung aller
Parameter durch nicht parametrische Tests (Kruskal Wallis und Man Withney U Test).
Soweit im Rahmen der Rechenleistung moglich bezog sich das festgelegte Signifikanzniveau
von 0,05 auf die zweiseitige exakte Signifikanz, in allen anderen Féllen wurde die

asymptotische Signifikanz zur Beurteilung herangezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Optische Kohirenztomographie — Strukturelle Einfliisse auf die Retina

Die optische Kohéirenztomographie (Heidelberg Spectralis) ermoglichte eine Beurteilung der
zentralen Retinadicke im Zentrum des Laserherdes, des Durchmessers des Laserherdes sowie
des Volumens der eventuell aufgetretenen choroidalen Neovaskularisation in vivo.

Die Versuchstiere wurden drei und vierzehn Tage nach der Laserbehandlung untersucht. Die
aufgefiihrten statistischen Berechnungen sind nicht beziiglich multiplen Testens adjustiert

worden. Dies muss bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden.

3.1.1 Der Einfluss auf die zentrale Retinadicke

Im Folgenden wird der Einfluss der Antagonisten Aldosteron und Spironolacton auf die zentrale

Netzhautdicke im Laser nach drei und nach vierzehn Tagenden beschrieben.
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Abbildung 16 zentrale Retinadicke nach drei und vierzehn Tagen postLaser (days post laser — dpl)

Die zentrale Retinadicke wird drei dpl durch Aldosteron signifikant (Man-Withney-U-Test p=0,016)
erhéht. Die zentrale Retinadicke der Kontroll- und Spironolactongruppe bewegten sich auf dhnlichem
Niveau mit gleichem Median.
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Drei Tage nach der Laserbehandlung ldsst sich in der Grafik eine durch Aldosteron vermehrte
zentrale Retinadicke verzeichnen. Die Kontrollgruppe sowie die Spironolactongruppe zeigen
Werte auf einem sehr dhnlichen Niveau mit gleichem Median. Vierzehn Tage nach
Laserbehandlung ldsst sich in der Abbildung 16 eine absteigende Tendenz der Wertebereiche
der zentralen Retinadicke mit Aldosteron > Kontrolle > Spironolacton erkennen. Besonders

auffillig ist die auch im Median stark verminderte Retinadicke nach vierzehn Tagen in der

Spironolactongruppe. Die OCT-Bilder sind in Abbildung 17 dargestellt.

L Aldosteron L Kontrolle L Spironolacton

Abbildung 17 Laserherde 14 dpl mit choroidaler Neovaskularisation
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich nach 14 Tagen nicht, es ldsst sich aber eine
Tendenz der zentralen Retinadicke mit Aldosteron>Kontrolle>Spironolacton darstellen. Auffdllig ist die

im Median verminderte Retinadicke in der Spironolactongruppe.

Fiir die zentralen Retinadicken ergab sich drei Tage nach der Laserbehandlung ein signifikanter
Unterschied (Kruskal-Wallis-Test p= 0,049) zwischen allen drei Gruppen. Im Rahmen der
weiterfiihrenden Testung war die zentrale Retinadicke der Aldosteron-Gruppe signifikant grofer

als die der Kontrollgruppe (Man-Withney-U-Test p=0,016).

3 dpl 14 dpl
Aldo |Kontrolle| Spiro Aldo | Kontrolle | Spiro

N 26 25 27 24 24 27
Mittelwert 221,58 208,76 217,63 250,83 245,79 207,59
Maximum 283,00 275,00 363,00 341,00 301,00 268,00
Median 218,00 205,00 205,00 242,50 255,00 210,00
Minimum 182,00 180,00 171,00 200,00 159,00 114,00
Perzentile 25 210,00 195,00 192,00 219,00 214,50 182,00
Perzentile 75 234,00 220,00 240,00 277,00 276,50 244,00
Standard

Deviation 20,24 22,29 40,04 38,70 38,80 39,05

Tabelle 4 zentrale Retinadicke im LH in um (Aldo = Aldosteron, Spiro = Spironolacton)
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In den Gruppen, welche die Substanzen iiber einen Zeitraum von vierzehn Tage nach der
Laserbehandlung erhalten hatten, konnten ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen und damit ein Einfluss auf die Retina nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-Test
p=0,001). Diese wurden in weiterfiilhrenden Einzeltestungen untersucht. Die Spironolacton-
Gruppe wies in den Einzeltestungen signifikant deutlich geringere Werte als die Kontrollgruppe
(Man-Withney-U-Test p= 0,001) sowie die Aldosteron-Gruppe (Man-Withney-U-Test p=0,001)
auf.

Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Aldosterongabe fiihrt nach drei Tagen zu einer vermehrten Schwellung der Retina im Laserherd,
nach vierzehn Tagen ist dieser Unterschied weniger ausgeprigt. Spironolacton zeigt eine
entgegengesetzte Wirkung und reduziert die Retinadicke im Vergleich zur Kontrolle nach

vierzehn Tagen.

3.1.2 Laserherddurchmesser

Das OCT konnte bei allen Laserherden eine durchbrochene Bruchsche Membran darstellen. In

allen Fillen ist also ein Einwachsen choroidaler Gefal3e in retinale Schichten méglich gewesen.
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Abbildung 18 Laserherddurchmesser 14 dpl

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen liefsen sich nicht feststellen. Auffillig ist
dennoch der tendenziell niedrigere Durchmesser des Laserherdes in der Spironolactongruppe

mit niedrigerem Median im Vergleich zu den anderen Gruppen.
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Abbildung 18 zeigt die Perzentile und Mediane der Laserherddurchmesser vierzehn Tage nach
der Laserbehandlung. Der durchschnittliche Laserherddurchmesser der mit Spironolacton
behandelten Tiere stellt sich kleiner dar als in der Kontroll- oder Aldosterongruppe. Es lésst sich
eine leichte Tendenz Aldosteron/Kontrolle > Spironolacton erkennen. Signifikante
Unterschiede zwischen den Laserherdgréflen der drei Versuchsgruppen lieen sich allerdings
weder nach 3 Tagen (Kruskal-Wallis-Test p=0,552) noch nach 14 Tagen (Kruskal-Wallis-Test
p=0,408) feststellen.

3.1.3  Zeitliche Dynamik der Laserherddurchmesser
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Abbildung 19 Zeitliche Dynamik der Laserherddurchmesser drei bis vierzehn dpl

In der Aldosterongruppe konnte im Zeitverlaufeine signifikante Groffenzunahme des Laserherdes
gezeigt werden (MWU p=0,003). In der Spironolacton- und Kontrollgruppe war dieser zeitliche

Unterschied nicht signifkant.

Generell kann wie durch Abbildung 19 beschrieben eine Zunahmetendenz des
Laserherddurchmessers mit der Zeit festgestellt werden.

Fiir Aldosteron ist dieser Unterschied statistsch signifikant (Man Withney U Test (MWU)
p=0,003). Fiir Spironolacton und die Kontrolle war dieser Unterschied nicht signifikant

(Kontrolle MWU p=0,07, Spironolacton MWU p=0,355).
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3.1.4 Einfluss auf das Volumen der choroidale Neovaskularisation

Gruppe
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Abbildung 20 CNV nach vierzehn Tagen

Die choroidale Neovaskularisation (CNV) in den Laserherden (LH) der Aldosterongruppe hatte
ein signifikant héheres Volumen als die in den LH der Spironolactongruppe (p=0,008).
Insgesamt zeigte sich die Tendenz des Volumens folgendermafien: Aldosteron > Kontrolle >

Spironolacton, Spironlacton und Aldosteron wirkten antagonistisch.

Die choroidale Neovaskularisation nach 14 Tagen wurde in 24 Laserherden der
Aldosterongruppe, 24 Laserherden der Kontrollgruppe und 27 Laserherden der
Spironolactongruppe untersucht (siche Tabelle 5). Im Kruskal-Wallis-Test konnten signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen aufgezeigt werden (p=0, 026). Zur weiterfiihrenden
Betrachtung verglichen wir die Gruppen paarweise mithilfe des Man-Withney-U-Testes. Die
Laserherde der Mduse, welche mit Spironolacton behandelt wurden, zeigten eine signifikant
geringere choroidale Neovaskularisation als die Laserherde der Méuse der Aldosterongruppe
(p=0,008). Zur Kontrolle konnte sich keine der beiden anderen Gruppen signifikant abheben.
Die Tendenz des Volumens der choroidalen Neovaskularisation Aldosteron > Kontrolle >
Spironolacton ist allerdings in der Abbildung 20 anhand der Medianwerte deutlich sichtbar.
Somit ist ein Einfluss des RAAS auf die Entwicklung choroidaler Neovaskularisationen
anzunechmen. Aldosteron und Spironolacton wirken dabei als Antagonisten. Aldosteron steigert
die Neovaskularisation um 13 %, wohingegen sie unter Einfluss von Spironolacton um 27%

geringer ausgepragt ist.



Statistische Parameter Aldosteron Kontrolle Spironolacton

N 24 24 27
Mean 0,19 0,16 0,13
Maximum 0,410 0,290 0,300
Median 0,180 0,158 0,115
Minimum 0,070 0,055 0,040
Perzentile 25 0,110 0,105 0,075
Perzentile 75 0,258 0,218 0,160
Standard Deviation 0,092 0,074 0,072

Tabelle 5 Deskriptive Statistik Volumen der CNV 14 dpl
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3.2 Fluoreszenzangiographie

3.2.1 Laserherdgrofle
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Abbildung 21 LaserherdgrifSe im Infrarotbild der FAG 3 und 14 dpl

Auch in der Fluoreszenzangiographie konnte kein signifikanter Unterschied in der Laserherdgrifie zum
gleichen Zeitpunkt zwischen den Substanzgruppen nachgewiesen werden.

Allerdings waren die Laserherde in der Spironolactongruppe die nach 14 Tagen untersucht wurde

signifikant kleiner als in der nach 3 Tagen untersuchten Gruppe

Fiir die Aldosteron- und Kontrollgruppe konnte dieser Unterschied nicht nachgewiesen werden.

Die Laserherde der verschiedenen Gruppen wiesen zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede in Bezug auf ihre Flache auf (Kruskal-Wallis-Test (KWT): 3dpl p=0,455, 14 dpl
p=0,209). Dies bestétigt die durch das OCT angestoBBene Hypothese, wonach das RAAS auf die
GrofBe des Laserherdes keinen Einfluss hat. Allerdings ergaben sich zwischen den
verschiedenen Zeitrdumen hoch signifikante Unterschiede (Kruskal Wallis Test p<0,001) In der
weiteren paarweisen Testung waren die Laserherde in den Spironolacton-(MWU p=0,005) und
Kontrollgruppen (MWU p=0,006) nach 14 Tagen signifikant kleiner als nach 3 Tagen. In der
Aldosterongruppe konnten diesbeziiglich keine Signifikanzen nachgewiesen werden (MWU
p=0,476).

Die genauen Ergebnisse der Laserherdgrof3e sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Eine graphische
Darstellung ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Statistische 3 dpl 14 dpl

Parameter Aldo Kontrolle Spiro Aldo Kontrolle Spiro
Mean 27628,25| 2951991 34530,54 26675,53 | 23489,96 24509,53
Median 24595,50| 28372,50 26177,88 22231,88| 19884,50 19653,50
Perzentile 25 19913,50| 22644,25 22133,25 16612,50| 16740,00 16102,00
Perzentile 75 36200,75| 32792,50 41667,75 33557,50 29011,00 27301,50
Range 44275,25| 62289,50 81427,25 60603,50| 37197,00 52293,50
Standard
Deviation 11714,91| 11741,28 20292,09 13305,20 9506,20 13202,70
Total N 32 31 32 46 45 37

Tabelle 6 Laserherdgrdfe in um im Infrarotbild der FAG (Aldo = Aldosteron, Spiro = Spironolacton)
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Abbildung 22 MF1I in der Friihphase der FAG 3 und 14 dpl

In der Friihphase ist noch nicht die maximale Fluoreszenz der Angiographie erreicht. Hier

Der Einfluss auf Leckage - Mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI)

verabreichte
Substanzen

B 2ldosteron
[ Kontrolle
| Spironclacton

zeigt sich eine tendenziell erhéhte Fluoreszenz in der Aldosterongruppe im Vergleich zu

Kontrolle und Spironolactonguppe.Signifikante Unterschiede konnen jedoch nicht

nachgewiesen werden.
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Im Gegensatz zu Beobachtungen bei menschlichen intravendsen Fluoreszenzangiographie
konnte nach intraperitonealer Injektion der Mause in der Spatphase (5-10 min nach Injektion)
die hochste retinale und choroidale Fluoreszenzaktivitit nachgewiesen werden. In der

Frithphase war die MFI geringer als in der Spétphase.
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Abbildung 23 MFI in der Spdtphase der FAG 3 und 14 dpl

Signifikante Unterschiede zwischen den Substanzgruppen konnten weder 3 noch 14 Tage nach

Laserbehandlung festgestellt werden.
Bei der Gruppe nach drei Tagen untersucht wurde liegt der Median der Aldosterongruppe deutlich
tiber dem Median der anderen Gruppen. Die erhohte MFI war allerdings nicht signifikant.

Die Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen sowohl nach drei Tagen als auch nach vierzehn
Tagen einen konsistenten Einfluss der Substanzen. Nach drei Tagen in der Friih- und Spétphase,
sowie nach vierzehn Tagen in der Spétphase zeigte sich anhand des Medians die Tendenz einer
Erhohten Fluoreszenzaktivitdt in der Aldosterongruppe im Gegensatz zur Kontrolle und
Spironolactongruppe.

Zu allen Zeitpunkten bewegt sich die Fluoreszenzaktivitit der Spironolactongruppe minimal

unter der Fluoreszenzaktivitit der Kontrolle.
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Diese Tendenz der Fluoreszenzintensitit konnte jedoch zu keinem Versuchszeitpunkt, weder in

der Friih- noch in der Spétphase des Versuches, als signifikanter Unterschied der

Fluoreszenzintensitit zwischen den Substanzgruppen nachgewiesen werden (Tabelle 7).

Phase P-Wert Anzahl Laserherde Median

Kruskal (Aldo/Kontrolle/Spiro) -
Aldo | Kontrolle | Spiro

Wallis Test

Frithphase | 0,468 32/31/32 37,37 | 35,07 30,70

3dpl

Friithphase | 0,685 41/45/34 41,17 | 43,80 40,79

14dpl

Spétphase | 0,113 32/31/31 85,60 | 67,11 65,81

3dpl

Spatphase | 0,685 44/44/28 73,18 | 68,08 66,57

14dpl

Tabelle 7 Kruskal-Wallis- und Man-Withney-U Testergebnisse MFI (Aldo= Aldosteron, Spiro = Spironolacton)



3.23

Verhiltnis MFI zu Pixelanzahl
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Auch die Kombination der MFI und Pixelzahl zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen

den einzelnen Gruppen. Ein Einfluss auf Leckage der choroidalen Neovaskularisationen konnte

nicht nachgewiesen werden. Die genauen Daten sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Friih- 3 dpl 14 dpl
phase | Kontrolle Aldo Spiro Kontrolle Aldo Spiro
Mean 1128692,20| 1214123,57| 1235438,01 1168008,92| 1504003,16| 1248864,71
Median | 1109879,10| 1080231,94| 982488,64 905891,28 944547,20 755005,75
Total N 31 32 32 45 46 37
KW-

p=0,987 p=0,254
Test
Spat- 3 dpl 14 dpl
phase
Mean 2229555,53 | 2476987,34| 2232994,05 1984468,41 | 2389810,38| 2159813,98
Median | 2060857,04 | 2380145,26| 1826630,28 1553150,72| 1550170,80| 1598829,06
Total N 31 32 32 45 46 37
KW-

p=0,316 p=0,624
Test

Tabelle 8Verhdltnis MFI zu Pixelzahl
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33 Immunbhistochemie
3.3.1 Angiogenese und Inflammation — Isolektin B4 und VEGF
3.3.1.1 Isolektin B4

Isolektin B4 (IB4) konnte sowohl drei als auch vierzehn Tage nach der Laserbehandlung im
gesamten Laserherd (u.a. an Endothelzellen) binden. Auch in der inneren Kdrnerschicht lieBen

sich vereinzelte fluoreszierende Zellen beobachten (siche Abbildung 24).

Abbildung 24 Ausschnitt aus der Retina (Ganglienzellschicht, innere Kérnerschicht) mit einzelnen IB4

(griin) gefirbten Zellen

In den Laserherden konnten drei Tage post Laser keine reproduzierbaren Unterschiede zwischen
den Antagonisten Aldosteron und Spironolacton sowie der Kontrolle nachgewiesen werden.
Nach vierzehn Tagen zeigte sich eine reproduzierbar starkere IB4-Féarbung bei Tieren mit
Aldosteronbehandlung als bei der Kontrollgruppe. Spironolactongabe fiihrte zu einer kleineren

und schwécheren Farbung mit IB4 (siehe Abbildung 25).

Abbildung 25 IB4-Fdirbung von CNV in Laserherden 14 dpl (A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-

Spironolacton), 40 fache Vergrofierung.

Verstdrkte IB-4 Expression durch Aldosteron, verminderte IB-4 Expression durch Spironolacton)
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3.3.1.2 VEGF

Abbildung 26 VEGF Expression in der Retina und unten im Bild der Choroidea, 20 fache
Vergrofierung

Eine hohe Expression findet sich in der Choroidea, aufgrund der hohen Gefafidichte. In der Retina wird
VEGF besonders in der Ganglienzellschicht und im RPE exprimiert. Geringere Expression zeigte sich

in dein der inneren und dufSeren Kornerschicht sowie in der nlexiformen Schicht.

VEGF wurde in der Retina besonders in der Ganglienzellschicht sowie im RPE exprimiert. In
geringerer Menge konnte VEGF in der inneren und dulleren Kornerschicht und plexiformen
Schicht nachgewiesen werden. Im Choroid findet sich ebenfalls eine hohe Expression. Die

Expression in der unbehandelten Retina ist in Abbildung 26 abgebildet.

Deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen waren nach drei Tagen auffallig. Aldosteron
erhohte Fluoreszenzintensitit der VEGF-Féarbung innerhalb der Laserherde stark wéhrend sie

durch Spironolacton im Vergleich zur Kontrolle etwas verringert wurde (siche Abbildung 27).
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Abbildung 27 VEGF-Expression im Laserherd mit CNV 3dpl (A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-

Spironolacton), 40-fache Vergréferung.

Aldosteron fiihrt nach 3 Tagen zu einer erhohten VEGF-Expression im Vergleich zur Kontrolle, wihrend

diese durch Spironolacton vermindert wird.

Vierzehn Tage nach Laserbehandlung zeigten alle drei Gruppen eine vergleichbare Expression
von VEGF im Laserherd
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3.3.2 Einfluss auf Tight- und Adherens Junctions

3.3.2.1 Claudin 5

Abbildung 28 Claudin-5 Expression in der normalen Retina, 20fache
Vergrofserung — vermehrte Expression in der Ganglienzellschicht, an Synapsen

und Endothelzellen

Claudin 5 wurde in der Méuseretina in der Ganglienzellschicht, der inneren und duf3eren
Kornerschicht, sowie der inneren und dufleren plexiformen (Synapsen-)Schicht und der dueren
Grenzmembran nachgewiesen (siche Abbildung 28). Auch im Laserherd, bzw. in der

Abgrenzung zwischen Laserherd und Retina kam es zur Claudin 5-Expression.

Nach drei Tagen Aldosterongabe zeigte sich vereinzelt eine verringerte Expression von Claudin
5, nach vierzehn Tagen war ein deutlicher, reproduzierbarer Riickgang von Claudin 5 unter
Aldosterongabe im Gegensatz zu Spironolacton und Kontrolle sichtbar. Spironolactongabe

konnte keine konsistenten Effekte im Vergleich zur Kontrolle erzielen.
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Die Mikroskopfotographien Abbildung 29, Abbildung 30 sowie Abbildung 31 zeigen klar die

verminderte Claudin-5-Expression unter Aldosteroneinfluss. In Abbildung 29 kann der

Unterschied in der gesamten Retina nach 14 Tagen Behandlung nach Laser dargestellt werden.

Abbildung 29 Claudin5 (gefirbt mit Texas Red — TR - rot) -Expression in der Retina 14 dp!
(A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-Spironolacton), 10fache Vergréfierung

Verminderte Claudin-5 Expression in der gesamten Retina nach 14 Tagen Aldosteroneinfluss

Abbildung 30 und Abbildung 31 prasentieren Vergrof3erungen der CNV im Laserherd. Die
Kontrolle ist immer im mittigen (B) Bild dargestellt, Aldosteron unter (A) links und

Spironolacton unter (C) rechts. Sowohl in der Immunhistochemischen Farbung mit Texas Red

Abbildung 30 Claudin 5 (gefdrbt mit Texas Red — TR - rot) A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-Spironolacton)

oben 3 dpl, unteni4 dpl, 40 fache Vergrofserung

Claudin 5 wird vermehrt im Laserherd exprimiert, im Vergleich zum umliegenden Gewebe der gleichen
Schichten. Nach drei Tagen Aldosteronbehandlung konnte vereinzelt eine verringerte Claudin 5
Expression nachgewiesen werden. Nach 14 Tagen wurde reproduzierbar und konsistent eine verringerte

Claudin 5 Expression von den unabhdngigen, verblindeten Bewertern in der gesamten Retina, sowie im

Laserherd beschrieben.
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in Abbildung 1Abbildung 30, als auch mit Green Fluorescent Protein in Abbildung 31 ist die
verminderte Expression und damit Fluoreszenzaktivitét unter Einfluss von Aldosteron (A) im
Vergleich mit Kontrollgruppe (B) deutlich sichtbar. Im Vergleich von Kontrolle (B) zur
Spironolactongruppe (C) kann jedoch kein konsistenter und deutlicher Unterschied dargestellt

werden.

Abbildung 31 Claudin 5 (gefirbt mit Green Fluorescent Protein — GFP — griin) im Laserherd (A-
Aldosteron, B-Kontrolle, C-Spironolacton) 14 dpl, 40 fache Vergrifierung

14 Tage nach Laserbehandlung zeigen die mit Aldosteron behandelten Laserherde eine reproduzierbar
deutlich verminderte Expression von Claudin 5 im Vergleich zur Kontrolle und den mit Spironolacton

behandelten Laserherden.
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3.3.2.2 Z0-1

Abbildung 32 gefdfiassoziierte ZO-1 Expression in LH und Retina, 20 fache Vergrifierung
Z0-1 zeig eine gefifassoziierte Expression in Retina und Choroidea. Stark ist die Ausprdgung in
Ganglienzellschicht/innere Grenzmembran, dufSerer plexiformen Schicht und im Stratum

neuroepitheliale.

Z0-1 wurde in der normalen Retina besonders gefaBassoziiert in Retina und Choroid, in der
Ganglienzellschicht (bzw. der inneren Grenzmembran), der dufleren plexiformen Schicht, sowie

dem Stratum neuroepitheliale mit Photorezeptoren und RPE exprimiert (siche Abbildung 32).
Auch in der inneren und dufleren Kornerschicht wurde ZO-1 schwach exprimiert.

Zwischen der Fluoreszenzintensitét der einzelnen Gruppen im Laserherd konnten zu keinem
Zeitpunkt deutliche oder reproduzierbare Unterschiede nachgewiesen werden. Aldosteron und

Spironolacton hatten keinen darstellbaren Effekt auf die ZO-1-Expression.

Abbildung 33
griin fluoreszierende Darstellung von ZO-1 in der CNV des Laserherdes (GFP) 14 dpl (A-Aldosteron, B-

Kontrolle, C-Spironolacton). 40fache VergrifSerung

Ein Effekt durch Aldosteron- oder Spironolacton konnte nicht nachgewiesen werden.
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3.3.2.3 VE-Cadherin

Abbildung 34 VE-Cadherin Expression in der Retina. 20fache VergrifSerung

Die Expression ist besonders gefdfassoziiert in Retina und Choroidea sichtbar.
VE-Cadherin wurde in der Mauseretina gefdfassoziiert in Retina und Choroidea, in der
Ganglienzellschicht, der inneren und duleren Kornerschicht sowie im RPE nachgewiesen (siche

Abbildung 34). Auch im Laserherd wurde VE-Cadherin zell- und gefiaBassoziiert exprimiert.

In den Laserherden der Tiere, die drei Tage lang mit den verschiedenen Substanzen behandelt
wurden, konnten keine reproduzierbaren Unterschiede dargestellt werden. Im Rahmen der
vierzehntégigen Behandlung mit Aldosteron zeigte sich die VE-Cadherin-Expression im
Laserherd weniger prominent als in der Kontrollgruppe und der Spironolactongruppe (siche

Abbildung 35).

Abbildung 35 VE-Cadherin im LH (TR) 14 dpl (A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-Spironolacton). 40fache

Vergrofierung. VE Cadherin wird gefdfiassoziiert, insbesondere im Bereich der CNV exprimiert. Am ausgeprdgtesten

ist die Expression nach Spironolactoneinfluss, am geringsten in der Aldosterongruppe.
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3.3.3 Einfluss auf den Stoffaustausch (Vimentin, AQP-4, GLUT-1)

3.3.3.1 Vimentin

Abbildung 36 Vimentin (TR - rot) und AQP 4 (GFP-griin) in der Retina. Simultane Expression in den
Miillerzellen. 40fache Vergrdferung
Alleinige Vimentinexpression kennzeichnet mesenchymale Zellen. Diese konnten auch im Laserherd

nachgewiesen werden.

Vimentin konnte in der Retina in der Ganglienzellschicht, der &ufleren plexiformen Schicht,
teilweise assoziiert zum RPE und im Laserherd nachgewiesen werden. Auflerdem zeigten sich
schwach gefarbte horizontale Ausldufer von der inneren bis zur dufleren Grenzmembran.

Abbildung 36 zeigt die Verteilung der Expression in der normalen Retina.

Simultane Expression von Aquaporin-4 und Vimentin dient zur Identifikation von Miiller-

Zellen (siche Abbildung 36). Alleinige Vimentinexpression kennzeichnet mesenchymale Zellen.

Nach drei Tagen Aldosteronbehandlung konnte eine leicht verstirkte, in der Kontrollgruppe
eine mittlere und nach Spironolactonbehandlung eine reduzierte Vimentinexpression im

Laserherd dargestellt werden (siche Abbildung 37).
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Abbildung 37
Vimentinexpression im Bereich der CNV Laserherd (TR) 3 dpl (4A- Aldosteron, B- Kontrolle, C-
Spironolacton), 40 fache Vergroflerung - Verstirkte Expression unter Aldosteroneinfluss (4), vermindert

unter Spironolactongabe (C) im Vergleich zur Kontrolle

Abbildung 38

Cofirbung Vimentin (Rot) und AQP 4 (griin) im Laserherd 3dpl, Kontrollgruppe, 60fache Vergrofferung, Vimentin
ist hauptsdchlich im Laserherd im Bereich der CNV exprimiert. Dort zeigt sich keine, bzw. zum Teil schwache Co-
Férbung mit Aquaporin. Es handelt sich zu einem Grofsteil um mesenchymale Zellen.

Aquaporin wird eher dariiber im Ubergang zur Retina exprimiert.

Die Vimentinfarbung ist besonders im Laserherd in der Region der CNV nach 3 dpl stark
ausgeprégt. Auffillig ist, dass in allen Gruppen die Cofirbung mit Aquaporin dort sehr viel
schwicher ist. Aquaporin wird hauptséchlich tiber der CNV exprimiert. Die fiir die Miiller-
Zellen typische Co-Féarbung von Aquaporin und Vimentin ist hier nicht sichtbar (Abbildung 38).
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3.3.3.2 Aquaporin 4

Aquaporin 4 (AQP 4) wurde in der Retina besonders in der duBBeren plexiformen Schicht, sowie
in der Ganglienzellschicht, der neuroretinalen Schicht und der &uleren Kornerschicht
exprimiert. Besonders hervorzuheben ist die vertikale Distribution von der inneren zur du3eren
Grenzmembran entlang des Verlaufs der Miillerzellen. An dieser Stelle weisen Vimentin und

AQP 4 ein vergleichbares Expressionsmuster auf (siche Abbildung 39).

Abbildung 39 Links AQP 4 (GFP), rechts Vimentin (TR) unbehandelt, Foto des gleichen Abschnittes
ohne LH, 20fache Vergrifierung, Pfeile weise auf vertikale Ausldufer der Miillerzellen

In Bezug auf den Laserherd befanden sich viele AQP-4 positive Zellen unmittelbar {iber der
CNV des Laserherdes und nur vereinzelt in der CNV. Reproduzierbare, deutliche Unterschiede

beziiglich der Expression zwischen Aldosteron-, Kontroll- und Spironolactongruppe konnten

A

Abbildung 40 AQP 4 (GRP-griin) und Vimentin (TR-rot) 3dpl (A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-
Spironolacton)20fache Vergréferung — ein deutlicher Unterschied der AQP-4 Expression konnte nicht

gesehen werden.
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3.3.3.3 GLUT-1

Der Glucosetransporter 1 wurde in der Méuseretina vor allem vom RPE exprimiert. In

geringerer Auspragung konnte GLUT-1 in der Ganglienzellschicht, der dufleren plexiformen

Schicht und der dufleren Kornerschicht angefarbt werden (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41 GLUT-1 (GFP) in der normalen Retina, 20fache Vergrofierung. Hauptsdchleiche

Expressionsorte sind die Ganglienzellschicht, die dufere plexiforme Schicht und dufSere Kornerschicht.

Zwischen den Substanzgruppen ergaben sich keine deutlichen Unterschiede im Laserherd oder
der Retina. Ein reproduzierbarer Effekt von Aldosteron und Spironolacton auf die GLUT-1

Verteilung konnte zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden (siche Abbildung 42).

Abbildung 42 GLUT (GFP) 14 dpl (A-Aldosteorn, B-Kontrolle, C- Spironolacton) 40fache VergrifSerung

— die Expression zeigte keine Verdnderung durch Aldosteron oder Spironolacton.



3.4 Humane Retinaendothelzellen

3.4.1 Einfluss von DMSO auf das Experiment
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Zu allen Zeitpunkten konnte ein Einfluss des zur Substanzlosung verwendeten DMSO auf die

Zellproliferation ausgeschlossen werden. In keinem der durchgefiihrten Versuche zeigte sich

eine Suppression der Zellzahl oder der durchgefiihrten Proliferationszyklen der DMSO-

Substituierten Zellen im Gegensatz zur Kontrollzellpopulation (siche Tabelle 9).

Zeitpunkt Gesamtzellzahl Vitale Zellen Avitale Zellen
24h p=0,13 p=0,153 P=0,312
=0,076 =0,091 =0,153
48h P P P
p=0,792 p=0,875 p=0,975
72h

Tabelle 9 Kruskal-Wallis-Test: DMSO zu Kontrolle

3.4.2  Wirkung von Aldosteron und Spironolacton auf Proliferation und

Vitalitat der Endothelzellen

3.4.2.1 Gesamte Zellzahl

Die nicht parametrische Analyse der gesamten Zellzahlen ergab zu keinem Versuchszeitpunkt
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Die asymptotische Signifikanz im Kruskal
Wallis Test erreichte zu keinem Zeitpunkt das Signifikanzniveau von 0,05 (24 h p=0,109, 48 h
p=0,054, 72h p=0,072).

3.4.2.2 Lebende Zellen

Weder Aldosteron noch Spironolacton beeinflussten in den ersten 48 Stunden die Anzahl der
iiberlebenden Zellen. Weder nach 24 Stunden noch nach 48 Stunden konnte ein signifikanter
Effekt auf die Anzahl der CFSE-gefarbten Zellen nachgewiesen werden (KWT 24 h p=0,154,
48 h p=0,062).

Nach 72 Stunden Inkubation mit den 0.g. Substanzen konnten statistisch nachweisbare
Unterschiede in der Anzahl der vitalen Zellen verzeichnet werden (KWT 72 h *p=0,018). Die
zugegebenen Substanzen erreichen ihre vollstandige Wirkung auf die Endothelzellen somit erst
nach einigen Tagen Inkubationszeit. Die weitere nicht parametrische Testung ergab

paradoxerweise sowohl fiir die niedrigste Aldosteronkonzentration von 100pM (MWU
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**p=0,002) sowie fiir eine hohe Spironolactonkonzentration von 2 pM (MWU **p=0,002) eine
signifikante Zellzahlerhohung der vitalen hRECs. Die antizipierte antagonistische Wirkung der
beiden Substanzen ist nicht eingetreten, stattdessen beeinflussten sie die Zellen in die gleiche

Richtung. Die Anzahl der vitalen Zellen nach 72 h wird in Abbildung 43 dargestellt.

Zeitpunkt: 72 h
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Abbildung 43 Vitale Zellen nach 72 h
Die Anzahl der vitalen Zellen nach 72 Stunden wurde durch eine Aldosteronkonzentration von 100
pM sowie Spironolactonkonzentration von 2 mM signifikant erhéht. Die antizipierte antagonistische

Wirkung der Stoffe konnte nicht nachgewiesen werden.

Dieser proproliferative Effekt konnte allerdings in keiner der anderen Aldosteron- oder
Spironolactonkonzentrationen bestitigt werden. Moglicherweise entfalten die Substanzen ihre
maximale Wirkung in diesen Konzentrationen. Allerdings muss trotz p-Wert unterhalb des
Signifikanzniveaus eine zuféllige Erhohung als Alternativerklérung in Betracht gezogen

werden, da es sich um eine explorative Analyse mit multiplen Testungen handelt.

3.4.2.3 Tote Zellen

Die durch Hoechst 33528 angeférbten abgestorbenen Zellen wiesen zum Zeitpunkt 48 Stunden
nach Substanzzugabe signifikant verschiedene Werte auf (KWT *p=0,036). Zu den {ibrigen
Zeitpunkten konnten keine Abweichungen nachgewiesen werden (KWT 24 h p=0,891, 72 h
p=0,501).
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Zeitpunkt: 48 h
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Abbildung 44 Tote Zellen nach 48 h

Nach 48 h war die Anzahl der toten Zellen bei der Aldosteronkonzentration von 100 nM sowie 1
uM verringert. Das Aldosteron wirkte also protektiv auf die Endothelzellen. Die Anzahl der toten
Zellen bei Behandlung mit 2 uM Spironolacton war dagegen signifikant erhoht. Fiir die iibrigen

Konzentrationen lief3 sich dieser antagonistische Effekt nicht signifikant zeigen.

In den detaillierten paarweisen Testungen zeigte sich wie bei den lebendigen Zellen einzelne
Konzentrationen der beiden Substanzen mit signifikanten Unterschieden, welche in den anderen
Bereichen der Titration nicht nachweisbar waren. Zellen die mit Aldosteron in der
Konzentration 100 nM inkubiert wurden wiesen eine kleinere Population abgestorbener Zellen
auf als die Kontrolle MWU *p=0,024). Eine dhnliche Tendenz hatte die nachsthohere und
maximale Aldosteronkonzentration (MWU p=0,053). Ein antagonistischer Effekt konnte bei
Zellen der Spironolacton 2 uM Gruppe beobachtet werden (MWU *p=0,0032). Die Anzahl der
toten Zellen nach 48 Stunden wird in Abbildung 44 dargestellt.

Diese Ergebnisse lassen auf eine gegensitzliche Wirkung der beiden Wirkstoffe schliefen,
wobei Spironolacton in diesem Fall einen negativen Effekt auf die Endothelzellen hatte

wohingegen Aldosteron eine protektive Wirkung auf die Vitalitét der Zellen zeigte.
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3.4.2.4 Proliferationszyklen

Konsistent mit den Ergebnissen der Gesamtzellzahlen konnte auch durch die Auswertung der
MEFI der CFSE-Firbung keine signifikanten Verdnderungen der Proliferation nachweisen.
Innerhalb von 48 Stunden konnte weder eine Behandlung der Zellen mit Aldosteron noch mit
Spironolacton eine Hemmung oder Beschleunigung der Proliferation erreichen. (KWT

p=0,421). Die Proliferationszyklen sind in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45 Proliferationszyklen tiber 48 Stunden (Zeitpunkt 24 h bis 72 h)
Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Es zeigte sich also in dieser
Untersuchung kein Einfluss der Substanzen auf die Proliferation unter normalen kulturellen

Bedingungen.
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3.4.3 H202 — oxidativer Stress

3.4.3.1 Antiproliferative Wirkung des oxidativen Stresses

H202
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Abbildung 46 Titration - Oxidativer Stress durch Wasserstoffperoxid

Der oxidative Stress durch das hinzugefiigte Wasserstoffperoxid fiihrte in jeder Konzentration und
proportional zur Konzentration zu einer signifikanten Verminderung der Proliferation und damit der
vitalen Zellen sowie zu einer signifikanten Redzuierung der Gesamtzellzahl.

Eine Zunahme der avitalen Zellen zeigte sich hingegen nicht. Es wurde also die Proliferation

gehemmt.

Das Verhalten unter der Einwirkung von oxidativem Stress wurde mithilfe der Zugabe von
H,0; untersucht. Durch eine Titration konnte die proportional zur Konzentration auftretende
signifikante Proliferationshemmung der hRECs dargestellt werden (fiir ausfiihrliche Daten siche
Tabelle 10 sowie die graphische Darstellung in Abbildung 46). Im Man Withney U Test zeigte
jede verwendete Konzentration des zugegebenen Wasserstoffperoxids eine stark signifikante

Reduzierung der Gesamtzellzahl, welche sich ebenfalls in der Anzahl der vitalen Zellen

widerspiegelte (siche Tabelle 11).
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Konzent Gesamtzellzahl

ration 24 h 48 h

H>0, N| Mean | Perc.25 | Median |Perc. 75| N | Mean | Perc. 25 | Median | Perc. 75
kein 9| 53086,6| 48149,8| 52754,4| 57576| 18|59832,6| 49048,8|57097,4| 71670,0
50 uM | 3| 34865,5| 33689,6| 35408,8| 35498| 6|38860,4| 37948,5|38616,6| 40385,4
100 uM | 3| 30839,85|29944,89 | 30948,5| 31626,1| 6[31719,9| 28624,4|32429,2| 34044,6
150 uM | 3| 30371,5| 26385,3| 31639,6| 33089,8| 6(29413,9| 26328,6|30077,0| 31211,8
200 uM | 3| 28230,3| 27288,4| 27605,9| 29796,7| 6(24396,2| 22377,0|24600,2| 25924,9

Tabelle 10 Gesamtzellzahlen bei verschiedenen Wasserstoffperoxidkonzentrationen

H202 24 h 48h
Lebende Zellen | Zellen Gesamt | Lebende Zellen | Zellen Gesamt
50 uM P=0,009 P=0,009 P<0,001 P<0,001
100 uM P=0,009 P=0,009 P<0,001 P<0,001
150 uM P=0,009 P=0,009 P<0,001 P<0,001
200 uM P=0,009 P=0,009 P<0,001 P<0,001
KWT P <0,001 P <0,001 P <0,001 P < 0,001

Tabelle 11 Ergebnisse des Kruskal-Wallis und Man-Withney U Testes

Die Menge der toten, mit Hoechst 33258 gefarbten Zellen blieb davon unbeeinflusst. Im

Kruskal Wallis Test konnten weder nach 24 noch nach 48 Stunden zahlenmifBige Unterschiede
der toten Zellpopulation zwischen der Kontrolle und den mit Wasserstoffperoxid inkubierten

Zellen nachgewiesen werden (KWT 24 h p=0,219, 48 h p=0,13).

Somit wird auf die Zellen in diesem Modell oxidativer Stress mit negativem Einfluss auf die

Teilungsfihigkeiten der Zellen ausgeiibt, ohne dass das Uberleben der Zellen beeinflusst wird.

3.4.3.2 Zellpopulationen

Ein Einfluss von Aldosteron und Spironolacton auf Zellen unter oxidativem Stress konnte in
den Versuchen teilweise nachgewiesen werden. Es ergaben sich in der gruppeniibergreifenden
Testung mittels Kruskal Wallis Test zu beiden Zeitpunkten signifikante Unterschiede sowohl in
der gesamten Zellzahl (KWT 24 h p=0,004, 48h p<0,001) als auch in der Anzahl der lebenden
Zellen (KWT 24 h p=0,003, 48 h p<0,001). Die Gesamtzellzahlen sind nach Zeitpunkten in
Abbildung 47 und Abbildung 48 dargestellt. In der weiteren Einzeltestung konnte eine
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antagonistische Wirkung von Aldosteron und Spironolacton nachgewiesen werden. Aldosteron
100 pM forderte signifikant nach 48 Stunden die Proliferation der mit 100 pg H202
behandelten Zellen. Die Gesamtzellzahl war im Gegensatz zu den als Kontrolle mit H202 100
pg inkubierten Zellen zwar erhoht, der Effekt war jedoch nicht signifikant Die Wirkung héherer
H202 Konzentrationen konnte allerdings nicht mehr ausgeglichen werden. Bei Inkubation der
Zellen mit 150 pg H202 auf 20.000 Zellen waren die Gesamtzellzahlen nicht erhoht (MWU-
Test 48h p=0,262).

Allerdings lassen sich diese erh6hten Zellzahlen nicht eindeutig den vitalen oder avitalen
Populationen zuordnen. Hier finden sich keine signifikanten Erh6hungen. Die tiberzéhligen
Zellen lassen sich also zu &hnlichen Teilen in der jeweiligen Subgruppe finden. Ein

Uberlebensvorteil der zusétzlichen Zellen konnte also nicht beobachtet werden.

Zeitpunkt: 24 h
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Abbildung 47 Gesamtzellzahl nach 24 h

Wasserstoffperoxid vermindert die Gesamtzellzahl durch Proliferationshemmung auch bei gleichzeitiger
Zugabe der Substanzen Aldosteron und Spironolacton im Vergleich zur Gesamtzellzahl ohne
Wasserstoffperoxid mit gleicher Substanzzugabe.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den Substanzgruppen konnte nach 24 h nicht nachgewiesen

werden.
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Zeitpunkt: 48 h
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Abbildung 48 Einfluss auf die Gesamtzellzahl nach 48 h unter oxidativem Stress
Signifikant verringert war die Gesamtzellzahl sowie die Zahl der vitalen Zellen von Spironolacton 1
uM mit 150 ug Wasserstoffperoxid im Vergleich zur Kontrolle mit 150 ug Wasserstoffperoxid. Fiir die

geringere Spironolactonkonzentration zeigte sich nur eine signifikante Reduktion der vitalen Zellen.

Fiir Aldosteronkonzentrationen konnte nur eine vereinzelte signifikante Verdnderung dargestellt
werden. Bei 100 ug Wasserstoffperoxidzusatz hatten 100 nM Aldosteron einen proproliferativen
Effekt.

Es konnte also zum Teil ein signifikanter, antagonistischer Effekt nachgewiesen werden, der sich aber

nicht in allen Konzentrationsverhdltnissen reproduzieren lief3.

Fiir die Spironolactonkonzentration von 1 uM konnte nach 48 h eine verringerte
Gesamtzellpopulation der mit 150 ng H202 behandelten Zellen (MWU-Test p=0,024)
nachgewiesen werden. Fiir die lebenden, CFSE-geférbten Zellen dieser
Spironolactonkonzentration konnte ebenfalls eine signifikante Verringerung der Zellmenge nach
48 h nachgewiesen werden, die tote Zellpopulation blieb im Vergleich zur H202-Kontrolle
unbeeinflusst. Es zeigte sich hier ein antiproliferativer Effekt.

Dies wird erhértet durch die ebenfalls zur H202 Kontrolle signifikant verringerte Population
der vitalen Zellen in den mit Spironolacton 0,5 uM oder 1 uM behandelten und 150 pg H202
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inkubierten Zellen. Die Auswertung mittels MWU-Tests ist in Tabelle 12 und Abbildung 49

dargestellt.

Konzentration Gesamte Zellzahl Vitale Zellen
24 h 48 h 24 h 48 h

Aldosteron 100 pM | P=0,1 P=0,048 P=0,1 P=0,262
+ H>0,100 pg
Aldosteron 100 pM | - P= 0,262 - P=10,262
+ H,0, 150 ng
Aldosteron 100 nM | P=0,4 - P=0,7 -
+ H>0,100 pg
Spironolacton 0,5 P=0,1 P= 0,548 P=0,1 P=0,548
uM + H,0, 100 pg
Spironolacton 0,5 - P=0,095 - P= 0,048
uM + H,0, 150 pg
Spironolacton 1 P=0,1 P= 0,262 P=0,1 P=0,167
uM + H,0, 100 pg
Spironolacton 1 - P=0,024 - P=0,024
uM + H,0, 150 pg

Tabelle 12 P-Werte MWU Test der Aldosteron/Spironolactonkonzentrationen mit H,O, gegen die
entsprechende H,O-Kontrolle
Im Vergleich zwischen den Substanzgruppen bei gleicher Wasserstoffperoxidgabe konnte nach 24 h kein

signifikanter Unterschied dargestellt werden.

Fiir den Vergleich zwischen den Substanzgruppen bei Zugabe von 150 ug Wasserstoffperoxid konnte ein
signifikanter Unterschied nach 48 h nachgewiesen werden. Spironolacton 1 ug fiihrte sowohl bei vitalen
Zellen, als auch in der Gesamtzellzahl zu einer signifikanten Zellverminderung. Eine erhéhte Population

toter Zellen konnte fiir diese Konzentrationen nicht signifikant nachgewiesen werden.

Eine erhohte Mortalitdt der Zellen konnte fiir jede der Substanzen ausgeschlossen werden. Die
Populationen der avitalen Zellen bewegten sich zu jedem Zeitpunkt in vergleichbaren

Mengenverhiltnissen (Kruskal Wallis Test 24 h p=0,349; 48h p=0,159).
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Abbildung 49 Einfluss auf vitale Zellen nach 48 h unter oxidativem Stress

Fiir den Vergleich zwischen den Substanzgruppen bei Zugabe von 150 ug Wasserstoffperoxid konnte
ein signifikanter Unterschied nach 48 h nachgewiesen werden. Spironolacton 1 ug fiihrte sowohl bei
vitalen Zellen, als auch in der Gesamtzellzahl zu einer signifikanten Zellverminderung. Eine erhéhte

Population toter Zellen konnte fiir diese Konzentrationen nicht signifikant nachgewiesen werden.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.5.1

Optische Kohirenztomographie

Einen Uberblick iiber die Ergebnisse der OCT bietet die Tabelle 13.

81

signifikante Vergréferung

des Laserherdes

Zentrale Laserherddurchmesser | CNV
Retinadicke
Aldosteron Signifikant Kein Unterschied -
Erhoht
3dpl
zur Kontrolle
Spironolacton 3 dpl Kein Kein Unterschied -
Unterschied
Aldosteron Kein sign. Kein Unterschied Tendenziell groBer als
Unterschied Kontrolle, signifikant
14 dpl
grofer als bei
Spironolacton
Spironolacton Signifikant Kein signifikanter Tendenziell kleiner
Verringert zur | Unterschied; als Kontrolle
14 dpl
Kontrolle . . signifikant kleiner als
Tendenziell etwas kleiner
) CNV bei Aldosteron
als bei der Kontrollgruppe
Dynamik LH- - GroBenzunahmetendenz -
Durchmesser aller Gruppen
3dpl — 14 dpl Unter Aldosteron

Tabelle 13 Zusammenfassung der Ergebnisse der optischen Kohdrenztomographie

3.5.2

Fluoreszenzangiographie

Eine tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse der Fluoreszenzangiographie fiir die
einzelnen Phasen und Zeitpunkte wird in Tabelle 14 dargestellt.



82

Leckage Laserherdgrofle Verhiltnis
Leckage zu
Laserherdgrofle
Aldosteron In der Frithphase Kein signifikanter Kein signifikanter
tendenziell erh6ht Effekt Effekt
3dpl
(nicht signifikant)
Aldosteron In der Friih- und Kein signifikanter Kein signifikanter
Spétphase Effekt Effekt
14 dpl
tendenziell erh6ht
(nicht signifikant)
Spironolacton In der Friih- und Kein signifikanter Kein signifikanter
Spétphase minimal | Effekt Effekt
3 dpl
verringert
(nicht signifikant)
Spironolacton In der Friih- und Kein signifikanter Kein signifikanter
Spétphase minimal | Effekt Effekt
14 dpl
verringert
(nicht signifikant)
Dynamik LH-Grofe Kontrolle und
Spironolacton:
3 dpl - 14 dpl
signifikante LH-
GroBenabnahme

Tabelle 14 Zusammenfassung der Ergebnisse der Fluoreszenzangiographie

3.5.3 Immunhistochemie

Eine iibersichtliche Zusammenstellung der Effekte von Aldosteron und Spironolacton auf die
Expression der einzelnen Proteine in den immunhistochemischen Untersuchungen und die
Expressionsmuster der unbehandelten Retina wird in Tabelle 15 aufgefiihrt.
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Expression im Bereich des

Laserherdes im Vergleich zu

Expressionsmuster in

der Retina

Kontrolle
Aldosteron Spironolacton
Isolektin B4 Kein Effekt Kein Effekt GefaBifarbung CNV und
Choroidea
3 dpl
Mikroglia: IB4 Féarbung
in der inneren
Isolektin B4 erhoht Verringert Kormerschicht
14 dpl
VEGF Erhohte Verringerte Gesamte Retina
Expression Expression .
3dpl besonders stark in
Ganglienzellschicht und
RPE,
VEGF Kein Kein etwas geringer in innerer
14 dpl reproduzierbarer | reproduzierbarer | und fuBerer
Expression im LH
Claudin 5 Leicht verringerte | Kein Ganglienzellschicht,
3 dol Expression reproduzierbarer | Innere Kornerschicht,
p
Effekt duflere Kornerschicht
Expression besonders
Claudin 5 Verringerte Kein tiber dem LH,
14 dpl Expression reproduzierbarer | gefiBassoziiert
Effekt
70-1 Kein Kein Ganglienzellschicht,
3 dol reproduzierbarer | reproduzierbarer | innere und dufere
p
Effekt Effekt Kornerschicht, dullere
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70-1 Kein Kein plexiforme Schicht, RPE,
reproduzierbarer | reproduzierbarer | im LH
14 dpl
Effekt Effekt
VE-Cadherin Kein Kein Ganglienzellschicht,
3dol reproduzierbarer | reproduzierbarer | Innere und duflere
p
Effekt Effekt Kornerschicht, RPE,
gefiBassoziiert,
VE-Cadherin Verringerte Kein
Expression reproduzierbarer
14 dpl
Effekt
Vimentin Erhohte Verringerte Ganglienzellen, RPE,
3 dol Expression Expression Laserherd, &dufere
p
plexiforme Schicht,
Vimentin Kein Kein
reproduzierbarer | reproduzierbarer
14 dpl
Effekt Effekt
Aquaporin 4 Kein Kein zwischen innerer und
3 dol reproduzierbarer | reproduzierbarer | duBlerer Grenzmembran,
p
Effekt Effekt .
Ganglienzellen,
dullere Kornerschicht,
Aquaporin 4 Kein Kein duBere plexiforme
reproduzierbarer | reproduzierbarer | Schicht
14 dpl ’
Effekt Effekt Ausprigung besonders
zwischen LH und Retina
GLUT-1 Kein Kein RPE!!, geringe
3 dol reproduzierbarer | reproduzierbarer | Auspriagung
p
Effekt Effekt Ganglienzellen und
dullere Kornerschicht
Glut -1 Kein Kein
reproduzierbarer | reproduzierbarer
14 dpl
Effekt Effekt

Tabelle 15 Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen




3.5.4

Humane Retinaendothelzellen
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Eine tibersichtliche Zusammenfassung der zellbiologischen Versuche bietet Tabelle 16.

Humane Retinaendothelzellen - Zellkultur

Zellen Vitale Zellen Tote Zellen | Proliferationszyk
gesamt (CFSE) (Hoechst) len24 h-72h
24 h Keine Keine Keine Keine signifikanten
signifikanten signifikanten signifikanten Unterschiede
Aldosteron
Unterschiede | Unterschiede Unterschiede zwischen den
(100 pM, 1 nM, | pachweisbar nachweisbar nachweisbar Proliferationszyklen
100 nM, 1 uM) (t24—-t72=48
KWT: KWT: p=0,154 | KWT: p=0,891
Stunden) der
Kontrolle p=0,109 . )
verschiedenen
Spironolacton Gruppen
(0,5-4 uM) KWT p=0,421
48 h Keine Keine KWT: p=0,036
signifikanten signifikanten
Aldosteron Aldosteron
Unterschiede Unterschiede
(100 pM, 1 nM, | pachweisbar nachweisbar 100 nM und
100 nM, 1 pM) _
KWT p= 0,054 | KWT: p=0,062 | | kM geringere
Kontrolle Anzahl toter
) Zellen
Spironolacton
(MWT p= 0,024
(0,5 -4 uM)
und 0,053)
Spironolacton 2
uM
(MWT p=
0,0032) groBere
Menge toter
Zellen
72 h Keine KWT p=0,018 Keine
signifikanten signifikanten
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Aldosteron

(100 pM, 1 nM,
100 nM, 1 uM)

Kontrolle

Spironolacton

(0,5 - 4 uM)

Unterschiede
zwischen den

Gruppen

KWT p=0,072

Aldosteron 100
pM

(MWU: p=
0,002) und

Unterschiede

nachweisbar

KWT: p =0,501

Spironolacton 2
uM (MWU
p=0,002) beide
signifikant
hohere Anzahl

lebender Zellen

Tabelle 16 Zusammenfassung der Ergebnisse der zellbiologischen Versuche mit Retinaendothelzellen
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Humane Retinaendothelzellen und oxidativer Stress

Die Wirkung auf von Aldosteron und Spironolacton auf hREZ unter oxidativem Stress wird in
Tabelle 17 iibersichtlich zusammengefasst.

Zellen gesamt Lebende Zellen Tote Zellen
H202 Signifikant weniger | Signifikant weniger | Kein signifikanter
Zellen mit jeder vitale Zellen mit Effekt
H202 Konzentration | jeder H202
Konzentration
Ocxidativer Stress
Oxidativer Stress cy L.
wirkt Oxidativer Stress
wirkt . . .
antiproliferativ
auf hREC
H202 und Nach 48 h: Kein signifikanter Kein signifikanter
Aldost Effekt Effekt
osteron Signifikant hohere © ©
Gesamtzellzahlen bei
H202 100 pg mit
100 pM Aldosteron
im Vergleich zur
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Kontrolle mit H202
100 pg

Aldo 100 pM wirkte

Spironolacton 2 uM
erniedrigte die
Anzahl der mit 150
png H202 inkubierten
Zellen Signifikant

Spironolacton 1 pM
wirkte

antiproliferativ

Spironolacton 2 uM
erniedrigte die
Anzahl der mit 150
png H202 inkubierten
Zellen Signifikant

Spironolacton 1 pM
wirkte

antiproliferativ

vereinzelt

proproliferativ
H202 und Nach 48 h: Nach 48 h: Kein signifikanter
Spironolacton Effekt

Tabelle 17 Zusammenfassung der Ergebnisse der zellbiologischen Versuche unter oxidativem Stress
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4 Diskussion

4.1 Einfluss auf klinische Retina- und Laserherdmorphologie

4.1.1 Zentrale Dicke

Aldosteron und Spironolacton entsprechen in den Ergebnissen der antizipierten antagonistischen
Wirkung. Wahrend Aldosteron innerhalb der ersten drei Tage signifikant und nach vierzehn
Tagen tendenziell bei Blick auf den Wertebreich die Retinadicke vergrofert, reduziert

Spironolacton diese nach vierzehn Tagen signifikant.

Eine Vergroferung der Retinadicke im zentralen Bereich des Laserherdes kann durch die GrofB3e
der CNV oder durch intra- bzw. subretinale Odembildung bedingt werden (132).

Eine Zunahme der Retinadicke durch intraretinale Fliissigkeit als Reaktion auf die
Aldosteronapplikation ist bereits berichtet worden (187). Hier konnte erstmals gezeigt werden,
dass dieser Effekt auch im Modell der laserinduzierten CNV nachweisbar ist. Diese Ergebnisse
legen eine Beeinflussung des Wasserhaushaltes des Auges und in besonderem Malle der Retina
nahe. Retinale Odeme resultieren meist aus einer funktionellen Einschrinkung der Blut-Retina-
Schranke (BRS) (151). Auf den Wasserhaushalt der Retina nimmt Aldosteron iiber
Beeinflussung von Transportproteinen Einfluss. Dies wurde bereits auf die Vermehrung von
Transportkanilen (z.B. AQP-4, EnaC) sowie die Verlagerung von AQP-4 als Wasserpore an
MZ-Fiifle und um anliegende vaskuldre Strukturen zuriickgefiihrt. Dadurch wird iiber AQP4 die
Permeabilitdt der BRS fiir Fliissigkeit erhoht (187). Einen Effekt von Spironolacton und
Aldosteron auf AQP 4 im Laserherd als Erklarung fiir die zunehmende Retinadicke unter
Aldosteron oder den gegenteiligen Effekt durch Spironolacton konnte in unseren
immunhistochemischen Versuchen hingegen nicht nachgewiesen werden.

Allerdings konnte ein Einfluss auf Zell-Zell-Verbindungen der BRS detektiert werden. Die
Permeabilitdt der BRS ist, wie eingangs erldutert, neben den Transportproteinen ma3geblich
von der Stabilitdt der Tight- und Adherens-Junctions abhingig. Claudin-5 ist ein
barrierestarkendes Protein der TJ, insbesondere in Endothelzellen (5). In der Retina ist der
barriereférdernde Effekt von Claudin-5 ebenfalls nachgewiesen (166). Die in unserer Studie
nachgewiesene verringerte Expression von Claudin unter Aldosteroneinfluss bietet eine
mogliche pathophysiologische Erklarung fiir die Zunahme der zentralen Laserherddicken unter
Aldosteron.

Auch die in unseren Versuchen immunhistochemisch detektierte verringerte Expression des AJ-

Proteins VE-Cadherin unter Aldosteroneinfluss konnte zur Destabilisierung der BRS unter
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Aldosteron beigetragen haben. Ein Mangel an VE-Cadherin fiihrt zu Permeabilitétssteigerung
der BRS und zu einer verminderten Claudin 5 Transkription. Dieser Effekt auf AJ ist sowohl
unter Einfluss von VEGF sowie bei oxidativem Stress (ROS) vermehrt beobachtet worden (74).
Die Aktivierung bzw. Verstirkung von VEGF oder oxidativem Stress durch das RAAS und
zum Teil auch direkt durch Aldosteron konnte bereits mehrfach gezeigt werden (123, 164, 176,
187).

Die Zunahme der zentralen Laserherddicken unter Aldosteron kdnnte demnach durch Stérung
der Tight- und Adherens-Junctions entstanden sein. Dieser Effekt des Aldosterons auf die BRS
konnte moglicherweise durch Spironolacton antagonisiert werden und somit neue

Therapiemdglichkeiten eroffnen.

Die zweite pathophysiologische Hypothese beziiglich der modifizierten zentralen Dicke des
Laserherdes — die Wirkung auf die Ausbildung der choroidalen Neovaskularisation — wird
ebenfalls durch Aldosteron und Spironolacton beeinflusst. Die verstirkte bzw. verringerte
Expression von proangiogenen Substanzen wie VEGF unter Aldosteron bzw. Spironolacton
wurde bereits vermutet (123) und konnte von uns immunhistochemisch bestétigt werden. Auch
die Gesamtgrofle der Neovaskularisation konnte nach 14 Tagen durch Anfarbung der vaskuldren
Strukturen mit Isolektin B4 als vergrofert unter Aldosteron und verringert unter Spironolacton
dargestellt werden. Analoge Ergebnisse zeigten sich fiir Spironolacton koherenztomographisch
in dieser Arbeit. Die zentrale Dicke der LH in der Spironolactongruppe nach 14 Tagen ist

demnach wahrscheinlich auch aufgrund der kleineren CNV verringert.

Der Effekt von Aldosteron bzw. Spironolacton auf die zentrale Dicke der Retina im LH ist also
durch Schwéchung bzw. Starkung der BRS sowie durch Férderung bzw. Inhibition der
Ausbildung der choroidalen Neovaskularisation pathophysiologisch erklarbar. Da in dieser
Arbeit durch Aldosteron und Spironolacton sowohl eine Beeinflussung der CNV als auch der
BRS nachgewiesen werden konnte, ist eine multifaktorielle Genese wahrscheinlich.

Die Retinale Dicke ist ein wichtiger klinischer Marker fiir die Schwere der Beeintrachtigung.
Bei Patienten konnte eine negative Korrelation zwischen zentraler Retinadicke in der Fovea und
dem Visus der Patienten beobachtet werden (88, 132). Eine Reduktion der Retinadicke ist also
ein wichtiges therapeutisches Ziel, sodass eine Spironolactonbehandlung eine wertvolle
Therapieergdnzung darstellen konnte.

Auch fiir andere retinale Erkrankungen ist eine Reduzierung der Retinalen Dicke im Bereich der

Pathologien durch MR-Antagonismus bereits nachgewiesen worden (44).
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4.1.2 CNV-Grofle

Die choroidalen Neovaskularisationen nach vierzehn Tagen stellten sich im Vergleich zur
Kontrolle durch Aldosteron tendenziell leicht vergrofert und durch Spironolacton deutlich
verringert dar. Mit Aldosteron behandelte Tiere entwickelten signifikant groBere CNV als mit
Spironolacton behandelte Tiere. Nach Annahme einer physiologischerweise vorliegenden
Aldosteronkonzentration im Auge fiihrt demnach ein Aldosteronantagonismus mit
Spironolacton zu einer signifikant geringeren Auspriagung der CNV als eine Erhohung der

Aldosteronkonzentration durch zusétzliche Supplementation.

Dies steht im Einklang mit der Verringerung der LH-Retina-Dicke durch Spironolacton, welche
nach Aussage dieser Ergebnisse zum Teil durch eine geringere Auspriagung der CNV bedingt

sein wird.

Dabher ist von einer Beeinflussung der Grof3e der choroidalen Neovaskularisation durch das
RAAS und im Besonderen durch Aldosteron und Aldosteronantagonismus auszugehen. Es ist

anzunehmen, dass Aldosteron in der Entwicklung von Neovaskularisationen eine Rolle spielt.

Die Inhibierende Wirkung von Aldosteronsuppression auf retinale Neovaskularisationen ist
bereits bekannt (45). RAAS-Inhibition durch ACE-Hemmer und AT1-Antagonisten, welche
indirekt auch die Aldosteronsynthese inhibieren, fithrte ebenfalls zur Suppression von retinalen
Neovaskularisationen sowie zu einer Verminderung der Expression von VEGF und VEGF-R

(125).

Diese Studie berichtet erstmals von einem inhibierenden Effekt des MR-Antagonismus auf die
choroidalen Neovaskularisationen. Fiir andere Bestandteile des RAAS wie Prorenin und ANG II
ist bereits eine Beteiligung an der Entstehung von CNV's nachgewiesen worden (128, 152).
Sowohl Prorenin als auch ANG II bewirken im Korper eine vermehrte Expression von
Aldosteron (157). Die hier gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass ein Teil des dort gezeigten
Effektes auf der Aldosteronwirkung beruhen konnte.

Die therapeutischen Mdoglichkeiten der MR-Antagonisierung zur Behandlung von CNV sollten

daher weiter exploriert werden.

4.1.3 LH-Ausdehnung

Die Ausdehnung des Laserherdes wurde in dieser Studie durch zwei Methoden beschrieben. In
den Spectral Domain OCT (SD-OCT) Aufnahmen konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Laserherddurchmessern gefunden werden. Auch die Fliche der Laserherde in den
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Infrarotaufnahmen zur Planung der FAG wies keine signifikanten Unterschiede zwischen

Aldosteron, der Kontrolle und Spironolacton auf.
Die Dynamik der beiden Parameter zeigte allerdings kleine Unterschiede.

Der Laserherddurchmesser im OCT, also der Defekt in Bruchscher Membran und RPE, war in
den Tieren welche vierzehn Tage mit Aldosteron behandelt wurden signifikant grof3er als in den

Tieren welche drei Tage die Aldosteroninjektionen erhielten.

Das RAAS wurde bereits im Zusammenhang mit der erh6hten Expression von Matrix-
spaltenden Enzymen wie MMP-9 in Verbindung gebracht (92). Eventuell fiihren solche

Mechanismen zu einer VergroBerung des LH-Durchmessers.

Die LH-Fléache der Kontroll- und Spironolactongruppe war bei den Tieren welche vierzehn
Tage behandelt wurden signifikant kleiner als die der Kontroll- und Spironolactongruppe mit
drei Tagen Injektionen.

Der Durchmesser und damit auch die Fliche ist mafigeblich von den 75um Durchmesser des
Laserstrahls abhéngig. Eine Verdnderung im Versuchsverlauf scheint zumindest so gering zu

sein, dass die Unterschiede zwischen den Gruppen erst viel spéter detektiert werden konnen.

4.1.4  Zusammenfassende Einordnung

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass die Frage nach dem
Einfluss von Aldosteron auf die klinische Auspriagung der laserinduzierten CNV beantwortet
werden kann. Aldosteron fordert die klinischen Zeichen der Krankheitsprogression die in
Patienten mit Visusbeeintrachtigung einhergehen — Retinale Dicke und Volumen der CNV.
Spironolacton {ibt einen gegenteiligen Effekt aus und sollte als therapeutische Moglichkeit in

Betracht gezogen werden.

4.1.5 Methodenkritik und mogliche Fehlerquellen

Wie bereits eingangs erwihnt, ist das Modell der laser-induzierten CNV an Méusen eine
international anerkannte und geeignete Methode zur Erforschung der CNV bei AMD (144). Die
Methode ist stark abhéngig von der Handhabung des Lasers. Durch konsequente Bedienung des
Lasers durch dieselbe erfahrene und qualifizierte Person bei jedem Versuch konnte eine
Beeinflussung der Ergebnisse minimiert werden. Allerdings wurde durch die Nutzung junger
Tiere der Einfluss degenerativer Verdnderungen in den Versuchen dieser Arbeit vernachléssigt.
Die optische Kohdrenztomographie hat sich in der klinischen quantitativen Beurteilung der

CNYV bei AMD bewihrt (95). Das SD-OCT eignet sich ebenfalls zur Beurteilung
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morphologischer Verdnderungen in laserinduzierter CNV in Versuchstieren wie Ratten oder
Mausen. Der Durchmesser der CNV kann genauso wie das Volumen ermittelt werden und
korrespondiert gut zu ex-vivo untersuchten histologischen Schnitten (113).

Auch die Fluoreszenzangiographie (FAG) ist eine klinische etablierte Methode zur Beurteilung
choroidaler Neovaskularisationen welche auch in Versuchstieren regelhaft angewendet wird.
Leckage aus choroidalen und retinalen Gefaflen konnte mithilfe von Photoshop hervorragend
beurteilt werden und die aus dem Infrarotbild ermittelte Grofe des Laserherdes stellte eine
Kontrollmethode zur Beurteilung der LH-Gro8e durch den Eindimensionalen LH-Durchmesser
des OCTs dar (48, 49).

Durch Multiplikation der LH-Gré8e mit der Fluoreszenzintensitét der Leckage konnte eine
Verzerrung der Ergebnisse verhindert werden. GroBflidchige schwache Leckagen wiirden bei
singuldrer Betrachtung der Fluoreszenzintensitét als klinisch unbedeutendere Befunde gewertet,
obwohl sie klinisch ebenso zu Visusabfall fithren kdnnen. Diese Befunde erhielten damit den

gleichen Einfluss auf das Ergebnis wie kleine stark fluoreszierende Leckagebereiche.

OCT und FAG sind damit optimal fiir die Beurteilung der klinischen Auspriagung und
morphologischen Verdnderungen unter Therapie der laserinduzierten CNV geeignet.
Allerdings hatten wohlmdglich durch die Wahl eines Versuchszeitraums von sieben Tagen
priagnantere Ergebnisse gezeigt werden konnen, da Leckage und CNV nach Laserinduktion der
CNYV ihr Maximum nach sieben Tagen erreichen, um sich dann langsam iiber mehrere Wochen
wieder zu reduzieren (113). Zur Reduktion der Gesamtanzahl der Versuchstiere wurde auf
diesen zusétzlichen Zeitpunkt verzichtet. Dieser hétte zumindest in der ex-vivo Auswertung zu

einer deutlichen Steigerung der Versuchstieranzahl gefiihrt.

Mogliche Fehlerquellen ergeben sich aus dem Versuchsaufbau und miissen bei der
Ergebnisbeurteilung beriicksichtigt werden. Da stets mehrere Laserherde und Augen pro Tier als
eigenstindige Versuchseinheiten gewertet wurden kann eine Koabhéngigkeit nicht
ausgeschlossen werden. Dies konnte in der statistischen Auswertung nicht beriicksichtigt
werden. Ein Versuchsaufbau mit einem Laserherd pro Tier hétte allerdings entweder eine sehr
kleine Anzahl an Versuchseinheiten oder nicht vertretbar grole Mengen an Tieren zur Folge
gehabt. Daher ist es bei solchen Modellen international iiblich, mehrere Laserherde pro

Versuchstier zu verwenden.
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4.2 Einfluss auf Blut-Retina-Schranke

4.2.1 Leckage in der FAG

Die langsamere Anflutung des Fluoreszeins in den Méauseretinae mit Maximum in der
Spétphase lédsst sich durch die unterschiedliche Applikation erkldren. Wihrend FAGs beim
menschlichen Patienten intravenos durchgefiihrt werden, nahmen wir bei den Mausen die

Injektionen intraperitoneal vor.

Signifikante Verdnderungen der Leckage konnten in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.
Ein Blick auf die Grafiken zeigt jedoch Tendenzen, die im Einklang mit der Hypothese stehen,
dass Aldosteron Leckage fordert und Spironolacton sie verringert. So ist die
Fluoreszenzintensitit der Aldosterongruppe nach drei Tagen in der Frithphase und vierzehn
Tagen in der Friih- und Spitphase im Median im Vergleich zur Kontrolle erhoht. Die
Fluoreszenzaktivitit der Spironolactongruppe bewegt sich im Median stets minimal unter der

Kontrolle.

Die Korrelation der MFI zur Grof3e ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Die
Multiplikation der MFI mit der Flache des Laserherdes sollte einen allgemeinen Faktor der

Schwere der Lision darstellen, in dem beide Parameter in einen Wert integriert werden.

Diese Verdnderungen lassen aufgrund fehlender Signifikanzen keine klaren Aussagen in Bezug
auf die Beeinflussung von Leckage und BRS zu. Insgesamt konnte Aktivierung oder
Inhibierung des MR-Rezeptors keinen signifikanten Effekt auf die Leckage aus CNV ausiiben.
Ebenfalls keine Verdnderungen der Leckage in der FAG konnte bei Patienten mit
entziindlichem zystoidem Makuladdem, welche mit Lisinopril behandelt wurden, gezeigt
werden (170).

Die hier gesehenen Tendenzen der Leckageforderung durch Aldosteron und Hemmung durch
Aldosteron an den verschiedenen Zeitpunkten stehen im Einklang mit den hier gezeigten
Effekten auf die BRS, sowie mit anderen Ergebnissen aus der Literatur. Durch die verminderte
Expression von Claudin-5 kann es in Geweben zu einer vermehrten Permeabilitét der
BlutgefiBe fiir kleine Molekiile wie Fluoreszein geben (28, 131). Sollte die hier beobachtete
Tendenz trotz nicht vorhandener Signifikanz korrekt sein, bieten die hier gezeigten Effekte von
Aldosteron auf Claudin-5 eine valide Erklarung fiir die Leckage. Dies wiirde ebenfalls in
Einklang mit der aktuellen Literatur in Bezug auf das RAAS stehen.

In einem transgenen Mausmodell mit erhdhten ANG II Leveln konnte ebenfalls ein Anstieg der
Leckage aus hypertensiven Exsudaten beobachtet werden, den Reichhart et al einer

Veranderung der BRS zuschrieben (147).
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Auch im Mausmodell der laserinduzierten CNV konnte ein positiver Effekt der RAAS-
Inhibition auf die Leckage nachgewiesen werden. Die medikamentdse Inhibition der
Umwandlung von ANG I zu ANG II durch einen ACE-Hemmer resultierte in deutlich
reduzierter Leckage (110).

Diese Studien verwendeten allerdings ein qualitatives, subjektives Bewertungssystem der FAG-
Aufnahmen (110), wohingegen unsere Quantifizierbare Auswertungsmethode belastbarere

Ergebnisse generiert.

Insgesamt ist die internationale Datenlage zur Modifizierung der Leckage in FAG durch
Bestandteile des RAAS sehr begrenzt. Zum Einfluss von Aldosteron auf Leckagen bei CNV ist
nichts bekannt. An anderen Geweben mit Barrierefunktion ist eine Wirkung von Aldosteron auf

TJ-Bestandteile wie Claudine bereits nachgewiesen worden (5).

Aufgrund der im Grofiteil der MFI-Werte konsistenten Tendenzen, dem Hinweis auf BRS-
Beteiligung durch die Beeinflussung der retinalen Dicke und des in anderen Studien
nachgewiesenen Effektes des RAAS auf die BRS war jedoch eine weiterfithrende Untersuchung

indiziert.

4.2.2  Einfluss auf Tight und Adherens Junctions

Die hier durchgefiihrten Immunofluorsezenzfiarbungen geben Anlass zur Vermutung, dass
Aldosteron und Aldosteronantagonismus einen Einfluss auf Tight- und Adherens Junctions

ausiiben.

Ein Einfluss von Aldosteron auf Claudine in Form einer Expressionserh6hung von Claudin-8 im
Colon ist bereits nachgewiesen worden. Im Colon hat Aldosteron einen barriereférdernden

Effekt (5).

In dieser Studie wurde in Bezug auf Claudin 5 eine gegenteilige Beobachtung gemacht.
Claudin-5 ist ein barrierestarkendes Protein der TJ, insbesondere in Endothelzellen (5). Claudin-
5 wurde in der Retina wie erwartet gefaBassoziiert, aber auch in der Ganglienzellschicht sowie
in der inneren und &duBeren Kornerschicht exprimiert.

Auch im Laserherd wurde Claudin-5 nachgewiesen, eine groBBere Konzentration befand sich oft
auch direkt liber dem Laserherd. Die neugebildeten Gefalle der CNV enthalten also ebenfalls
Claudin-5.

Nach drei Tagen Aldosteronbehandlung konnte im Bereich des Laserherdes eine leicht
verminderte, nach vierzehn Tagen Aldosteronbehandlung eine deutlich verminderte Expression

von Claudin-5 dargestellt werden. Spironolacton zeigte keinen Effekt.
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Eine erhohte Expression von Claudin-5 verbessert durch Induktion einer vermehrten Claudin-1
und verminderten Claudin-2 Expression die Barrierefunktion und senkt Permeabilitdt der
inneren BRS (166). Dementsprechend fiihrt eine niedrige Konzentration an Claudin-5 zu einer
erhohten Permeabilitit.

Der hier nachgewiesene Effekt des Aldosterons — Beeinflussung der inneren BRS durch
Verminderung der Expression des TJ-Proteins Claudin 5 in den GefdBlen der CNV — kann zu
retinaler Odembildung an diesen Stellen fithren und damit urséchlich fiir die vergroBerte
zentrale Dicke des Laserherdes in der Aldosterongruppe sein. Auch zeitlich gibt es hier, mit der
starken Verminderung des Claudin-5 und damit wahrscheinlich konsekutiv stark erhohter
Permeabilitdt nach vierzehn Tagen sowie der erhohten zentralen Dicke der Retina in der
Aldosterongruppe im Vergleich zur Kontrolle nach vierzehn Tagen, eine Korrelation, welche
die Hypothese unterstitzt.

Der komplette Verlust von Claudin-5 in der Blut-Hirn-Schranke fiihrt genauso wie die
reversible Blockade von Claudin-5 in der BRS von Méusen zu einer erhaltenen Barrierefunktion
fiir groBBe Molekiile, jedoch zu einer Permeabilitéit der Barriere fiir kleinere Molekiile unter 800
D, wie zum Beispiel Fluorescein (28, 131). Dies erkliart zum einen den Wassereinstrom im
Rahmen retinaler Odembildung, wiirde allerdings auch eine Erklirung fiir die tendenziell, wenn
auch nicht signifikant, vermehrte Fluorescein-Leckage in der Aldosterongruppe geben.

Auch in vielen retinalen, neovaskuldren Erkrankungen, wie diabetischer Retinopathie, ist eine
Verminderung von Claudin-5 als Ursache fiir eine Schwichung der BRS und daraus
resultierende Leckage identifiziert worden (155, 180).

Einen Grund fiir die Verminderung der Claudin-5 Expression durch Aldosteron kdnnte der

Effekt der Substanz auf VE-Cadherin darstellen.

Die Ausbildung von TJs, insbesondere Claudin-5, wird durch AJs gesteuert. Endotheliales VE-
Cadherin, ein Molekiil der AJs, verstérkt iiber einen B-Catenin Signalweg die Genexpression
von Claudin-5. Ein Mangel an VE-Cadherin fiihrt so zu verminderter Claudin-5 Expression
(165). Da in dieser ex-vitro Studie die VE-Cadherin- Expression nach vierzehn Tagen
Aldosteroneinfluss erniedrigt, die Claudin-5 Expression aber bereits nach drei Tagen leicht und
nach vierzehn Tagen stark erniedrigt war, ist eine Beeinflussung der Claudin-5 Expression iiber
mehrere Signalwege wahrscheinlich. Die initiale Verminderung der Claudin-5 Expression
scheint nach vierzehn Tagen durch den VE-Cadherin-Mangel verstiarkt zu werden. Aldosteron

entfaltet seine volle Wirkung auf die BRS also bei langfristig erhohtem Aldosteroneinfluss.

Wie aufgrund der bekannten Expression in Endothelien erwartet, wurde VE-Cadherin

immunhistochemisch in der Retina und im Choroid gefdBBassoziiert dargestellt. Zudem lieB es
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sich in der Ganglienzellschicht, der dulleren plexiformen Schicht, dem Stratum neuroepitheliale
und im LH nachweisen. Schwache Farbung zeigte sich in der inneren und dufleren

Kornerschicht.

Aldosteron reduzierte nach vierzehn Tagen die Expression von VE-Cadherin in den

Laserherden. Spironolacton konnte keinen reproduzierbaren Effekt erzielen.

Eine Hemmung an VE-Cadherin 16st in der Mikrovaskulatur vieler Geweben eine langfristige
Erhéhung der Permeabilitét aus (38) Diese permeabilititsfordernde Wirkung kann durch
Phosphorylierung an der Zellemembran, vermittelt beispielsweise durch VEGF, enzymatische
Spaltung oder durch Internalisierung von VE-Cadherin in die Zelle ausgeldst werden (43, 75).
Wie bereits erwihnt schwiécht gerade ein chronischer Mangel an VE-Cadherin die BRS durch
eine verminderte Expression des essentiellen TJ-Proteins Claudin-5 (74). Dies erklért auch,
warum die zentrale Dicke vom Aldosteron bzw. Aldosteronantagonismus erst nach vierzehn

Tagen signifikant beeinflusst wurde.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass iiber die Reduzierung der VE-Cadherin- und
Claudin-5-Expression, Aldosteron negativ auf die Barrierestruktur und -funktion der BRS wirkt.
Wahrscheinlich hat dies eine permeabilititsfordernde Wirkung zur Folge.

Eine positive Wirkung auf die BRS durch Spironolacton konnte nicht nachgewiesen werden.
Weitere Studien sollten zeigen, ob die Aldosteronwirkung auf die BRS durch simultane

Spironolactongabe antagonisiert werden konnen.

VE-Cadherin beeinflusst neben der BRS auch die Angiogenese und hat dabei iiber verschiedene

Signalwege pro- und antiproliferative Eigenschaften.

In der Angiogenese ist die Zell-Zell-Adhésion der Zellen durch VE-Cadherin besonders
wichtig. Ein Mangel an VE-Cadherin hemmt die Aussprossung neuer aus bestehenden Gefidl3en
- Sprouting - und hat auch dadurch einen hemmenden Effekt auf Neovaskularisationen (139).
Der dadurch resultierende antiangiogene Effekt einer Inhibition der Zell-Kontakt-herstellenden
VE-Cadherin-Region auf retinale Neovaskularisationen konnte bereits fiir die Sauerstoff-

induzierte Retinopathie nachgewiesen werden (129).

Uber eine Inhibition der VEGF-Wirkung und Unterstiitzung der durch TGF-B ausgelsten
antiproliferativen Signalwege wirkt VE-Cadherin andererseits antiproliferativ auf
Endothelzellen.

Durch Bindung an den VEGF-2 Rezeptor inhibiert VE-Cadherin im Rahmen der Kontakt-
Inhibition die proproliferative Wirkung von VEGF und unterdriickt damit indirekt die
Angiogenese (104).
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TGF-B kann auf Endothelzellen je nach iiber verschiedene Rezeptoren je nach Kontext pro- oder
antiproliferativ wirken (149). VE-Cadherin ist essentiell fiir die antiproliferative und
antimigrative Wirkung des TGF-B Signalweges auf Endothelzellen. Ein Mangel an VE-
Cadherin wirkt damit indirekt proproliferativ (149).

In atherosklerotischen und neovaskuldren Gefédf3abschnitten ist die verminderte Expression von
VE-Cadherin mit einer vermehrten Einwanderung von Immunzellen verbunden. Ein Mangel an

VE-Cadherin konnte also inflammatorische Prozesse in der CNV unterstiitzen (19).

Der Effekt, den Aldosteron iiber die verminderte VE-Cadherin-Expression auf die Angiogenese
hat, kann aufgrund der bipolaren Wirkung des VE-Cadherins noch nicht abschlieBend
beantwortet werden. Auch eine zeitgerechte Therapie konnte in diesem Behandlungsansatz
entscheidend sein. Daher sollten weitere Projekte angeschlossen werden um die verschiedenen
Stadien der CNV Entstehung sowie die Rolle des VE-Cadherins zu den verschiedenen

Zeitpunkten weiter zu beleuchten.

Ein weiteres wichtiges Strukturprotein der TJs, ZO-1, wurde in der Retina ebenfalls
gefdBassoziiert in Retina und Choroid, sowie besonders in der Ganglienzellschicht (bzw. der
inneren Grenzmembran), der dueren plexiformen Schicht, sowie dem Stratum neuroepitheliale
exprimiert.

Z0O-1 hat besonderen Einfluss auf die dulere BRS, das RPE, wo ein Mangel zu Dysfunktion und
Leckagen fiihren kann (76).

Weder Aldosteron noch Spironolacton hatten einen Einfluss auf die ZO-1 Expression.

Aldosteron beeinflusst die damit innere BRS also negativ und erhoht die Permeabilitét durch
eine Senkung der Claudin-5 Expression nach drei und nach vierzehn Tagen, sowie der VE-
Cadherin Expression nach vierzehn Tagen. Ein Einfluss auf die TJ der d4ufleren BRS konnte
nicht nachgewiesen werden.

Die Fehlende Wirkung von Spironolacton auf die Claudin-5 sowie die VE-Cadherin-Expression
kann vielleicht durch den Wirkmechanismus erklart werden. Spironolacton hemmt die Wirkung
von Aldosteron am MR kompetitiv, sodass Spironolacton nur die vorhandene Aldosteron-
Wirkung aufheben, nicht aber eine eigene Wirksamkeit am MR aufbauen kann (58). Weitere
Versuche sollten zeigen, ob die Aldosteronwirkung auf die Claudin-5 Expression durch

simultane Gabe von Spironolacton aufgehoben werden kann.



98

4.2.3  Einfluss auf den Stoffaustausch — AQP-4, Vimentin, GLUT-1

Vimentin konnte in der Retina in der Ganglienzellschicht, im RPE und in der duleren
plexiformen Schicht nachgewiesen werden. Etwas schwécher zeigten sich vertikale Auslaufer,
welche den Vimentin exprimierenden Miiller Zellen (MZ) zugeordnet werden konnen (146).
Die starke Fluoreszenz in der &ufleren plexiformen Schicht entspricht dabei den Endfortsétzen
der MZ, die Fluoreszenz der Ganglienzellschicht den apikalen Fortsdtzen der MZ. Damit
erstrecken sich die Miiller-Zellen von der inneren bis zur duleren Grenzmembran (138). Auch
im Laserherd wurde Vimentin dargestellt.

Bei Vimentin handelt es sich um ein Intermedidrfilament, welches sich in mesenchymalen
Zellen findet. Besonders haufig ist es in mesenchymalen Progenitorzellen in der frithen
Entwicklung (33). Daher sind neben den Miillerzellen eine Reihe anderer Strukturen bekannt,
welche von Vimentin-Antikérpern immunhistochemisch angefarbt werden.
Immunohistochemische Antikdrper gegen Vimentin farben ebenfalls Astrozyten mit
horizontalen Ausldufern, Astrozyten in der Nidhe von Blutgefiflen, einige Horizontalzellen der

inneren Kornerschicht und einige Gefa3strukturen (138).

Im Laserherd bewirkte Aldosteron nach vierzehn Tagen eine Erhhung und Spironolacton eine
Verminderung der Vimentin-Expression. Da eine deutlich geringere Co-Fiarbung mit AQP-4
vorlag als bei den MZ handelt es sich moglicherweise um MZ mit einer verdnderten Expression

bzw. Lokalisation des AQP-4 oder um andere Vimentin exprimierende Zelltypen.

Vimentin-positive mesenchymale Vorlduferzellen sind ein wichtiger Bestandteil der
Vaskulogenese des Choroids. Im Laufe der Reifung zu Endothelzellen, Perizyten und
Monozyten (spiter Gewebsmakrophagen) wird Vimentin in den mesenchymalen choroidalen
Zellen herunterreguliert (33). Endotheliale Vorlauferzellen die von den Angioblasten der
Embryogenese abstammen zirkulieren auch bei Erwachsenen im Blut und treten vermehrt in
Geweben mit aktiver Angiogenese auf (8). Wahrscheinlich spielt die Reaktivierung diese
Vorlduferzellen eine Rolle im Rahmen der Pathogenese choroidaler Neovaskularisationen (33).
Die vermehrte Expression von Vimentin in den choroidalen Neovaskularisationen kénnte ein
Zeichen der Reaktivierung der mesenchymalen Stammzellen bzw. endothelialer Vorléduferzellen
sein.

Drei Tage nach Laserbehandlung, also bei Ausbildung der CNV, zeigte sich eine verstirkte
Vimentinexpression in den Laserherden der Aldosterongruppe entgegen der Kontrolle, sowie
eine verminderte Vimentinexpression durch Spironolacton im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dies konnte einen Eingriff von Aldosteron bzw. Aldosteronantagonismus in die Reaktivierung

der Vorlduferzellen/mesenchymaler Stammzellen im Rahmen der Pathogenese der CNV sein.
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Aldosteron wiirde also fordernd auf die Reaktivierung und damit auf die Entstehung der CNV
wirken, wéhrend Spironolacton diese hemmt.

Nach vierzehn Tagen konnte kein Unterschied der Vimentinexpression zwischen den einzelnen
Gruppen mehr festgestellt werden. Es ist daher anzunehmen, dass die Beeinflussung der
Vimentin positiven Zellen — seien es nun MZ oder reaktivierte endotheliale Vorlduferzellen —
insbesondere in die Entstehung und Auspriagung der CNV eingreift. Weitere Versuche sollten
erfolgen um die genaue Zugehdrigkeit des Vimentins in den Laserherden zu ergriinden, sowie
den genauen Zeitpunkt der Mineralokortikoidwirkung festzustellen um optimale
Therapieoptionen ableiten zu konnen.

Ebenfalls Vimentin-positiv sind Fibroblasten (32).

In und um den Bereich der CNV-Membran der laserinduzierten CNV der Maus herum bildet
sich eine fibrose Membran aus. An Tag sieben ist das Maximum der Neovaskularisation, bis
zum Zeitpunkt von vierzehn Tagen nach Laserbehandlung nimmt der fibrose Anteil der
Membran zu (113). Durch das Vimentin konnten demnach auch Fibroblasten angefarbt worden
sein, welche im Zeitpunkt von vierzehn Tagen post Laser die Ausbildung einer fibrosen

Membran bedingen.

Die Induzierung von Proliferation renaler und kardialer Fibroblasten durch Aldosteron ist
bereits nachgewiesen worden (90, 162). Aldosteron fordert die kardiale Fibrosierung im
Rahmen der Herzinsuffizienz und trégt damit zur Progression der Erkrankung bei. Dieser Effekt
kann durch Spironolacton antagonisiert werden (24). Subretinale Fibrose entwickelt sich haufig
als Endstadium der CNV und trdgt zum Visusverlust bei. Auch im Rahmen der Anti-VEGF-
Therapie kommt eine subretinale Fibrose regelhaft vor und schrankt den Therapieerfolg ein (1).
Demnach kdnnte eine Verringerung der Fibrose durch Aldosteronantagonismus eine

prognoseverbessernde Addition der Anti-VEGF-Therapie sein.

Die vermehrte Ausbildung vimentinpositiver Zellen drei Tage nach der Laserbehandlung spricht
gegen eine Fibrosierungsreaktion. Wahrscheinlicher ist das tatsdchliche Vorliegen einer
Reaktivierung mesenchymaler Stammzellen oder die Aktivierung vimentinpositiver

endothelialer Vorlauferzellen des Choroids.

Aldosteron kann Miiller-Zellen aktivieren und nimmt Einfluss auf ihre Elektrolyt- und
Wasserkanile wie AQP-4 und Kaliumkanile (187).

AQP-4 konnte in der Retina iiber die gesamte Ausdehnung der Neuroretina entlang vertikaler
Zellauslaufer zwischen innerer und duflerer Grenzmembran nachgewiesen werden. Dabei
handelt es sich aufgrund der dhnlich strukturierten Vimentin-Farbung am ehesten um AQP-4 in

der Membran der Miiller-Zellen. Des Weiteren zeigte sich eine Expression besonders in der
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Ganglienzellschicht, der duleren Kornerschicht und der duf3eren plexiformen Schicht. Die
starkste Expression zeigte sich in der dufleren plexiformen Schicht. Miiller Zellen exprimieren
AQP-4 besonders an Bereichen, die Synapsen oder Gefdfie ummanteln (172). Dies erklart die
Expression in der duBeren plexiformen Schicht.

Im Bereich der CNV des Laserherdes war nur eine dezente Anfarbung von AQP-4 moéglich, die
Hauptauspriagung von AQP-4 in Bezug auf die Lasion befand sich zwischen LH-CNV und
Retina. In Betrachtung des Laserherdes im Verbund mit der unbeschéadigten Retina ist zu sehen,
dass die AQP-4 Expression liber der CNV des Laserherdes aus der starken Expression in der
duBleren plexiformen Schicht hervorgeht. Auch dort ist bei genauerer Betrachtung eine Co-
Férbung mit Vimentin vorhanden. Daher handelt es sich am ehesten um eine vergroBerte
Ansammlung von Miiller-Zellen. Dies erscheint auch durch die o.g. Expression an Bereichen,
die Synapsen oder Gefife, wie zum Beispiel Neovaskularisationen, ummanteln plausibel (172).

Die Miillerzellen organisieren sich also a.e. mit ihren AQP-4 anliegend an die CNV.

Aldosteron und Spironolacton hatten keinen nachweisbaren Effekt auf den
immunhistochemischen Nachweis und damit die Expression von AQP-4. Die fehlende Wirkung
auf den transzelluliren Wassertransport impliziert, dass die Beeinflussung retinaler Odeme
durch MR-Beeinflussung iiber parazellulire Wege im Rahmen der BRS-Modifikation
stattfindet.

Ein Einfluss von Aldosteron und Spironolacton auf AQP-4 in der Retina wurde bereits in der
Literatur beschrieben. Intravitreale Aldosteroninjektionen steigerten die AQP-4 Expression und
forderten die Ausbildung dieser Porine an den apikalen Seiten der Miiller Zellen. Durch die
kurze Versuchsdauer von 24 h kann hingegen nur von einem kurzfristigen Effekt gesprochen
werden (187). Zaoh et al beschrieben auch eine Verlagerung der AQP-4 Poren durch
Aldosteroneinfluss. Zusétzlich zu der Verstirkung der generellen Auspridgung an den MZ-

FiiBen und um GefdBle kommt es zu einer Auspragung an der inneren Grenzmembran (187).

Ein weiterer wichtiger Akteur des Stoffaustausches iiber die BRS ist GLUT-1. Die stirkste
GLUT-1 Markierung fand im RPE statt. GLUT-1 ist der wichtigste Glucosetransporter der BRS
(118). So ist es nicht weiter verwunderlich, dass sich GLUT-1 hauptsichlich an der duBeren
BRS, dem RPE und etwas schwicher markiert an der inneren BRS, den Endothelien nachweisen
lasst. Eine geringe Ausprigung zeigte sich in der Ganglienzellschicht und der dufleren
Kornerschicht. GLUT-1 wird ebenfalls von den Plasmamembranen der MZ exprimiert (118).

Ein Einfluss von Aldosteron wurde bislang nicht nachgewiesen.

GLUT-1 spielt eine wichtige Rolle in der Beeinflussung der BRS im Rahmen der Diabetischen

Retinopathie, da der Transporter hauptverantwortlich fiir den Glucosetransport in die Retina ist
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und bei Hypoglykédmie auch eine erhohte Konzentration der Glucose in der Retina festgestellt
wurde (115).

Eine Inhibition des RAAS mit ACE-Hemmern senkt die Glucosekonzentration, allerdings ohne
einen Einfluss auf die Expression von GLUT-1 (186). Die Rolle des MR und damit von
Aldosteron und Spironolacton ist bislang unbekannt.

Auch eine Verwicklung des GLUT-1 in die Pathogenese der choroidalen Neovaskularisation
konnte bislang nicht nachgewiesen werden.

Aldosteron und Spironolacton konnten auch in dieser Studie keinen Einfluss auf die Expression
des Glucose Transporters GLUT-1 ausiiben. Die Wirkung von Aldosteron auf die BRS bezieht
den GLUT-1 wahrscheinlich nicht mit ein.

4.2.4 Zusammenfassende Einordnung

Der Zielsetzung der Arbeit entsprechend konnte ein Effekt von Aldosteron auf die Blut-Retina-
Schranke nachgewiesen werden. Zwar konnten klinisch in der FAG nur Tendenzen einer
Einschrankung der Leckage und damit Schwéchung der BRS durch Aldosteron und ein
antagonistischer Effekt des Spironolactons beobachtet werden, aber die immunhistochemischen
Veranderungen zeigen einen klaren Effekt der Substanzen. Aldosteron wirkt dabei durch
Verminderung der Expression von Claudin-5 und VE-Cadherin permeabilititsfordernd. Weitere
Versuche mit Simultangabe der Substanzen sollten folgen um zu zeigen, ob dieser Effekt durch

Spironolacton bei iiberhdhten Aldosteronleveln kompetitiv revidiert werden kann.

Der ebenfalls nachgewiesene Effekt auf die VEGF-Expression fiihrt zu einer
Permeabilititssteigerung und Schwiéchung der Barrierefunktion durch Aldosteron, bzw.

Permeabilitdtssenkung und Stirkung der Barrierefunktion durch Spironolacton.

Der antizipierte Einfluss des RAAS auf den Stoffaustausch iiber die Beeinflussung der
Miillerzellen und ihrer Aquaporine konnte nicht nachgewiesen werden. Die fordernde Wirkung
von Aldosteron auf vimentinpositive Zellen ist eher nicht einer Beeinflussung der BRS
zuzuordnen. Am ehesten handelt es sich dabei um eine Aktivierung vimentinpositiver
endothelialer Vorlduferzellen im Rahmen der Neovaskularisation und bedeutet eine Férderung

der Angiogenese durch Aldosteron.

4.2.5 Methodenkritik und mogliche Fehlerquellen

Im Maus-Modell der laser-induzierten CNV kommt es regelhaft zu Leckage im Bereich der
Laserherde (49). Fluoreszein wird physiologischerweise durch die Blut-Retina-Schranke im

GefiBisystem gehalten. Klinisch &uBert sich eine Schwéchung der Barrierefunktion in Leckage
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aus retinalen und choroidalen Gefédflen in die Retina. Daher ist die FAG fiir die allgemeine
funktionelle Beurteilung der inneren und dufieren Retinaschranke in diesem Mausmodell
optimal geeignet. Wie im vorherigen Kapitel bereits beschrieben handelt es sich um eine
klinisch und experimentell etablierte Methode (49). Durch unsere quantifizierbare Methode

werden die Ergebnisse zusétzlich belastbarer.

Fiir die weiterfiihrende explorative Analyse von Expressionsmustern der fiir die Blut-Retina-
Schranke relevanten Proteine war die Immunhistochemie gut geeignet. Aufgrund der
Subjektivitdt der Beurteilung der Aufnahmen sowie der schwer mdglichen Quantifizierbarkeit
kann diese Methode allerdings nur zur qualitativen Darstellung eines Zusammenhanges genutzt
werden. Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse miissen damit als Hinweise auf
Zusammenhénge und Anstof3 zu weiterer Forschung betrachtet werden. Fiir die Verifizierung
und weitere Beschreibung des Zusammenhanges muss stets eine quantitative Methode
angeschlossen werden. Hierfiir eignen sich besonders die Bestimmung der Genexpression
mittels Real-Time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) oder ein quantitativer Proteinnachweise
mittels Western-Blot.

Diese Methoden sind aufwendig und mit einem hohen Ressourcenverbrauch verbunden. Die
Immunhistochemie hingegen bend&tigt weitaus weniger Versuchstiere und Materialien wodurch
sie flir eine explorative Analyse geeigneter erscheint. Durch die Nutzung der Bulbi der
Versuchstiere aus den in Vivo Versuchen fiir die Immunhistochemie konnte eine effektive
Nutzung der Versuchstierressourcen gewahrleistet werden. Die mehrmalige Nutzung der
Versuchstiere fiir verschiedene Versuche birgt allerdings auch die Gefahr eines statistischen

Fehlers.

Durch die hier vorgenommenen Versuche wurden Angriffspunkte fiir gezielte weiterfithrende
Analysen ermittelt. Die immunhistochemischen Versuche waren demnach durchaus geeignet,
die Forschungsfragen zu beantworten und generelle Zusammenhénge zwischen dem RAAS und
der BRS sowie der Angiogenese darzustellen. Aus den Ergebnissen der Fluoreszenzfarbungen
konnen und sollten nun weitere quantitative Versuche abgeleitet werden, um die hier
dargestellten Einfliisse von Aldosteron und Spironolacton mit den oben genannten Methoden zu

verifizieren.

Lipophile Molekiile passieren die BRS leichter als hydrophile Molekiile (18). Durch die
Lipophilitdt der Substanzen Aldosteron und Spironolacton wurde von einer guten Passage der
Blut-Retina-Schranke und damit von einer hohen Bioverfiigbarkeit in der Retina und im

Laserherd ausgegangen. Versuche an der Blut-Hirn-Schranke, welche der BRS in vielen
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Aspekten entspricht, zeigten jedoch eine im Vergleich zu anderen Steroidhormonen stark
reduzierte Penetration der Blut-Hirn-Schranke durch Aldosteron (134). Dies gilt fiir die
gesamten In-Vivo-Versuche. Allerdings ist durch die Laserbehandlung im Bereich des
Laserherdes die BRS ohnehin beschidigt, sodass dies in diesem Versuchsansatz keinen Einfluss
gehabt haben diirfte. Dieser Umstand konnte gerade im Gegenteil auch zu einer gezielten
Wirkung an Stellen mit geschwichter BRS fiihren, welches fiir die Anwendung der Therapie

von Vorteil sein konnte.

4.3 Einfluss auf Angiogenese und oxidativen Stress

4.3.1 Proliferationsverhalten von Endothelzellen

Ein Einfluss von Aldosteron und Spironolacton auf das Proliferationsverhalten von retinalen
Endothelzellen ist fiir Rinder-Endothelzellen bereits nachgewiesen worden (177).
In dieser Studie wollten wir diese Ergebnisse auf humane Retinaendothelzellen iibertragen und

verwendeten analoge Konzentrationen zu Wilkinson-Berka.

Der dort beobachtete proproliferative Effekt von Aldosteron (177) konnte an den hREZ nicht
nachgewiesen werden.

Die einzigen signifikanten Verdnderungen traten nach 72 Stunden in der Population der vitalen
Zellen und nach 48 Stunden in Bezug auf die avitalen Zellen auf. Nach 48 Stunden Inkubation
mit den verschiedenen Konzentrationen von Aldosteron und Spironolacton zeigte eine mittlere
Konzentration von Aldosteron signifikant weniger und eine mittlere Konzentration von
Spironolacton signifikant mehr tote Zellen als die Kontrolle. Dieser Effekt wurde weder nach 72
Stunden noch fiir andere Konzentrationen der Substanzen bestétigt.

Nach 72 Stunden zeigten die geringste Aldosteronkonzentration sowie eine mittlere
Spironolactonkonzentration eine signifikant hohere Zahl vitaler Zellen als die Kontrolle. Auch
dieses Ergebnis spiegelte sich nicht in den Zellzahlen der iibrigen Konzentrationen. Demnach
handelt es sich um einzelne, nicht der bekannten antagonistischen Wirkweise entsprechende
Ergebnisse, die keinen Riickschluss auf eine Wirkung von Aldosteron und Spironolacton auf die

Proliferation von hREZ zulassen.

Die gesamte Zellzahl, genauso wie die Proliferationszyklen, zeigten fiir keinen Zeitpunkt und
keine Konzentration signifikante oder konsistente Unterschiede. Damit konnte ein Einfluss von
Aldosteron und Spironolacton auf die Angiogenese iiber Beeinflussung der von Endothelzellen

nicht nachgewiesen werden.
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Daraus konnte zum einen geschlossen werden, dass das RAAS bzw. Aldosteron in dieser
Hinsicht keine Rolle fiir die Angiogenese spielt.

Diese Wirkung wurde international jedoch bereits mehrmals beschrieben. Aldosteron wirkt
beispielsweise proproliferativ auf kardiale und retinale Endothelzellen (79, 177).

Allerdings wurden auch Endothelzellen, wie Aortenendothelzellen von Ratten, gefunden welche
keine MR-Rezeptoren aufweisen. Dort wird die Aldosteronwirkung auf beispielsweise die
proapoptotische Wirkung iiber andere Signalwege wie GPR30 vermittelt (81).

Weder die propapoptotische noch die proproliferative Wirkung von Aldosteron oder der
antagonistische Effekt durch Spironolacton konnte in dieser in-vitro Studie mit belastbaren
Ergebnissen bestitigt werden. Aldosteron und Spironolacton beeinflussen die in vitro

Proliferation von kultivierten Retinaendothelzellen nicht.

4.3.2 VEGF und Isolektin

Die Isolektin B4 (IB4) Féarbung zeigte sich besonders stark an GefdBen der CNV, der Choroidea
und der Retina. Dies erklért sich durch die Bildung von IB4 an Endothelzellen von nicht-
Primaten. Des Weiteren markiert IB4 unmyelinisierte, primér afferente Neurone und die RET
Rezeptor Tyrosin Kinase von Mikroglia (22, 171). Mikroglia wurden ebenfalls in der inneren

Kornerschicht und im Bereich der CNV gefunden.

Besonders stark war die IB 4 Farbung im Bereich der CNV des Laserherdes. Dabei handelte es
sich hauptsdchlich um die Farbung der neovaskuldren Geféfle. Auch wenn im LH vorhandene
Mikroglia ebenfalls durch IB4 angefirbt werden lassen sich diese durch ihre oberflachliche
Lage an neuen Gefdlen und Morphologie gut abgrenzen. Immunhistologische Farbung mit IB4
ist eine international etablierte Methode zur Beurteilung der laserinduzierten Neovaskularisation

(30).

Nach drei Tagen konnte kein Einfluss von Aldosteron und Spironolacton nachgewiesen werden.
Vierzehn Tage Behandlung mit Aldosteron erhohten allerdings die Fluoreszenzintensitit der IB
4 Farbungen, vierzehn Tage Behandlung mit Spironolacton verminderte sie. Dies bestitigt die
angenommene proangiogene Wirkung von Aldosteron mit Verstirkung der choroidalen
GefafBneubildung im Laserherd und gleichzeitig die Umkehrung dieses Effektes durch die
antiangiogene Wirkung von Spironolacton auf die CNV. Diese Ergebnisse stehen im Einklang
mit dem Einfluss von Aldosteron und Spironolacton auf die klinische Auspragung der CNV im
OCT nach vierzehn Tagen. Durch langerfristigen Einfluss von Aldosteron wird demnach die

CNV verstirkt und Spironolacton verringert sie.



105

Ebenfalls konnte es einen immunologischen Effekt der Substanzen auf die IB4 positiven
Mikroglia zeigen. Eine proinflammatorische Wirkung auf Makrophagen und Mikroglia iiber die
Aktivierung des MR, welche durch antagonistische Wirkung, z.B. Spironolacton aufgehoben
werden kann wurde bereits in der Literatur beschrieben (34).

Andere Quellen wie Gallina et al berichten hingegen, dass Aldosteron auf die Reaktivitdt von
Mikroglia der Retina keinen Effekt habe, wihrend die Aktivitét iiber Glucocorticoide und
Miiller Zellen gesteuert wiirde (71). Daten iiber den Einfluss von Aldosteron auf Mikroglia im

Rahmen der AMD sind noch nicht existent.

Es ist also anzunehmen, dass Aldosteron und Spironolacton die Isolektin B4 Expression am

ehesten tiber einen Effekt auf die Auspriagung der CNV beeinflussen.

Fiir retinale Neovaskularisationen und zahlreiche proliferative retinale Erkrankungen ist bereits
ein therapeutischer Effekt durch Aldosteronantagonismus am MR beschrieben (45). Auch die
Involvierung anderer Teile des RAAS in die Entstehung von CNV ist wie bereits oben erwahnt
schon nachgewiesen worden (128, 152). Hier wird erstmals der Einfluss von Aldosteron und
MR-Antagonismus auf ein Modell der CNV bei AMD und laserinduzierte CNV beschrieben.

Aldosteron wirkt auf Neovaskularisationen proangiogen, Spironolacton antiangiogen.

Einer der wichtigsten Mediatoren der Angiogenese im Allgemeinen und choroidaler
Neovaskularisationen im Speziellen ist VEGF. Ein Einfluss auf Expression oder Wirkung von
VEGF stellt also immer auch einen groen Einfluss auf die Angiogenese dar. Die Entstehung
neovaskuldrer Gefdlle im reifen Erwachsenen lasst sich der Angiogenese zuordnen (12, 99,
157).

VEGF wurde in den immunhistochemischen Farbungen in der gesamten Retina exprimiert.
Besonders stark zeigte sich VEGF in der Ganglienzellschicht, dem RPE, im Choroid, im

Bereich des LH und etwas geringer in der inneren und dufleren Kornerschicht.

Dies deckt sich mit den in der Literatur erwéhnten VEGF-produzierenden Zellen der Retina.
VEGF kann in der Retina von Miiller-Zellen, Makrophagen, RPE-Zellen und in den Zellen der
inneren und dufleren Kornerschicht sowie der Ganglienschicht produziert werden (27, 84, 136).
In der normalen unbehandelten Retina wird VEGF hauptséchlich von der Ganglienzellschicht,
der inneren Kornerschicht sowie dem RPE exprimiert. In den retinalen und choroidalen Gefdfien
wird es physiologischer Weise nicht exprimiert. Im Rahmen der laserinduzierten CNV kommt
es zur VEGF-Expression in choroidalen, nicht aber in retinalen Gefdaflen. Makrophagen in CNV
Néhe produzierten fiir einen Zeitraum von drei Wochen post Laser VEGF. Im subretinalen

fibrovaskuldren Gewebe konnte allerdings immer noch VEGF nachgewiesen werden (183).
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Die hochste VEGF Produktion im Laserherd wird von Makrophagen erzeugt, mit Punctum

maximum um den dritten Tag nach Laserinduktion der CNV (99).

Im LH konnte in dieser Studie eine Erhohung der VEGF-Expression im Laserherd nach drei
Tagen durch Aldosteron nachgewiesen werden. Entsprechend seiner antagonistischen Wirkung
verminderte Spironolacton diese nach drei Tagen. Nach langfristiger vierzehntagiger

Aldosteron- bzw. Spironolactongabe konnte dieser Effekt nicht mehr nachgewiesen werden.

Dies kann durch die Dynamik der VEGF-Expression im Modell der laserinduzierten CNV
erklart werden. Drei Tage nach Laserbehandlung kommt es zu einer starken VEGF- Expression
in der gesamten Retina und insbesondere auch in choroidalen Gefifen. Besonders starke
VEGF-Expression findet sich am Laserherd und in LH-assoziierten choroidalen Geféflen (183).
Auch die VEGF Expression der Makrophagen ist an Tag drei auf ihrem Héhepunkt, sodass auch
ein Einfluss auf die VEGF Expression der Makrophagen urséchlich sein kann (99).

Im Laufe der nachfolgenden Wochen nimmt die VEGF-Expression in der Retina stetig ab (183).
Dabher ist der Einfluss auf die VEGF-Expression nach drei Tagen besonders deutlich sichtbar.
Aldosteron fordert die VEGF-Produktion und erhoht damit die Expression zum Zeitpunkt des

Peaks, wihrend Spironolacton die VEGF-Expression und damit den Peak abschwécht.

Vierzehn Tage nach der Laserinduktion sind die VEGF Level wahrscheinlich insgesamt bereits
soweit abgesunken, dass der Effekt nicht mehr deutlich in der Immunhistochemie nachgewiesen
werden kann. Da VEGF-Level in der CNV der AMD und anderen retinalen Erkrankungen
jedoch auch langfristig erhoht sind (168), konnte eine Therapie mit Aldosteronantagonisten dort
auch langfristige Wirkungen erzielen.

Die verstiarkende Wirkung von Aldosteron auf die VEGF-Expression durch MR-Aktivierung
wurde schon fiir andere Gewebe, wie beispielsweise die Niere, gezeigt (103). Hier wird
bestitigt, dass diese Wirkung auch im Rahmen der choroidalen Neovaskularisation besteht und

eine Antagonisierung durch Spironolacton moglich ist.

Die proangiogene Wirkung von Aldosteron konnte mithilfe dieser Methoden nachgewiesen und
auf eine Beeinflussung der VEGF-Expression zuriickgefiihrt werden. Spironolacton wirkt dabei

als Antagonist.

Wie bereits oben erldutert nehmen Aldosteron und Spironolacton iiber die VEGF-Expression

ebenfalls Einfluss auf die BRS.
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4.3.3 Einfluss von H202 und Aldosteron/Spironolacton auf Endothelzellen

Wir konnten zeigen, dass oxidativer Stress durch H,O» antiproliferativ auf Endothelzellen wirkt.
Gleichzeitig konnte ein toxischer Effekt ausgeschlossen werden, da keine Konzentration H,O»
die Menge an toten Zellen beeinflusste. Damit handelt es sich um ein optimales Modell welches

auch bereits fiir andere Endothelzellen verwendet wird (112).

Wie bereits eingangs erwahnt spielt oxidativer Stress in der Pathogenese der CNV bei AMD
eine mannigfaltige Rolle. Dieses Modell ist hervorragend dafiir geeignet zu untersuchen, ob
Aldosteron oder Spironolacton den Effekt des oxidativen Stresses auf Endothelzellen verstirken

oder sie davor schiitzen und damit Einfluss auf die CNV nehmen konnten.

Nur die geringere von zwei Aldosteronkonzentrationen konnte die Gesamtzellzahl der oxidativ
gestressten Zellen vergrofern und sie somit gegen den Einfluss des oxidativen Stresses

schiitzen.

Ein Einfluss auf die Endothelzellproliferation unter oxidativem Stress durch Aldosteron konnte
aufgrund der Singularitdt der Signifikanz nicht nachgewiesen, kann aber aufgrund der
Ergebnisse doch vermutet werden. Ein antiproliferativer Effekt von Spironolacton auf die Zellen

unter oxidativem Stress konnte nach 48 h ebenfalls nachgewiesen werden.

Die proproliferative Wirkung von Aldosteron auf Endothelzellen, beispielsweise kardiale
Endothelzellen ist bereits mehrfach beschrieben worden (79) und entspricht demnach unseren
Ergebnissen.

In der Literatur ist jedoch auch mehrfach eine Induktion von oxidativem Stress am Herzen und
anderen Geweben durch Aldosteron beschrieben worden (164). Gleichzeitig zeigte die
Inhibition des RAAS in vielen Studien einen protektiven Effekt auf die Funktionalitit
Endothelzellen (178).

Es ist also anzunehmen, dass Aldosteron unter oxidativem Stress weiterhin proproliferativ auf
die Endothelzellen wirkt, wiahrend in vivo die Funktionalitit der Endothelzellen sowie der
oxidative Stress im Gewebe weiter verstarkt werden. Die Kombination aus oxidativem Stress,
endothelialer Dysfunktion sowie endothelialer Proliferation entspricht dem
pathophysiologischen Milieu der exsudativen AMD. Dass dies der Aldosteronwirkung
entspricht weist zusdtzlich darauf hin, dass die Wirkung von Aldosteron in die
pathophysiologischen Theorien und damit auch seine Antagonisierung in die Therapicansitze

inkludiert werden sollte.
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Alle signifikanten Effekte traten ausschlieBlich nach 48 Stunden auf, sodass es sich um die
Wirkung eines eher langfristigen Einflusses handelt. Signalwege, welche ihre Wirkung meist
erst nach einiger Zeit entfalten sind beispielsweise Signalwege, die die Genexpression oder —

transkription beeinflussen.

Oxidativer Stress fordert bekanntermafen die Ausbildung okulédrer Neovaskularisationen und
im besonderen MaBie auch CNV iiber eine Vielzahl von Mechanismen (50). Und auch der
verstirkende Effekt des RAAS auf die pathologische Wirkung des oxidativen Stresses ist bereits
fiir Angiotensin II bekannt (176).

Der Einfluss von Aldosteron und Spironolacton auf oxidativen Stress in der Retina kann
mithilfe der Ergebnisse dieser Methode nicht hinreichend erklirt werden. Dazu miissen weitere
Versuche folgen um den Einfluss auf den oxidativen Stress in der Retina in vivo sowie die
einzelnen Komponenten der Retina, welche oxidativem Stress ausgesetzt sind oder ihn

produzieren, zu ergriinden.

Die proangiogene Wirkung von Aldosteron und antiangiogene Wirkung von Spironolacton auf
Endothelzellen, welche wie in der CNV oxidativem Stress ausgesetzt sind, konnte hier

dargestellt werden.

4.3.4 Zusammenfassende Einordnung

Die Frage nach der proangiogenen Wirkung Aldosterons kann durch diese Ergebnisse eindeutig
beantwortet werden. Aldosteron wirkt durch Erh6hung von VEGF proangiogen, wéhrend

Spironolacton durch Hemmung der VEGF-Expression angiogene Prozesse beeintrachtigt.

Des Weiteren hemmt Spironolacton in vitro die Proliferation von Endothelzellen unter
oxidativem Stress, wirkt also antiangiogen. Inwiefern sich diese Eigenschaft in vivo

wiederspiegelt konnte nicht abschlieBend geklart werden.

Uberraschenderweise konnte der Verdacht auf eine weitere proangiogene Wirkung des
Aldosterons gestellt werden. Aldosteron fordert {iber den MR (da durch Spironolacton
antagonisiert) vimentinpositive Zellen im Laserherd, bei denen es sich nach aktueller Datenlage

um endotheliale Vorlduferzellen (endothelial progenitor cells — EPCs) handelt.

Insgesamt hat Aldosteron also einen proangiogenen Effekt, Spironolacton wirkt antiangiogen.
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4.3.5 Methodenkritik und mogliche Fehlerquellen

Fiir die immunhistochemischen Analysen der Proteinexpression gilt wie bereits oben erwéhnt,
dass die Methode zur Beantwortung der Frage nach pathophysiologischen Zusammenhéingen
zwischen Aldosteron- bzw. Spironolactonwirkung und der Angiogenese durchaus geeignet war.
Die Ergebnisse miissen allerdings in weiterfithrenden Studien noch durch quantitative Analysen

verifiziert werden.

Der Effekt auf retinale Endothelzellen konnte durch Kultivierung von hREZ isoliert beobachtet
werden. FACS-Analysen von immunmarkierten Zellen erzeugen quantifizier- und belastbare
Ergebnisse. Durch eine Titration der Aldosteron- und Spironolactonkonzentrationen hétte eine
konzentrationsabhingige Wirkung sichtbar gemacht werden konnen. Eine Beeinflussung der
Proliferation durch andere Pathomechanismen ist im Gegensatz zu in vivo Versuchen
ausgeschlossen. Es handelt sich demnach um eine optimale Methode, um den Effekt von
Aktivierung oder Inhibierung des MR auf die Endothelzellen zu analysieren. Die Inkubation
von Endothelzellen in Zellkultur mit Wasserstoffperoxid wird international als Modell des
oxidativen Stresses anerkannt und damit optimal geeignet die Wirkung von Aldosteron und
Spironolacton auf oxidativen Stress in Bezug auf die Endothelzellen zu untersuchen (158).

Da die Angiogenese, die Endothelzellproliferation und auch der oxidative Stress in Organismen
ein multifaktorielles Geschehen ist und durch eine Vielzahl von beteiligten Signalwegen und
Zellpopulationen auch eine indirekte Wirkung des Aldosterons mdglich ist, kann diese Methode

nur ein eingeschréinktes Bild des Effektes wiedergeben.

Eine mdgliche Fehlerquelle ist auch die Beeinflussung der Zellen durch die Kultivierung. Durch
die Uberfiihrung aus humanen Retinae in die Zellkultur kann es zu Verinderungen der
Zelleigenschaften gekommen sein. Dies ist allerdings ein allgemeines Problem von in vitro
Versuchen. Zur Bestitigung der methodischen Korrektheit der Ergebnisse wére eine
Identifizierung des MR an den Zellen wiinschenswert. Auch eine im Verlauf mangelhafte
Proliferationssteigerung durch VEGF wirft Fragen nach der Eignung der hier verwendeten
hREZ zur Proliferationsanalyse auf. Eventuell wurden die proliferativen Eigenschaften durch
die Kultivierung beeintrachtigt. Dass eine Modifikation des Proliferationsverhaltens der Zellen
dennoch mdglich ist, zeigt allerdings die Reaktion auf oxidativen Stress. Moglicherweise
proliferieren die Zellen durch die guten in vitro Bedingungen bereits zu stark, um einen

signifikanten Anstieg nach Stimulierung zu leisten.
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4.4 Zusammenfassung und Fazit — Wie wirkt das RAAS bei choroidaler

Neovaskularisation?

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass Aldosteron eine nicht zu
vernachlédssigende Wirkung auf verschiedene pathophysiologische Bereiche der Altersbedingten
Makuladegeneration hat. Aldosteron wird in der Literatur als Verstdrker des oxidativen Stresses
beschrieben, allerdings wirkt Aldosteron bei Endothelzellen unter Einfluss des oxidativen
Stresses proproliferativ und schwicht die antiproliferative Wirkung der ROS ab. Die
proangiogene Wirkung des Aldosterons wird ebenfalls durch eine verstarkte VEGF Expression
deutlich. Diese wird wiederum durch Spironolacton geschwécht. Klinisch spiegelt sich die
angiogene Wirkung in der verminderten CNV in der Spironolactongruppe im Vergleich zur
Aldosterongruppe wieder. Auch die Grof3e der Laserherde wird dadurch beeinflusst.

Aldosteron hat also eine proangiogene Wirkung, Spironolacton wirkt antiangiogen auf

choroidale Neovaskularisationen.

Durch die Verringerung der Neovaskularisation ist zum Teil zu erkléren, dass ebenfalls die
zentrale Dicke der Retina im Laserherd unter Spironolacton abnimmt, bzw. unter Aldosteron
zunimmt. Eine andere Erklirung wire Beeinflussung der retinalen Odembildung. Eine Wirkung
von Aldosteron auf den transzelluldren Stofftransport tiber AQP-4 und GLUT-1 konnte hier
nicht nachgewiesen werden. Die fehlende Wirkung auf den transzelluldren Wassertransport
impliziert, dass die Beeinflussung retinaler Odeme durch MR-Beeinflussung iiber parazellulire
Wege im Rahmen der BRS Modifikation stattfindet. Hier konnte eine Schwichung der Tight-
Junctions iiber verminderte Claudin-5 Expression sowie der Adherens-Junctions iiber eine
verminderte VE-Cadherin Expression durch Aldosteron nachgewiesen werden. Durch die
daraus resultierende verstirkte Permeabilitiit der BRS wird retinale Odembildung verstirkt. Ein
gegenlaufiger Effekt auf Claudin-5 und VE-Cadherin durch Spironolacton konnte nicht
nachgewiesen werden. Es ist aber zu vermuten, dass Spironolacton den Aldosteron-Effekt
ausgleichen konnte. Klinisch fiihrte Spironolacton entsprechend des Antagonismus zu einer
Verminderung der zentralen Dicke im LH, wéihrend Aldosteron diese erhohte.

Aldosteron wirkt also permeabilititsfordernd auf die BRS durch Beeinflussung des
transzelluliren Wassertransportes und begiinstigt die Entstehung retinaler Odeme.
Spironolacton verringert die Bildung retinaler Odeme, mdglicherweise durch die Aufhebung der
permeabilititsfordernden Wirkung des Mineralokortikoids auf die Tight und Adherens-
Junctions der BRS.

Einen Uberblick bietet Abbildung 50.
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Dies bedeutet, dass Aldosteronantagonismus ein mdgliches neues Therapieregime zur
Behandlung der Altersbedingten Makuladegeneration darstellt und die Quantifizierung der hier
erbrachten Ergebnisse als niachster Schritt erfolgen sollte um die klinische Relevanz

nachzuweisen.
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Abbildung 50 Zusammenfassung

4.5 Neue Therapiemoglichkeiten durch MR-Antagonismus

Aufgrund der hier erbrachten Forschungsergebnisse und der Einordnung in den

gesamtwissenschaftlichen Kontext kann davon ausgegangen werden, dass MR Antagonismus
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eine gute Kombinationsmdglichkeit zu den etablierten Therapien darstellen kdnnte. Auch Non-
Responder der VEGF-Therapie kdnnten eventuell von dem anderen pathophysiologischen
Ansatz dieser Therapiealternative profitieren.

Zumindest Patienten bei denen ein Hyperaldosteronismus festgestellt wurde sollten im Hinblick
auf retinale Erkrankungen besonders in den Fokus der Therapiemdglichkeiten mit MR-
Antagonisten geriickt werden. Ebenfalls konnte erwogen werden, im Falle einer

Therapieresistenz endokrinologische Untersuchungen bzgl. des RAAS durchzufiihren.

Bei den MR-Antagonisten Spironolacton und Eplerenon handelt es sich um erprobte und sichere
Medikamente bei denen bereits langfristige Einnahmeverlaufe liber lange Zeitraume im Rahmen
von kardiovaskuldren Erkrankungen beobachtet wurden. Neben einem moderaten
Nebenwirkungsprofil konnte sogar eine Mortalitétsreduktion festgestellt werden (140). Die
bereits angewendeten Dosierungen wurden schon fiir retinale Erkrankungen angewendet und
erscheinen ausreichend um Effekte zu erwirken (17).

Da viele der hier dargestellten Einfliisse des Aldosterons bzw. des Spironolactons langfristig
erst nach vierzehn Tagen nachweisbar waren, ist davon auszugehen, dass eine Therapie der
AMD mit Aldosteronantagonisten im Rahmen einer kontinuierlichen Langzeittherapie
stattfinden sollte.

Andere Teile des RAAS werden bereits therapeutisch in der Augenheilkunde eingesetzt. Der
positive Effekt von Angiotensin II Inhibition zur Reduktion choroidaler Neovaskularisationen in
verschiedenen ophthalmologischen Erkrankungen konnte bereits nachgewiesen werden (119),
genauso wie ein langanhaltender positver Effekt auf den Krankheitsverlauf der chronischen

serdsen Retinopathie (188).

4.6 Weiterer Forschungsbedarf

Die hier immunhistochemisch erbrachten Ergebnisse miissen in folgenden Studien durch
quantitative Methoden wie RT-PCR oder Western Blot Analysen verifiziert werden.

Zudem sollte versucht werden die hier durch Aldosteron ausgelosten Effekte direkt durch
simultane Gabe von Spironolacton zu revidieren. Damit wiirde sowohl der Signalweg liber den

MR als auch die Eignung des MR-Antagonismus als Therapieoption bestatigt.

Der Einfluss des RAAS auf den wichtigen pathophysiologischen Faktor der Inflammation
wurde in dieser Arbeit vernachléssigt. An die hier genutzte Methodik angelehnt sollte auch die
Involvierung von Mikroglia beleuchtet werden, zum Beispiel durch Autofluoreszenzauthahmen

an CX3CR1-Mausmodellen (2).
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Mangelhaft beantwortet ist auch die Frage nach dem Einfluss von Aldosteron und Spironolacton
auf den oxidativen Stress. In vivo Versuche nach dem Einfluss auf die Produktion von ROS

durch Oxidasen oder auf Antioxidationsmechanismen kdnnten Licht in das Dunkel bringen.

Die Eigenschaften der humanen Retinaendothelzellen konnten durch Nachweis des MR-
Rezeptors oder Proliferationsstudien mit Aldosteron und VEGF weitere Erkenntnisse und

Interpretationsmoglichkeiten der bereits erzielten Ergebnisse liefern.

Auch klinische Beobachtungen retinaler Erkrankungen von Patienten mit systemischem

Hyperaldosteronismus kdnnten wichtige Hinweise geben.

Die Komplexe Pathologie der CNV wird bei weiterer Erforschung noch viele weitere

Angriffsmoglichkeiten fiir Therapieansitze bieten.
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sowie im Laserherd beschrieben. ...........cccoooiiiiiiiiiiiiieen 63
Abbildung 31 Claudin 5 (geféarbt mit Green Fluorescent Protein — GFP — griin) im Laserherd (A-
Aldosteron, B-Kontrolle, C-Spironolacton) 14 dpl, 40 fache Vergroferung 14 Tage nach
Laserbehandlung zeigen die mit Aldosteron behandelten Laserherde eine reproduzierbar
deutlich verminderte Expression von Claudin 5 im Vergleich zur Kontrolle und den mit
Spironolacton behandelten Laserherden. ...........ccocevieiiiiiiiciiiiiciceceee e 64
Abbildung 32 gefdfassoziierte ZO-1 Expression in LH und Retina, 20 fache VergroBerung ZO-

1 zeig eine gefdBassoziierte Expression in Retina und Choroidea. Stark ist die Auspriagung in
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Ganglienzellschicht/innere Grenzmembran, duferer plexiformen Schicht und im Stratum
NEUTOCPITNEIIALE. ....eevviiiiciiecie ettt sttt e e b e e b e et e e be e beestaestaestbessbesssessseesseesseessens 65
Abbildung 33 griin fluoreszierende Darstellung von ZO-1 in der CNV des Laserherdes (GFP)
14 dpl (A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-Spironolacton). 40fache VergroBerung Ein Effekt durch
Aldosteron- oder Spironolacton konnte nicht nachgewiesen werden. ...........ccceeeveeecieenveennens 65
Abbildung 34 VE-Cadherin Expression in der Retina. 20fache VergréBerung Die Expression ist
besonders gefdfBassoziiert in Retina und Choroidea sichtbar. ...........c.ccoocieiiiiiiiiniinieniee 66
Abbildung 35 VE-Cadherin im LH (TR) 14 dpl (A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-Spironolacton).
40fache Vergroferung. VE Cadherin wird gefédassoziiert, insbesondere im Bereich der CNV
exprimiert. Am ausgeprégtesten ist die Expression nach Spironolactoneinfluss, am geringsten in
der ALdOSTEIONEIUPPE. ..eeuveutiiieiitieitete sttt ettt ettt ettt ettt et st e b s bt s bt et bt et et e e bt et enbesbeentens 66
Abbildung 36 Vimentin (TR - rot) und AQP 4 (GFP-griin) in der Retina. Simultane Expression
in den Miillerzellen. 40fache VergroBerung Alleinige Vimentinexpression kennzeichnet
mesenchymale Zellen. Diese konnten auch im Laserherd nachgewiesen werden. ..................... 67
Abbildung 37 Vimentinexpression im Bereich der CNV Laserherd (TR) 3 dpl (A- Aldosteron,
B- Kontrolle, C- Spironolacton), 40 fache VergroBerung - Verstirkte Expression unter
Aldosteroneinfluss (A), vermindert unter Spironolactongabe (C) im Vergleich zur Kontrolle.. 68
Abbildung 38 Cofarbung Vimentin (Rot) und AQP 4 (griin) im Laserherd 3dpl,
Kontrollgruppe, 60fache Vergroflerung, Vimentin ist hauptsdchlich im Laserherd im Bereich der
CNV exprimiert. Dort zeigt sich keine, bzw. zum Teil schwache Co-Féarbung mit Aquaporin. Es
handelt sich zu einem GroBteil um mesenchymale Zellen. Aquaporin wird eher dariiber im
Ubergang zur Retina @XPIiMUETT. ..........ooovovevieiueeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee e seeeesesese s ssssesesesseesesesas 68
Abbildung 39 Links AQP 4 (GFP), rechts Vimentin (TR) unbehandelt, Foto des gleichen
Abschnittes ohne LH, 20fache Vergroferung, Pfeile weise auf vertikale Auslaufer der
IMIILIETZEILETN ..ottt ettt rb ettt e et et e et e e bt e bt e bt enaeesbeesaeesanesnneens 69
Abbildung 40 AQP 4 (GRP-griin) und Vimentin (TR-rot) 3dpl (A-Aldosteron, B-Kontrolle, C-
Spironolacton)20fache Vergroflerung — ein deutlicher Unterschied der AQP-4 Expression
konnte nicht gesehen werden. Die stirkste Expression findet sich oberhalb der CNV.............. 69
Abbildung 41 GLUT-1 (GFP) in der normalen Retina, 20fache VergroBerung. Hauptsichleiche
Expressionsorte sind die Ganglienzellschicht, die dulere plexiforme Schicht und dufSere
KONETrSChIChL. ..ottt 70
Abbildung 42 GLUT (GFP) 14 dpl (A-Aldosteorn, B-Kontrolle, C- Spironolacton) 40fache

VergroBerung — die Expression zeigte keine Verdanderung durch Aldosteron oder Spironolacton.
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Abbildung 43 Vitale Zellen nach 72 h Die Anzahl der vitalen Zellen nach 72 Stunden wurde
durch eine Aldosteronkonzentration von 100 pM sowie Spironolactonkonzentration von 2 mM
signifikant erhoht. Die antizipierte antagonistische Wirkung der Stoffe konnte nicht
NACHZEWIESEN WETACTL. ... eeiiieeiieeiieetieeiteete e et e etee e ee e beessteeesseessseessseeessseessseessseeansseensseensses 72
Abbildung 44 Tote Zellen nach 48 h Nach 48 h war die Anzahl der toten Zellen bei der
Aldosteronkonzentration von 100 nM sowie 1 uM verringert. Das Aldosteron wirkte also
protektiv auf die Endothelzellen. Die Anzahl der toten Zellen bei Behandlung mit 2 pM
Spironolacton war dagegen signifikant erhoht. Fiir die iibrigen Konzentrationen lieB sich dieser
antagonistische Effekt nicht signifikant Zeigen.............ccooveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 73
Abbildung 45 Proliferationszyklen tiber 48 Stunden (Zeitpunkt 24 h bis 72 h) Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Es zeigte sich also in dieser
Untersuchung kein Einfluss der Substanzen auf die Proliferation unter normalen kulturellen
BEAINGUNZEN. ....oouviiiiiiiiciie ettt e e et e b e e be et e e beesseesseesaeesnsesnseenseenseenrean 74
Abbildung 46 Titration - Oxidativer Stress durch Wasserstoffperoxid Der oxidative Stress durch
das hinzugefiigte Wasserstoffperoxid fiihrte in jeder Konzentration und proportional zur
Konzentration zu einer signifikanten Verminderung der Proliferation und damit der vitalen
Zellen sowie zu einer signifikanten Redzuierung der Gesamtzellzahl. Eine Zunahme der avitalen
Zellen zeigte sich hingegen nicht. Es wurde also die Proliferation gehemmt. ............ccccceeeeeee. 75
Abbildung 47 Gesamtzellzahl nach 24 h Wasserstoffperoxid vermindert die Gesamtzellzahl
durch Proliferationshemmung auch bei gleichzeitiger Zugabe der Substanzen Aldosteron und
Spironolacton im Vergleich zur Gesamtzellzahl ohne Wasserstoffperoxid mit gleicher
Substanzzugabe.. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Substanzgruppen konnte nach 24
h nicht nachgewiesen WErden. ..........cccuiiiiiiiiiicie et e eae e sebeeenes 77
Abbildung 48 Einfluss auf die Gesamtzellzahl nach 48 h unter oxidativem Stress Signifikant
verringert war die Gesamtzellzahl sowie die Zahl der vitalen Zellen von Spironolacton 1 uM
mit 150 pg Wasserstoffperoxid im Vergleich zur Kontrolle mit 150 pg Wasserstoffperoxid.Fiir
die geringere Spironolactonkonzentration zeigte sich nur eine signifikante Reduktion der vitalen
Zellen. Fiir Aldosteronkonzentrationen konnte nur eine vereinzelte signifikante Verdnderung
dargestellt werden. Bei 100 ug Wasserstoffperoxidzusatz hatten 100 nM Aldosteron einen
proproliferativen Effekt. Es konnte also zum Teil ein signifikanter, antagonistischer Effekt

nachgewiesen werden, der sich aber nicht in allen Konzentrationsverhéltnissen reproduzieren

Abbildung 49 Einfluss auf vitale Zellen nach 48 h unter oxidativem Stress Fiir den Vergleich
zwischen den Substanzgruppen bei Zugabe von 150 ug Wasserstoffperoxid konnte ein

signifikanter Unterschied nach 48 h nachgewiesen werden. Spironolacton 1 pg fiihrte sowohl
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bei vitalen Zellen, als auch in der Gesamtzellzahl zu einer signifikanten Zellverminderung. Eine
erhdhte Population toter Zellen konnte fiir diese Konzentrationen nicht signifikant
NACKZEWIESEN WETACTL. ......vviiuiieiiieieeiieiteiteste et e st e et e etbeesbeesbeesbe e be e taestaestsesssesssessseesseesseesseensens 80

Abbildung 50 ZusammenfasSUNG...........cccuvereiieeiieeniiienreesieeesteesreesreeesreesereessseesseeessseessseenns 111
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10 Anhang

10.1 Tabellen zu Material und Methoden

Ger:iite/Software Firma/Herkunft
Laser 75 pm Heidelberg Engineering
Iris Medical Heidelberg Engineering

HAAG Streit Bern

Heidelberg Engineering

OcuLight GL Heidelberg Engineering
Iridex Heidelberg Engineering
Smart Flow Beliiftungsanlage Tecniplast
Plastikmausekéfige Tecniplast

Heidelberg Spectralis HRA +OCT

Heidelberg Engineering

Heidelberg Eye Explorer (Version 1.7.1.0)

Heidelberg Engineering

Photoshop Version 2015 CC

Adobe

Additional add on lense (+25 spherical
diopters)

Scales

Schutzbrille Lumenis L99-Argon-1U

Lumenis

Kirschkernkissen

100pl Glas Syringe

HAMILTON COMPANY

Harvard No. 409474

Tabelle 18 Gerdte und Zubehor fiir das Mausmodell der laserinduzierten CNV und in Vivo Imaging




II

Losung/Reagenz

Firma/Herkunft

Spironolactone S3378-1G

Sigma-Aldrich

C24H304S PCode: 1001165569
CAS 52-01-7

Dimethyl sulfoxide D8418-100ML SIGMA Life science

Olive Oil O1514-100ML SIGMA Life science

Phenylephrine hydrochloride (Neosynephrin
5%)

Ursapharm Arzneimittel

GmbH Saarbriicken, Germany)

Cyclopentolate hydrochloride (Zyklolat
EDO)

Dr. Mann Pharma und Bausch &

Lomb GmbH, Berlin, Germany)

Proparakain-POS 0,5% Augentropfen URSAPHARM

NaCL 0,9% Braun

Ketamine 10% 10ml+ Xylazin 1ml WDT Garbsen

B506 Forene 100% (V/V) Abbott

Isofluran

Methocel 2% Sterile OmniVision
CE 0344

Aqua ad iniectabilia Braun Braun

Fluorescein ACLON 10% Injektionsldsung

Verwendet in Verdiinnung 1:10

H12588-0113

Viscotears Augen Gel

Novartis

Bepanthen Augensalbe

Bepanthen

Tabelle 19 Losungen, Reagenzien und Therapeutika



III

Artikel Firma/Herkunft
Handschuhe BRAUN
Kosmetiktiicher

Injekt-F Sterile Braun

0,01ml-1ml + 25G (0,5mmx16mm) Nadel BRAUN

Tuberkulin REF 9166033V
Eppendorfgefilie Eppendorf

Tabelle 20 Verbrauchsartikel Mausmodell und In Vivo Imaging



v

Versuch | Tiere Tiere/ Tiere LH FAG LH OCT Herkunft
Gruppe | In Vivo (je Gruppe) (je Gruppe)
Imaging
Versuch 1 | 6 2 3 36 - ZTE
14 dpl (A14/K13/S9)
Versuch 2 | 12 4 6 48 43 ZTE
3 dpl (A16/K16/S16) | (A14/K14/S15)
Versuch 3 | 12 4 6 44 35 ZTE
14 dpl (A16/K16/S12) | (A11/K12/S12)
Versuch 4 | 12 4 6 47 35 Charles
River

3 dpl (A16/K15/816) | (A12/K11/812)
Versuch 5 | 12 4 6 48 40 ZTE
14 dpl (A16/K16/S16) | (A13/K12/S15)
Gesamt 54 27 223 153
3dpl 24 12 95 78

(A32/K31/832) | (A26/K25/S27)
14 dpl 30 15 128 75

(A46/K45/837)

(A24/K24/827)

Tabelle 21 Versuchsaufbau der Mausversuche




Material Firma/Herkunft
Ethanol 70% (denaturiert) AppliChem
Ethanol 100% vergéllt Berkel AHK
Xylol (Isomere) CgHio ROTH
>98% rein, fiir die Histologie

Art.-Nr. 9713.3
Paraffin
Formaldehyd-Losung 37% Roth

Albumin from bovine serum (BSA)
>98% (agarose gel electrophoresis)

lyophilized powder

SIGMA Life Science
PCode 1001512037

Citratpuffer

Power Block ™
Universal Blocking Reagent (10x)

Buffered casein solution with

preservative

BioGenex

REF:HK085-5KE

Aqua Dest

Immu-Mount

Thermo Scientific

Citratpuffer
Dako Pen Dako Denmark
Férbekasten nach Schiefferdecker Diagonal

Glas mit Deckel,

Artikelnummer 632499890001

spiilmaschinenfest

Férbeeinsatz aus Glas mit Drahtbiigel Diagonal
Artikelnummer 4200005

Férbekasten nach Hellendahl Diagonal

Artikelnummer 474400




VI

Objekttragerkasten

Heathrow Scientific

Objekttrager 76x26 mm
geputzt/gebrauchsfertig

STAR FROST

Deckgldser 24x50mm

Eindeckkassetten

Pinzette

Priparierschere

Lichtundurchléssige Feuchtkammer

Tabelle 22 Materialen Immunhistochemische Methoden



VII

Gewicht (g) Ketamine/Xylazine (pl)
4 5
6 7
8 10
10 13
12 15
14 18
16 21
18 23
20 26
22 30
24 32
26 35
28 39
30 42
32 45

Tabelle 23 Gewichtsadaptiertes Injektionsvolumen bei intraperitonealer Ketaminnarkose



VIII

1. Antikorper | Herkunft Konzentration | Verdiinnung Firma
Anti-Vimentin Chicken 0,3 mg/ml 1:50 Abcam
Anti-VE- Goat R&D Systems
Cadherin
Anti-Claudin-5 Rabbit 0,25 mg/ml 1:100 Zymed
Laboratories
(Thermo
Scientic)
Isolektin B4 Markierung: 1:25 Biozol
. Biotin Diagnostica
(Bindet an
Endothelzellen Vector
(171) Laboratories
und Mikroglia)
Anti-AQP 4 Rabbit 1 mg/ml 1:200 Merck
Anti-GLUT-1 Rabbit Img/ml 1:100 Millipore
Anti-VEGF Chicken Img/ml 1:50 Abcam
Anti-ZO-1 Rabbit 0,25 mg/ml 1:100 Invitrogen
(Thermo
Scientific)
2. Antikorper Spezifitit/ | Fluoreszenz Konzentration/ | Firma
(Labor-Nr.) Herkunft Verdiinnung
2-02 Anti-Rabbit/ | Alexa Fluor 2mg/ml life technologies
488
Donkey 1:200 (Thermo

Scientific)




IX

2-04 Anti Goat/ Alexa Fluor 488 2mg/ml life technologies
Donkey 1:200 (Thermo
Scientific)
2-05 Anti-Goat/ Texas Red 2mg/ml life technologies
Donkey AF594 1:200 (Thermo
Scientific)
2-08 Anti- Texas Red 2mg/ml life technologies
Chicken/ AF594
1:200 (Thermo
Goat Scientific)
2-09 Anti-Rabbit/ | Cy 3 2mg/ml life technologies
Goat 1:200 (Thermo
Scientific)
Streptavidin Anti - Alexa Fluor 2 mg/ml Life technologies
Isolektin
CAS- Nr. 488 1:100 (Thermo
Scientific)
366796-16-9
Streptavidin Anti - Alexa Fluor 647 2 mg/ml Invitrogen
Isolektin
1:100 (Thermo
Scientific)
DAPI

Tabelle 24 Antikorper




Geriite Firma/Herkunft
Wirmeschrank Memmert
Feinwage ACS 1204 KERN ACJ/ACS
Sterilbank mit Abzug Waldner

Vortex Genie 2

Scientific Industries

Microm Section Transfer System

Thermo Scientific

Mikrom HM 355s
Mikrotom

Thermo Scientific

Microm EC 350-2
Kiihlplatte

Thermo Scientific

EVOS Core XL

Lichtmikroskop

Advanced Microscopy Group

EVOS fl

Fluoreszenzmikroskop

Digital inverted Microscop

Advanced Microscopy Group (AMG)

Photoshop

Version 2015 CC

HIR 3 Wasserbad

Kunz instruments

HP 3 Heizplatte fiir Objekttrager

Kunz instruments

Eindeckautomat
Tribute Collection Dampfgarer FS 3000 Braun
Sky Line SHAKER DRS-12 ELMI North America
Rotator 2-1175 mit fixer Drehzahl neoLab Heidelberg
Chirurgische Pinzette Martin Germany

CE 12-301-18
Anatomische Pinzette Hermle




XI

CE 701

Priparierschere

Hermle

CE 562

Tabelle 25 Gerdte Immunhistochemie



XII

Ethanol Konzentration Dauer
Ethanol 70 % 30 min
Ethanol 80 % 3 x 30 min
Ethanol 90 % 2 x 30 min
Ethanol 96 % 2 x 30 min

Ethanol absolut

2 x 30 min, tiber Nacht

Tabelle 26 Alkoholreihe Paraffineinbettung



XIII

Reagenz Dauer
Xylol I 5 min
Xylol II 5 min
Ethanol 100% I 5 min
Ethanol 100% II 5 min
Ethanol 96% 5 min
Ethanol 90% 5 min
Ethanol 80%Ethanol 70% 5 min
FlieBendes Leitungswasser 5 min
Aqua dest 5 min
Tabelle 27 Entparaffinierung
Produkt Firma/Herkunft

Human retinal endothelial cells

Primérzelllinie

Science Cell

Vascu Life Basal Medium

Life Line Cell Technology

Vascu Life EnGS — Life Factors
EnGS 0.2%

Rh EGF 5 ng/ml

Ascorbic Acid 50 pg/ml

L-Glutamine 10 mM

Heparin Sulfate 0.75 U/ml

FBS 2 %

Hydrocortisone Hemisuccinate 1.0 pg/ml

Life Line Cell Technology

Tabelle 28 Zelllinie, Zellkulturmedium und Zusdtze



XIvV

Losung/Reagenz Firma/Herkunft
Aldosterone A9477 Sigma Aldrich
Ansatz:

5 mg Aldosteron auf 13,87 ml DMSO = ImM

CAS-Nr. 52-39-1

Attachement Factor Solution Cell Applications Inc.

CaliBRITE™ APC Batch No. 18850

BD Biosciences

InvitrogenCell-Trace CFSE-cell proliferation kit for
flow cytometry

Thermo Fisher Scientific

Dimethyl Sulfoxide
CAS: 67-68-5

Sigma Aldrich

Ethanol 70 %, vergéllt

Hausapotheke WWU Miinster

Dulbeccos PBS (1x)

PAA-Laboratories

NaNO; — Natriumazid

FCS

Hydrogen Peroxide 30 % in water

CAS: 7722-84-1,7732-18-5

Fisher Scientific

Hoechst 33258 bisBenzimide

Sigma Aldrich

Spironolactone 53378-1G
Ansatz:

42 mg auf 1 ml DMSO = 10 mM

CAS: 52017

Sigma Aldrich

Invitrogen - TrplE™-Express 12604

Thermo Fisher Scientific

Invitrogen VEGF recombinant Human protein

Thermo Fisher Scientific

FACS — Puffer

500ul NaNO3
+ 500ul steril filtriertes FCS (0,22 um Poren)
in jeweils 500ml PBS

Eigene Rezeptur



http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=52-39-1&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=de&region=DE&focus=product

XV

= 0,1% Natriumazid und 0,1% FCS

Tabelle 29 Losung und Reagenzien fiir zellbiologische Methoden



XVI

Gerit/Software Firma/Herkunft
Centrifuge 5810R Eppendorf
FACSCanto II BD-Scientific

FACS-DIVA-Software

BD Scientific

MCO-20AIC-Co; Inkubator SANYO
Kryotank- Locator 6 plus cryo biological Thermolyne
system

GraphPadPrism 6/7 GraphPad Software
SPSS Statistics 24 IBM

Microsoft Office Excel Microsoft
Sterilbank Heraeus
Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss

Vakuumpumpe SUE 300 Q

Heto Master

Autoclave Systec VX-75 Systec GmbH
Universal Warmeschrank UFP Memmert GmbH
HeiBluftsterilisator ST 6120 Heraeus

Pipetten Eppendorf Research Plus Eppendorf
Pipettus accu-jet pro BRAND

Stepper Nicht bekannt

Neubauer Zihlkammer
0,1mm Tiefe

0,0025 mm2

Assistant Germany

Vortex Genie 2

Scientific industries

Wasserbad

GFL

Tabelle 30 Gerdte und Software fiir zellbiologische Methoden



XVII

Artikel

Firma/Herkunft

Einmalhandschuhe

BRAUN

Eppendorf Safe Lock Gefile
1,5 ml

0,5 ml

Eppendorf

Falcons

50 ml

15ml

BD Biosciences

Cellstar Tubes

Glaspipetten Costar Stripette
10ml

Sml

Corning Incorporated

Pasteur Pipetten

Hausapotheke WWU Miinster

Pipettenspitzen
100 — 1000 pl
10— 100 pl
1-10pul

0,5-2,5ul

BD Biosciences

BD Tips sterile Sml

BD Biosciences

Zellkulturflaschn 75 cm?

TPP, Biochrom AG

Zellkultur Testplatten 24 Well

TPP, Biochrom AG

Tabelle 31 Verbrauchsartikel fiir molekularbiologische Methoden



XVIII

Parameter Wert
FSC 60
SsC 210
CFSE 260
APC 500
Pacific blue 450

Tabelle 32 Parametereinstellung FACS-Gerdit



XIX

10.2 Zusammenfassung der In Vivo Ergebnisse



XX

OCT FAG
Zentrale LH - CNV LH-Fliche Leckage Leckage * LH Grof3e
Retinadicke Durchmesser - -
Friih Spit
3 Aldosteron 218 1861,25 - 24595,50 37,37 85,60 1109879,10 2060857,04
dpl
P Kontrolle 205 2015,50 - 28372,50 35,07 67,11 1080231,94 | 2380145,26
Spironolacton | 205 1775,00 - 26177,88 30,70 65,81 982488,64 1826630,28
Ergebnisse Grafik: Keine - Keine Frithphase Tendenz | Keine signifikanten Ergebnisse
) signifikanten signifikanten Aldo> Kontr > Spiro
Aldo>Kontr/Spiro;
) Ergebnisse Ergebnisse
ZRD Aldosteron ist .
KWT: Friih p=0,987
signifikant hoher als | KWT= 0,552 KWT: p=0,455 ) o
Keine Signifikanzen .
ZRD Kontrolle KWT: Spit p=316
KWT: Frith p=0,468
MWU p=0,0016
KWT: Spit p=0,113
14 | Aldosteron 2425 2346,50 0,180 22231,88 41,17 73,18 905891,28 1553150,72
dpl
P Kontrolle 255 2367,50 0,158 19884,50 43,80 68,08 944547,20 1550170,80
Spironolacton | 210 2108,00 0,115 19653,50 40,79 66,57 755005,75 1598829,06
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Ergebnisse

Grafik: Grafik: Grafik:
Aldo/Kontr > Spiro; | Leichte Tendenz | Aldo > Kontr
. >Spiro
ZRD Spironolacton | Aldo/Kontr
signifikant geringer | >Spiro
als ZRD Kontrolle ..
Signifikant:
und ZRD Aldosteron
Nicht signifikant | Aldo > Spiro
KWT p=0,408

Keine Friih- und Spédtphase | Keine signifikanten Ergebnisse
signifikanten Tendenz

Ergebnisse Aldo>Kontr>Spiro

KWT: Keine Signifikanzen

p =0,209 KWT: Friih p=0,254

KWT:Friih p=0,685

KWT: Spit p=0,685

KWT: Spit p=0,624

OCT: Dynamik - Laserherddurchmesser

FAG: Dynamik - Laserherdflache

3- | Aldosteron 218 > 2425 =245 24595,5 - 22231,88 =-2363,62
(1141 Kontrolle 205 > 255 =50 28372,5 -> 19884,5 =- 8488
p
Spironolacton | 205 = 210 =5 26177,88 2 19653,5 =-06524,38
Ergebnisse Jeweils GroBenzunahme, am geringsten bei Spironolacton | Jeweils Flacheabnahme, am geringsten bei Aldosteron

Kontrolle > Aldosteron > Spironolacton

Aldosteron — LH-Durchmesser signifikant erh6ht nach 14
dpl

Aldosteron < Spironolacton < Kontrolle

Spironolactongruppe und Kontrolle — LH — Fliche signifikant kleiner
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Tierversuchsgenehmigung

XXII

I

Landesamt fiir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen

LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen

Herrn

Dr. Peter Heiduschka

Klinik far Augenheilkunde
Universitatsklinikum Minster
Domagkstr. 15

48149 Munster

Tierschutz

Genehmigung von Versuchen an Wirbeltieren gemdR § 8 Abs. 1
TierSchG i.V.m. § 33 TierSchVersV

Ihr Antrag vom 21.07.2016, eingegangen am 02.09.2016

Ihr Schreiben vom 13.02.2017, eingegangen am 20.02.2017

Sehr geehrter Herr Dr. Heiduschka,

Gemalk § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) in der derzeit
glltigen Fassung i. V. m. § 33 der Verordnung zum Schutz von zu
Versuchszwecken anderen wissenschaftlichen Zwecken
verwendeten Tieren (Tierschutz-Versuchstierverordnung - TierSchVersV)
vom 01. August 2013 (BGBI I, S.3125) erteile ich Ihnen unter dem
Vorbehalt des jederzeitigen Widerrufs die Genehmigung zur
Durchfithrung des nachstehenden Tierversuches:
»Inhibition der choroidalen Neovaskularisation®.

oder zu

Die Verantwortung fur die Durchfuhrung des Tierversuchsvorhabens
obliegt folgenden Personen:
Verantwortlicher Leiter:
Stellvertretender Leiter:

Dr. Peter Heiduschka
Dr. Nicole Eter

An der Durchfihrung des Tierversuchsvorhabens dirfen neben dem
Leiter und dem Stellvertreter des Versuchsvorhabens keine weiteren
Personen beteiligt werden.

Auskunft erteilt:

Frau Wegener

Direktwahl 02361-305-3212
Fax 02361/305-3062

fachbereich84@lanuv.nrw.de

Aktenzeichen
84-02.04.2016.A395
bei Antwort bitte angeben

Ihre Nachricht vom:

Ihr Aktenzeichen:

Datum: 24.03.2017

Hauptsitz:

Leibnizstrae 10

45659 Recklinghausen
Telefon 02361 305-0
Fax 02361 305-3215
poststelle@lanuv.nrw.de

www.lanuv.nrw.de

Dienstgebéude:

Hauptsitz Recklinghausen

Offentliche Verkehrsmittel:

Ab Recklinghausen Hbf mit
Buslinie 236 bis Haltestelle
"Siemenestrae” und 5 Min
FuRweg oder mit Buslinie SB 20
bis Haltestelle "Hohenhorster
Weg" und 15 Min. FuBweg in
Richtung Trabrennbahn bis

Leibnizstralte

Bankverbindung:
Landeskasse Diisseldorf
Konto-Nr.: 41 000 12
West LB AG

(BLZ 300 500 00)
BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code: DE 41 3005
0000 0004 1000 12
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VI

VILL

VIIL

Die Versuche durfen nur im Forschungslabor der Augenklinik,
Domagkstr. 19, Raum 100.016 und 100.017, 48149 Munster
durchgefuhrt werden.

Eine rlckblickende Bewertung nach § 35 TierSchVersV ist nicht
vorzunehmen.

Die Genehmigung erstreckt sich auf Versuche mit :

Maus : 1020

Sie haben folgende Auflagen zu beachten:

1. Ist ein Transport der Versuchstiere zwischen Operations- und
Tierhaltungsraum unvermeidbar, so ist dafiir Sorge zu tragen,
dass mit Hilfe geeigneter Behaltnisse dieser Transport so
durchgefihrt wird, dass negative Beeinflussungen durch
auBere Einflusse (z. B. Witterung, Larm etc.) ausgeschlossen
sind. Es ist insbesondere darauf zu achten, dass die Tiere
keinen Temperaturschwankungen ausgesetzt sind.

2. Unabhangig von den im Antrag angefUhrten Abbruchkriterien ist
der Versuch abzubrechen wund das betroffene Tier
tierschutzgerecht zu téten, wenn dies aufgrund des Zustandes
des Tieres nach der Einschatzung des Tierschutzbeauftragten
aus Tierschutzgrunden unerlasslich ist.

3. Sie werden gebeten, nach Erhalt der Genehmigung eine
aktualisierte Zusammenfassung elektronisch zu Ubersenden,
die den Inhalt der Genehmigung vollstandig und richtig darstellt.

Diese Genehmigung ist bis zum 31.03.2022 befristet.

IX. Fir diesen Bescheid wird eine Gebihr erhoben. Hierzu ergeht ein

gesonderter Gebiihrenbescheid.

Erlauterungen und Begriindung:

zu l.:

Der Inhalt lhrer Antragsunterlagen ist Gegenstand dieser Genehmigung.
Anderungen sind dem Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
NRW unverzuglich - unter Angabe des Aktenzeichens - anzuzeigen (§ 34
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Abs.1 Nr. 4 TierSchVersV). Es wird empfohlen, allen an der
Tierversuchsdurchfiihrung beteiligten Personen diese Genehmigung zur
Kenntnis zu geben. Der Tierschutzbeauftragte Dr. Martin Llcke und das
zustandige Veterindramt der Stadt Minster erhalten eine Durchschrift dieser
Genehmigung.

Der Widerruf dieser Genehmigung kann erfolgen, wenn gegen diese
Genehmigung verstoRen wird.

AuRerdem kann die Einstellung des Tierversuchs gema § 16 a TierSchG
angeordnet werden, wenn Tierversuche ohne die erforderliche Genehmigung
oder entgegen tierschutzrechtlicher Bestimmungen durchgefiihrt werden.

Eventueil erforderliche Ausnahmegenehmigungen nach dem Tierschutzgesetz
oder anderen gesetzlichen Bestimmungen bleiben von dieser Genehmigung
unberthrt.

zu ll.:

Fur die Einhaltung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes sowie der in
dieser Genehmigung angefuhrten Voraussetzungen ist der bzw. die oben
bezeichnete Leiter/in des Tierversuchsvorhabens oder im Falle dessen/deren
Verhinderung sein/ihr in dieser Genehmigung bezeichnete/r Vertreter/in
verantwortlich (§ 30 TierSchVersV). Dabei ist jeder beabsichtigte Wechsel der
Versuchsleiter- oder Stellvertreterposition dem Landesamt fir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz NRW unverziiglich anzuzeigen (§ 34 Abs. 2
TierSchVersV).

zu lll.:

Die bezeichneten Personen darfen ausschlief3lich die im
Genehmigungsantrag aufgefuhrten Eingriffe oder Behandlungen im Rahmen
der zuldssigen Verantwortlichkeitsstufe durchfihren. Zu beachten ist, dass
Personen, die Eingriffe und Behandlungen innerhalb des Versuchsvorhabens
durchftihren sollen und die Voraussetzungen nach § 16 Abs. 1 Satze 2 und 3
der TierSchVersV  nicht  erfillen, erst  nach Erteilung  einer
Ausnahmegenehmigung gem. § 16 Abs. 1 Satz 5 TierSchVersV durch die
zustandige Kreisordnungsbehorde eingesetzt werden durfen.

zu VIIl.:

Diese Genehmigung ist zeitlich bis zum o. g. Termin befristet, so dass mir vor
Ablauf der Genehmigungsfrist ggf. der Abschluss des Tierversuchsvorhabens
mitzuteilen ist. Sollte das Tierversuchsvorhaben innerhalb des zeitlichen
Genehmigungsrahmens noch nicht abgeschlossen sein, ist rechtzeitig vor

Seite 3 /
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Ablauf der Genehmigungsfrist - Uber den zustandigen Tierschutzbeauftragten
- ein Antrag auf Verlangerung des Tierversuchsvorhabens zu stellen.

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe
Widerspruch bei dem Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
NRW, Leibnizstr. 10, 45659 Recklinghausen erhoben werden.

Mit freundlichen GriiRen
Im Auftrag

2 /)
> VY.
/%.v!«,/r V] ‘;( mANEs /i/a/

/

(Dr. Sommerfeld)
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DER

OBERBURGERMEISTER

Sl MONSTER

Amt fiir Gesundheit,

Postanschrift: Stadt Miinster » 48127 Minster Veterinar- und

Lebensmittelangelegenheiten

Urji\ferﬁitﬁisklinikut:n Minster : Nieberdingstrafie 30 a
Klinik far Augenheilkunde 48155 Minster
PD Dr. rer. nat. Peter Heiduschka . .
" Auskuntft ertsilt:
Albert-Schweitzer-Campus 1, D15 Frau Boenigk
Zimmer: 12
. . Telefon: 0251/384833 - 14
48148 Minster Telefax:  0251/384833 - 49

E-Mail:

BoenigkR@stadt-muenster.de

Sprechzeiten:
nach Vereinbarung

Datum und Zeichen lhres Schreibens: Mein Zeichen (Bitte angeben): Minster, 31.01.2013
12.12,2012 39.326.1.3
Tierschutz -

Antrag auf Ausnahmegenehmigung nach § 9 Abs.1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes
(TierSchG) fiir nicht operative Eingriffe an Wirbeltieren fiir Frau cand. med. Nadine
ROHLOFF, geb. am 17.08.1992 '

Sehr geehrter Herr Dr. Heiduschka,

aufgrund der vorliegenden Bescheinigung Uber einen erfolgreich abgeschlossenen Kursus fir Ver-
suchstierkunde erteile ich Frau Rohloff eine Ausnahmegenehmigung fir nicht operative Eingriffe
und Behandlungen an Méausen, Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen. Es werden folgende
Nebenbestimmungen festgelegt: }

1. Fir den Fall von VerstdRen gegen die Bestimmungen des Tierschutzgesetzes behalte ich mir
den Widerruf dieser Genehmigung vor.

2. Die nachtragliche Aufnahme, Anderung und Erganzung von Nebenbestimmungen behalte ich
mir vor. Insbesondere kénnen zusatzliche Auflagen hinsichtlich der nicht operativen Eingriffe
gemacht werden.

3. Diese Genehmigung ist fur den Zeitraum des Hochschulstudiums von Frau Rohloff an der
Westfélischen Wilhelms-Universitat Minster befristet.

l. Begriindung

Mit Schreiben vom 12.12.2012 haben Sie einen Antrag nach § 9 Abs.1 Satz 4 TierSchG fiir die
Durchfiihrung nicht operativer Eingriffe an M&ausen, Ratten, Meerschweinchen und Kaninchen fir
Frau Rohloff gestellt und entsprechende Nachweise tbersandt.

Nach § 9 Abs. 1 Satz 1 Tierschutzgesetz dirfen Tierversuche nur von Personen durchgefiihrt
werden, die die dafar erforderlichen Fachkenntnisse haben. Tierversuche an Wirbeltieren, aus-
genommen Versuche nach § 8 Abs. 7 Nr. 2, dirfen nur von besonders qualifizierten Personen
durchgefihrt werden.

Frau Rohloff verflgt Uber kein abgeschlossenes Hochschulstudium; die Voraussetzungen nach

Koniten der Stadtkasse Zentrale Verbindungen
Sparkasse Minsterand Ost  Kito-Nr. 762 (BLZ 400 501 50)  IBAN: DE104005015C0000000752, BIC/SWIFT: WELADEDIMST R Hauplvermitiiung (0251) 482-0
Commerzhank Mdnstor KtoNr. 303 210000  (BLZ 400 40028) Dautsche Bank Minster Kto.-Nr. 0470 005 (BLZ 400 700 80)  Teletax {0251} 492-7700
Posthank Dortmund KtoNr. 21136 461 {BLZ 440 10048) Deutsche Bundesbank Kio-Nr 4000 1700 {BLZ 4001000 00) Stadtverwshung@@stadt-muenster.de
SEB Kta.-Nr. 1010 305 100 {BLZ 400 101 11}  Volksbank Minster 6G Kio-Nr. 4200800 (BLZ40160050)  www.muenster defstadl

Bankhaus Lamps Manstar Kto.-Nr. 306 002 (BLZ 480 201 51} ‘WesiLB AG Kto.-Nr. 61228 {BLZ 300 500 08)

MFB-05-58-M3 /W04 / 25.08.12
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§ 9 Abs. 1 Satz 1 TierSchG liegen damit nicht vor.

Liegt eine besondere berufliche Qualifikation nicht vor, kann die Behorde Ausnahmen nach § 9
Abs. 1 Satz 4 TierSchG zulassen, wenn der Nachweis der erforderlichen Fachkenntnisse auf
andere Weise erbracht ist.

Aufgrund der mir vorliegenden Bescheinigung Uber einen erfolgreich abgeschlossenen Kursus fur

Versuchstierkunde : -

<] in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Westfalischen Wilhelms-
Universitat Minster im Sommersemester 2012 vom 05.06.2012

[] des Max-Planck-Instituts fir molekulare Biomedizin vom

<] und einer Semesterbescheinigung der WWU Munster vom 25.10.12 als Studentin der Medizin

kann ich Frau Rohloff fur tierexperimentelle Tétigkeiten ohne operative Eingriffe an Mausen, Rat-

ten, Meerschweinchen und Kaninchen die nach dem Tierschutzgesetz erforderliche Sachkunde

anerkennen. I

Der Widerrufsvorbehalt wurde auf der Grundlage des § 36 Abs. 2 Verwaltungsverfahrensgesetz
erlassen. Damit wird bezweckt, dass aus Griinden des Tierschutzes diese Genehmigung entscha-
digungslos widerrufen und so Verstéllen gegen das Tierschutzgesetz wirksam begegnet werden
kann. Nach Abwagung Ihres Interesses an einer uneingeschrénkten Erlaubnis und dem &ffentlichen
Interesse an der Einhaltung der Bestimmungen des Tierschutzgesetzes halte ich es flr verhaltnis-
maRig und zweckmaBig, durch die Widerrufsvorbehalt sicherzustellen, dass die gesetzlichen Vor-
aussetzungen, die bei der Erteilung der Erlaubnis vorliegen missen, auch zukinftig eingehalten
werden.

Eine Befristung fiir den Zeitraum des Hochschulstudiums der Medizin an der Westfalischen Wil-
helms-Universitat Munster ist gerechtfertigt, da nur in diesem Zusammenhang eine weitere Uber-
pritffung der Voraussetzungen fir den nicht operativen Sachkundenachweis durch die hiesige Be-
hérde erfolgen kann. ‘

1. Gebiihrenfestsetzung

Die Erteilung dieser Genehmigung ist gemaRk § 8 Abs. 1 Nr. 2 des Gebiihrengesetzes fur das
Land Nordrhein-Westfalen (GebG NRW) in der Fassung der Bekanntmachung vom 23.08.1999
kostenfrei. Auf die Erstattung der entstandenen Auslagen wird verzichtet.

. Rechtsbehelfsbelehrung

Gegen diesen Bescheid kénnen Sie innerhalb eines Monats, nachdem Ihnen der Bescheid be-
kanntgegeben worden ist, beim Verwaltungsgericht in Munster (Postanschrift: Postfach 8048,
48043 Munster / Hausanschrift: Piusallee 38, 48147 Munster) schriftiich oder zur Niederschrift
des Urkundsbeamten der Geschiftsstelle Klage erheben.

Den Antrag kénnen Sie auch elektronisch und mit qualifizierter elektronischer Signatur Uber das
Elektronische Gerichts- und Verwaltungspostfach (EGVP) beim Verwaltungsgericht Mnster ein-
reichen. Die Anforderungen an den elektronischen Rechtsverkehr sind in der \erordnung Uber
den elektronischen Schriftverkehr bei den Verwaltungsgerichten und den Finanzgerichten im
Lande Nordrhein-Westfalen vom 01.12.2010 in der aktuellen Fassung geregelt.

Iv. Hinweis
Die bzw. der Tierschutzbeauftragte ist Uber die Ausnahmegenehmigung zu informieren.

Im Auftrag

Dr. Ser&

Stédt. Oberveterinarrat
1_Durchschrift fiir Frau Nadine ROHLOFF

MFB-D5-58-M5 / V04 / 25.08.12
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