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1 Einleitung

1.1 Das Auge

Das Auge ist ein wichtiges Sinnesorgan des Menschen und vieler Tiere, vermittelt es
doch einen sehr wichtigen Aspekt der Umwelt: den Seheindruck (31). Das Licht fallt in
das Auge ein und wird als elektrisches Signal an das Gehirn weitergeleitet. Im Detail
fallt das Licht zuerst durch die Cornea, durchkreuzt die vordere Augenkammer, die
Pupille und die Linse um dann durch den Glaskorper die Netzhaut, Retina genannt, zu
erreichen (Abbildung 1). Von dort gelangt die Information {iber den Sehnerven in das
Gehirn (31). Insgesamt betrdgt dieser Weg durch die unterschiedlichen Schichten im
menschlichen Auge gerade einmal circa 22 bis 27 mm (31). Neben der funktionellen
Einteilung des Auges kann man sich dem Auge auch iiber seine Struktur ndhern: Das
menschliche Auge besteht aus drei verschiedenen Schichten mit jeweils
unterschiedlichen Aufgaben. Die Sklera ist der duBerste Teil des Auges und besitzt vor
allem die Funktion einer schiitzenden Schicht. Darunter liegt die Choroidea, in der die
Gefdlle verlaufen und die somit der Erndhrung des Auges dient. Ganz im Inneren liegt

die Retina, die sensorische Schicht des Auges (31, 38).

Die Retina ist die neurosensorische innere Schicht des Augapfels und besteht grob aus
zwel Anteilen: dem inneren sensorischen Teil, bestehend aus Photorezeptoren sowie
weiteren Zellen und dem diinnen &uBleren Teil, dem retinalen Pigmentepithel
(38)(Abbildung 2). Die innere sensorische Schicht der Retina Ildsst sich nach
histologischen Gesichtspunkten noch weiter in verschiedene Schichten einteilen, dieser
Autbau entspricht einem fundamentalen Plan, der allen Netzhduten von Wirbeltieren zu

Grunde liegt (28).
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Abb. 1 Der Aufbau des menschlichen Auges. Dargestellt ist schematisch ein Schnitt in einer mittleren Ebene

durch das menschliche Auge. Cornea = Kornea; anterior chamber = vordere Kammer; pupil = Pupille; lens

nucleus, Cortex = Linse; vitreous body = Glaskdrper; retina = Netzhaut; choroid = Choroidea; sclera = Sklera;

optic nerve = Sehnerv (38).
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Abb. 2 Die Schichten der Retina. Schematisch dargestellt sind die einzelnen Zellen sowie die einzelnen

histologischen Schichten der Retina. ONL = duflere Kornerschicht; OPL = duBlere plexiforme Schicht; INL =

innere Kornerschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; GCL = Ganglienzellschicht; R = Photorezeptor,
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Stidbchen; C = Photorezeptor, Zapfen; HC = Horizontalzelle; BC = Bipolarzelle; AC = Amakrine Zelle; RGC =
retinale Ganglienzelle (28).

Die Retina wird iiber zwei unterschiedliche zufiihrende Blutsysteme mit Blut versorgt.
Zum einen iiber die Choroidea, deren Kapillaren vor allem die Photorezeptoren
versorgen, zum anderen {iber die Zentralarterie der Retina, die die inneren Schichten der
Netzhaut versorgt (38). Die Blutversorgung durch die zentrale retinale Arterie erfolgt
iber ein System aus drei flachen Netzwerken aus Gefédllen, die horizontal zur Netzhaut
angeordnet sind (26). Dabei lassen sich drei grofle Gefdalnetzwerke unterscheiden: der
oberflachliche, der intermedidre und der tiefe Plexus (48). Innerhalb dieser
GefaBnetzwerke gibt es verschiedene Arten von BlutgefiBlen, die wiederum
verschiedene Funktionen erfiillen und daher auch mit unterschiedlichen Rezeptoren

ausgestattet sind (44).

Anders als beim Menschen, bei dem sich das retinale Gefafinetz zwischen der 15.
Gestationswoche und der Geburt entwickelt, werden Mause mit einer avaskuldren
Retina geboren (63). In der Maus beginnt die Entwicklung der Gefdlnetzwerke der
Retina am Tag der Geburt (P0) und ist abgeschlossen an Tag 21 nach der Geburt (P21)
(22, 23). Die Angiogenese, die Entstehung neuer Blutgefd3e, in der Entwicklung der
Netzhaut folgt einem strikten Muster: die retinalen GefiBe wachsen radidr vom
Eintrittsort des Sehnerven in die Netzhaut aus in die Peripherie (25, 34, 63). Dabei
folgen die Gefille einem Gradienten von vaskuldrem endothelialem Wachstumsfaktor
(vascular endothelial growth factor, VEGF) (25). Die Expression von VEGF wird
ausgeldst durch eine physiologische Hypoxie in der Netzhaut vor dem Auswachsen der
GefdBe und stimuliert die Expression von VEGF (51). Die korrekte retinale
Vaskularisation ist essentiell fiir die Augenfunktion, und ein Ungleichgewicht der
verschiedenen Prozesse trigt zu verschiedenen Augenerkrankungen bei (6). Die
Blutgefille formen die oben genannten Plexus und innerhalb dieser ein hierarchisch
organisiertes Netzwerk aus Arterien, Kapillaren und Venen. Diese entstehen durch eine

Abfolge von Wachstum, Abbauen und Reifung (20).

Der oberflichliche GefaBplexus entwickelt sich innerhalb der ersten Woche nach der
Geburt (12) (Abbildung 3). Ausgehend vom Kopf des Sehnerven bilden sich die

oberfldchlich liegenden Gefédlle strahlenformig aus Richtung Peripherie, welche sie an
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Tag 7 (P7) nach der Geburt erreichen (25, 48, 51, 63). Die Gefdlle im zuerst unreifen
GefaBnetz werden in einem Prozess der Formdnderung umgebaut von Tag 10 nach der
Geburt (P10) an, infolgedessen die Verzweigungen der Gefialle abnehmen (20). An der
Wachstumsfront des oberflichlichen Plexus gibt es eine hohe Proliferation der
Endothelzellen wihrend in den zentralen Arealen des Netzwerkes der Umbau bereits

bestehender Gefia3e dominiert (20, 51).

annn
. .
----
- .
o' .
-

Abb. 3 Der oberflichliche GefiaBiplexus. Schematisch dargestellt ist ein Ausschnitt des oberflichlichen Plexus
der Retina. Das Zentrum der Retina befindet sich unten links und die Peripherie oben rechts. Die Dreiecke
kennzeichnen sogenannte Spitzenzellen, die Pfeile zeigen auf kapillarfreie Zonen. A = Arterie; V = Vene;

proliferative zone = Proliferationszone; remodelling zone = Umbauzone (51).

Bei Erreichen der Peripherie der Retina durch den oberflidchlichen Gefél3plexus bilden
sich angiogenetische Aussprossungen der bestehenden GefdBle und penetrieren die
Netzhaut senkrecht zum oberflachlichen Plexus. Dadurch bildet sich ein zweites, tiefer
gelegenes Gefdlnetzwerk, das den tiefen Plexus formt (6, 12, 48, 51). Der tiefe
Gefidllplexus entwickelt sich zwischen dem 7. und dem 10. Tag nach der Geburt, und
erreicht an P12 die retinale Peripherie (25). Darauthin bildet sich der intermedidre
Plexus zwischen Tag 12 und Tag 14 nach der Geburt (25, 48). Nach der
Wachstumsphase der einzelnen Plexus beginnt ungefdhr ab dem 10. Tag nach der
Geburt die Phase des Umbaus und der Reifung der Gefd3e in den einzelnen Netzwerken
und dauert ungefdhr zwei Wochen an (20, 62). Ein wichtiger Aspekt wahrend der
Umbauvorgéinge ist die Reifung der Gefille sowie die Differenzierung in Arterien,

Kapillaren und Venen (51). Dies wird vor allem durch den Schliisselregulator Notch
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initiiert, der in erster Linie fiir den Umbau sowie die Reifung der Kapillaren und der
Venen zustindig ist, wihrend die Expression von VEGF nachlisst (20). Sehr dhnlich
verlduft auch die Ausbildung der humanen retinalen Gefaf3e, jedoch beginnt dort der
oberflachliche Plexus in der 15. Gestationswoche zu wachsen, und die Vaskularisation

der Retina ist zwischen der 38. und der 40. Gestationswoche beendet (51).

Aufgrund der postnatalen Entwicklung des GefdBsystems in der Maus hat es sich als
Modell zu Forschungszwecken etabliert (20, 51). Ebenfalls ist das postnatale Auge
einfach zuginglich fiir Injektionen oder hochauflosende Bildgebung (20, 51). Die
Bildung des oberflichlichen GefdBnetzwerks der Retina ist zusétzlich ein gutes
Modellsystem um die Differenzierung der Gefile, den Umbau sowie die Angiogenese

zu studieren (48, 51).
1.2 Die Angiogenese

Als Angiogenese wird die Bildung von neuen Blutgefdlen aus bereits existierenden
bezeichnet (9). Dieser Prozess wird stark reguliert sowie streng organisiert (20, 29). Die
Angiogenese besteht aus einer Serie von Schritten, diese beinhalten die Proliferation,
das Aussprossen, die Anastomosierung, den Abbau sowie den Umbau (20). Eine grofle
Bedeutung kommt der Angiogenese sowohl in der Wundheilung als auch in der
Tumorprogression zu (9, 20, 44). Daher kann die Erforschung und genaue Beschreibung
der Bildung von neuen Blutgefd3en bei verschiedenen Erkrankungen wie beispielsweise
der diabetischen Retinopathie, der altersbedingten Makuladegeneration, aber auch bei
Atherosklerose, rheumatoider Arthritis und nicht zuletzt Tumorerkrankungen neue
Therapiemoglichkeiten in Aussicht stellen (20, 44, 62). Eine wichtige Rolle spielen
VEGF-A als Hauptantrieb der Angiogenese sowie Semaphorine und ihre Rezeptoren
wie beispielsweise VEGF-Rezeptoren und ihre Co-Rezeptoren wie Neuropilin-1 (33,

45).

Es gibt unterschiedliche Formen der Angiogenese; vor allem an der Neovaskularisation

von Tumoren lassen sich die verschiedenen Abldufe darstellen (44) (Abbildung 4).
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Abb. 4 Die verschiedenen Formen der Angiogenese. Die Neovaskularisation von Tumoren kann auf
verschiedenen Arten der Angiogenese basieren. Dabei konnen einzelne Prozesse sowohl simultan ablaufen als
auch ineinander iibergehen. A: Neovaskularisation durch die Rekrutierung von Endothelvorlduferzellen aus
dem Knochenmark. B: Aussprossende Angiogenese. C: Intussuszeptive Angiogenese. D: Glomerulédre
Angiogenese. E: Gefdl3-Co-Option. F: vaskuldres Mimikry. Endothelial cell = Endothelzelle; Endothelial

progenitor cell = Endothelvorlduferzelle; Tip cell = Spitzenzelle, Tipzelle; Tumor cell = Tumorzelle (44).

Im Folgenden mochte ich die einzelnen Formen der Angiogenese erldutern.
1.2.1 Die aussprossende Angiogenese

Die aussprossende Angiogenese bezeichnet das Aussprossen von Endothelzellen sowie
deren Proliferation zur Bildung eines ersten unreifen GefdBnetzwerkes. Dieses wird
nachfolgend in mehreren Schritten in ein reifes und stabiles Netzwerk umgebaut (62).
Ausgelost wird diese Form der Angiogenese beispielsweise durch bestehende Hypoxie
und darauffolgend der Ausschiittung verschiedener angiogenetischer Faktoren, die
daraufhin die aussprossende Angiogenese fordern (44). Diese Form der Angiogenese
besteht aus einer Dynamik der Endothelzellform, -orientierung und -adhésion und
dhnelt somit dem Auswachsen von Axonen, sodass es nicht weiter verwunderlich ist,

dass bei beiden Prozessen dhnliche Signalwege aktiviert werden (63).

Grundlegend wachsen neue Gefdlle aus, angefiihrt von den aus bestehenden Gefidllen
aussprossenden Spitzenzellen (Tipzellen), die von Stielzellen (Stalkzellen) gefolgt

werden (34, 48). Die Spitzenzellen sind hoch migratorische Endothelzellen, von denen
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Filopodien in die extrazellulire Umgebung ausgehen (48). Dem VEGF-Gradienten
folgend migrieren die Spitzenzellen in die extrazellulire Matrix (45). Hinter ihnen
beginnen die Stielzellen zu proliferieren und bilden strangformige Strukturen, die sich
nachfolgend zu endothelialen Réhren umbilden, welche nach und nach miteinander
anastomosieren und so den Blutfluss ermoglichen (44). Eine Schliisselrolle in der
Regulation der entstechenden Aussprossungen mit den unterschiedlichen Zellen spielt
der Notch-Signalweg mit dessen Liganden delta-like 4 (D114) und jagged 1 (Jagl) sowie
dessen Rezeptoren (20). Die Expression von DIl4 in den Spitzenzellen fiihrt zu einer
Aktivierung von Notch in den angrenzenden Endothelzellen. Dies wiederum
supprimiert den Spitzenzell-Phénotyp, reguliert die Expression der VEGF-Rezeptoren
herunter und fordert den Stielzell-Phénotyp (1, 20, 51). Die DIl4-Expression supprimiert
die Differenzierung zu Spitzenzellen wohingegen das von Stielzellen ausgeschiittete
Jagl pro-angiogenetische Aktivitit besitzt, indem Jagl in den angrenzenden

Spitzenzellen Notch antagonisiert (1, 15, 51) (Abbildung 5).

VEGF VEGF
Tip cell
Fringe
Notch e
5 C NI
I
: Dll4 Notchacnve 1
I Fringe :
I
, ]
VEGFR2/3owe"
I
: Stalkcell J | fEory

A W S S S SN SN SN M S S S PERSPECTIVES

Abb. 5 Uberblick iiber den Notch-Signalweg in den Spitzenzellen und Stielzellen. In den Spitzenzellen
findet sich eine hohe Expression von DIl4, dieses aktiviert Notch in den angrenzenden Stielzellen. Jagged 1
wird daraufhin stark in den Stielzellen exprimiert und hemmt den DIl14-Notch-Signalweg in den Spitzenzellen.
Da Notch die VEGF-Rezeptor Expression negativ reguliert ist konsekutiv die hochste zelluldre Antwort auf
VEGEF in den Spitzenzellen zu erwarten. Tip cell = Spitzenzelle; Stalk cell = Stielzelle; Notch®¥*= aktiviertes
Notch; VEGFR2/3"eh=hohe Expression der VEGF-Rezeptoren 2 und 3; VEGFR2/3!°%= geringe Expression
der VEGF-Rezeptoren 2 und 3 (1).
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Neben dem Notch-Signalweg gibt es weitere Regulatoren, die in den Spitzenzellen und
Stielzellen die Angiogenese beeinflussen (Abbildung 6). Die Bildung von Spitzenzellen
wird durch die von VEGF oder TGFp1 aktivierten Neuropilin-Rezeptoren gefordert (51,
63); wahrscheinlich liber die Aktivierung des ERK- und des p38-Signalweges (48).
Weiterer positiver Regulator des Spitzenzell-Status ist beispielsweise die Glykolyse, die
vermehrt in den Spitzenzellen stattfindet, gefordert durch das Enzym
Phosphofructokinase-2/Fruktose-2,6-Bisphosphatase (51). Daneben gibt es einige den
Spitzenzellstatus supprimierende Regulatoren. Mehrere Klasse 3 Semaphorine
inhibieren die endotheliale Zellproliferation sowie den Spitzenzellstatus wie
beispielsweise SEMA3A, welches signifikant die Anzahl und die Lénge der Filopodien
beeinflusst (45).

[ | [ pLia,_ AL
| /| |vEGFR-2/3

| vEGFR- BMP9
4 BMP10
|
A ‘ pLLa. AYE
I | |/ |vecFR-2/3

| VEGFR-1

Abb. 6 Weitere Signalwege in der aussprossenden Angiogenese. Dargestellt werden weitere Signalwege, die
den Phénotyp der Spitzenzelle bzw. Stielzelle beeinflussen. Wie bereits beschrieben wird durch die Expression
von DII4 in den Spitzenzellen Notch in den Stielzellen aktiviert, welches die VEGF-Rezeptoren 2/3
herunterreguliert sowie deren Antagonist VEGF-Rezeptor 1 hochreguliert. Weiter von der Spitze der
Aussprossung entfernte Stielzellen werden von BMP9 und BMP10, die im Plasma zirkulieren, erreicht und
aktivieren dort ALK1 mit einem #hnlichen Ergebnis wie der Notch-Signalweg. Tip= Spitzenzelle; Stalk=
Stielzelle; lumen = GefaBBlumen; NTs = von Notch adressierte Transkriptionsfaktoren; ATs= von ALKI1

adressierte Transkriptionsfaktoren (51).
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Nachfolgend findet ein Umbau des unreifen GefdBnetzes in ein hierarchisch
strukturiertes Netzwerk sowie die Differenzierung in Arterien, Venen und Kapillaren

statt (20, 24).
1.2.2 Die Gefi3-Co-Option

Wenn maligne Zellen initial in der Ndhe und an den bereits existierenden Mikrogefaf3en
entlangwachsen und so das GefaB3system des Wirts zu ihrem eigenen Vorteil nutzen,
nennt man dies Gefdl3-Co-Option (44). Im Verlauf wird auch bei dieser Form der

Angiogenese das Wachstum neuer Gefaf3e fiir den Tumor unterstiitzt (44).
1.2.3 Die intussuszeptive Angiogenese

Die intussuszeptive Angiogenese ist eine Form der Neovaskularisation, die kaum von
der Proliferation oder der Migration von Endothelzellen abhingig ist. Dies macht die
intussuszeptive Angiogenese Okonomischer sowie schneller als die aussprossende
Angiogenese (44). Zuerst bilden sich innerhalb bestehender GefdBe kleine aus
Endothelzellen bestehende Pfeiler ausgehend von der GefdBwand. Diese Pfeiler breiten
sich immer weiter aus bis sie das bestehende Gefaflumen in zwei Lumina aufteilen.
Anschlieflend findet der Umbau in ein strukturiertes, funktionelles Gefa3netzwerk statt

(37).
1.2.4 Die glomeruloide Angiogenese

Die glomeruloide Angiogenese findet sich gehéduft in sehr aggressiven Tumoren und
stellt eher einen Umbauvorgang dar als eine richtige Form der Angiogenese. Dabei
bilden sich komplexe vaskuldre Strukturen, die glomeruloide Korper genannt werden.
Diese bestehen aus verschiedenen kleinen Gefdlen, die eingehiillt sind von einer
Basalmembran. Die proliferierenden Tumorzellen leiten Kapillaren aus der Umgebung

in den Tumorknoten und bilden so die sogenannten glomeruloiden Korper (14).
1.2.5 Das vaskulire Mimikry

Das vaskuldre Mimikry ist vor allem bei aggressiven Melanomen bekannt. Dort bildet
der Tumor fliissigkeitsgefiillte Kanile, die Gefden dhneln, jedoch keine Wand aus

Endothelzellen besitzen. Diese Kanile erlauben eine von der Angiogenese unabhingige
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Perfusion des Tumors (39). Es gibt zwei Formen des vaskuldren Mimikry: den

tubuldren Typ und den gemusterten Typ (44).

1.3 Proteine aus Schlangengiften

Schlangengifte enthalten viele verschiedene Proteine mit teils sehr unterschiedlichen
Effekten bei einer Vergiftung (3). Oft haben die enthaltenen Proteine Effekte auf die
Thrombozytenaggregation und die Blutgerinnung (60). Daher kann eine Erforschung
von Schlangengiften der Entwicklung von Medikamenten, die in die Blutgerinnung
eingreifen, dienen (2, 58). Hiufige Bestandteile der Gifte sind Disintegrine, Proteasen,
VEGF idhnliche Proteine, sowie C-typ-lektinartige Proteine (17). Die in vielen
Schlangengiften enthaltenden Disintegrine sind natiirliche Inhibitoren der Interaktion
von Integrinen mit ihren Liganden und haben ihr Ziel hdufig in der Integrin-vermittelten
Thrombozytenadhésion an Fibrinogen und Kollagen in der Blutgerinnung (15). Die C-
typ-lektinartigen Proteine (CLPs) gehdren zu einer groBlen Superfamilie und wirken
unter anderem auch als Integrin-Inhibitoren (3, 65). Die Mitglieder dieser CLP-Familie
teilen sich eine charakteristische Struktur, bestehend aus zwei homologen
Untereinheiten, die iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (2, 17). Die
CLPs aus Schlangengiften wirken auf verschiedene physiologische Signalwege in der
Hamostase (2). Wichtige Ziele der CLPs sind Rezeptoren auf Thrombozyten wie die
Glykoprotein Ib-Untereinheit (GPIb) des von Willebrand Faktor-Rezeptors (VWEF-
Rezeptor), Integrin a2 oder das Glykoprotein VI (42).

1.4 Rhodocetin

Die Malaienmokasinotter (Calloselasma rhodostoma) ist eine bedeutende Giftschlange,
die in Siidostasien beheimatet ist (58). Ihr Gift ist sehr toxisch aber auch nutzbringend
in der Entwicklung und Entdeckung neuer Medikamente (58). Die Zusammensetzung
des Giftes von Calloselasma rhodostoma ist mittlerweile entschliisselt, es enthalt
mehrere grofe Proteingruppen von denen die zweitgroBBte die C-typ-lektinartigen
Proteine darstellen. Von diesen gibt es zwei Proteine mit gegensétzlichen Wirkungen:
den Thrombozytenaggregationsforderer Rhodocytin sowie den 1999 gleichzeitig von
Wang et al. und Eble et al. isolierten Thrombozytenaggregationshemmer Rhodocetin
(15, 53, 58, 60). Insgesamt macht Rhodocetin 18,61% des Giftes von Calloselasma

rhodostoma aus (58).
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1.4.1 Die Struktur von Rhodocetin

Zuerst wurde Rhodocetin als Heterodimer angesehen (2, 60), mittlerweile haben Eble ef
al. gezeigt, dass Rhodocetin aus vier homologen Untereinheiten afyd besteht, welche
sich zu den zwei Heterodimeren off und yd zusammenlagern (10, 17, 58). Die zwei
Heterodimere aff und yd ordnen sich so an, dass insgesamt eine kreuzférmige Struktur

des Tetramers Rhodocetin entsteht (16, 17) (Abbildung 7).

B (grau), y (rot) und d (gelb) bilden die beiden Untereinheiten off und yd, welche sich kreuzférmig zum Tetramer

zusammenlagern. Oben ist die Tertidrstruktur dargestellt, unten eine schematische Abbildung (17).

Die Bindungsstelle zwischen den beiden Untereinheiten off und yo wird gebildet durch
elektrostatische Interaktionen zwischen der a- und der y-Kette (10, 17) welche durch
sich gegenseitig austauschende Schleifen wie ineinandergreifende Finger zu Stande
kommen (17). Rhodocetins native Konformation wird stabilisiert durch
Disulfidbriicken, die wesentlich fiir die inhibitorische Aktivitit verantwortlich sind (15).
Neben Rhodocetin sind nur Agglucetin und Alboaggregin-A tetramere CLPs (17). Die
Ligandenbindung an Rhodocetin verdndert dessen quartére Struktur: Durch die Bindung
an Integrin azB1 wird die af-Untereinheit freigegeben und kann daraufhin eigensténdig
agieren (10) (Abbildung 8). Nach der Dissoziation von Rhodocetin aff sind beide
Heterodimere hydrophil, jedoch ist die aj-Untereinheit signifikant besser 16slich als die

vd-Untereinheit (16). Als Tetramer besitzt Rhodocetin einen ungepaarten Cysteinrest,
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der es ermdglicht eine kovalente Bindung einzugehen, sodass ein supramolekularer

Komplex aus zwei Molekiilen entsteht (17).

Abb. 8 Anderung der Quartirstruktur durch Ligandenbindung. Das Rhodocetin Tetramer bindet an das Integrin
o2f1 mit der yd-Untereinheit. Es kommt zu einer Konformationsdnderung (16) und damit zur Dissoziation der ofj-
Untereinheit wéhrend die yd-Untereinheit weiterhin an das Integrin gebunden bleibt. Die a-Kette ist in blau, die -

Kette in lila, die y-Kette in rot und die 5-Kette in gelb dargestellt (2).

1.4.2 Die bekannten Wirkungen von Rhodocetin

Da nach der Ligandenbindung an die yd-Untereinheit die af-Untereinheit dissoziiert
und eigene Signalkaskaden anstoft, sollen im Folgenden die Funktionen der beiden
Heterodimere nacheinander beschrieben werden (43). Auch das Tetramer als Ganzes
kann die gleichen Wirkungen auslosen, hdufig jedoch in einer anderen Stérke als das

isolierte Heterodimer (17, 42).
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Die yd-Untereinheit von Rhodocetin kann an das Integrin axp: spezifisch binden und
dieses inhibieren (2, 16, 18, 42). Dabei kann das Heterodimer sowohl an die isolierte
Bindungsstelle als auch an zellgebundenes Integrin o2f; binden und darauthin die
Dissoziation des Tetramers initiieren (10). Viele Disintegrine bendtigen eine RGD-
Sequenz um an Integrine binden zu koénnen, Rhodocetin jedoch gehort zu der kleinen
Gruppe der RGD-unabhingigen Disintegrine (15). Die yo-Untereinheit von Rhodocetin
bindet iiber die Integrin o> A-Domine an die inaktive Konformation des Integrins ozf1
(2, 6). Darauthin findet eine Konformationsdnderung des Rhodocetin-Tetramers statt,
wodurch die ap-Untereinheit freigesetzt wird und das yd-Heterodimer so an die o> A-
Doméne gebunden bleibt, sodass das Integrin axf; in der inaktiven Konformation bleibt
und die Bindungsstelle von Kollagen blockiert ist (16). Interessanterweise bindet das
Rhodocetintetramer schneller an die oo A-Domine als die yd-Untereinheit allein. Die
ap-Untereinheit beschleunigt die Bildung des Komplexes mit dem Integrin o2fi,
dissoziiert und ldsst die  yo-Untereinheit mit einer sehr  geringen
Dissoziationsgeschwindigkeit zuriick, sodass eine fast irreversible Hemmung des
Integrins o2P1 erfolgt (10). Durch die Inhibierung von Integrin o2f: verhindert
Rhodocetin die Integrin-vermittelte Zellmotilitit auf Kollagen I (18, 19). Da Integrin
a2P1 der wesentliche Kollagenrezeptor auf Thrombozyten ist, ist die Inhibierung des
Integrins durch die yd-Untereinheit von Rhodocetin verantwortlich fiir eine fehlende
kollageninduzierte Thrombozytenaktivierung (15, 42). Auch andere Funktionen von
dem Integrin o021 werden durch Rhodocetin inhibiert wie beispielsweise die
Zelladhidsion, die Migration auf Kollagen und die Kontraktion von Kollagengelen (18).
So kann die Invasion von Fibrosarkomzellen in einer Matrix aus Kollagen I durch
Rhodocetin effizient blockiert werden (18). AuBerdem wird die Produktion der
Matrixmetalloproteinase 1 (MMP-1) hochreguliert durch die yd-Untereinheit (18).
Neben Rhodocetin ist auch von EMS 16 aus Echis multisquamatus, VP12 aus Vipera
palestina und von Jararhagin aus Bothrops jararaca bekannt, dass sie an Integrin oz

binden koénnen (3, 10, 17, 19).

Die af-Untereinheit von Rhodocetin kann zwar auch an das Integrin o2f;1 binden,

jedoch viel schwicher als die yd-Untereinheit (17). Das af-Heterodimer kann jedoch

21



auf einem anderen Weg die Blutgerinnung beeinflussen, indem es an das Glykoprotein
Ib auf der Oberfliche von Thrombozyten bindet und so die Thrombozytenaggregation
durch den von Willebrand Faktor (vWF) inhibiert (2, 42). Die Aktivierung der
Thrombozyten iiber GPIb ist wichtig flir die physiologische Hdmostase und auch fiir die
pathologische Thrombose, jedoch bis jetzt nicht vollstindig verstanden. Da der vWF
tiber mehrere Rezeptoren auf der Thrombozytenoberfldche zur Aktivierung fithren kann,
sind selektive GPIb-Agonisten und auch selektive GPIb-Antagonisten, wie

beispielsweise Rhodocetin aff, wichtig um die Signalwege von GPIb zu studieren (42).

Neuropilin-1 als neues Ziel fiir Schlangengiftkomponenten wie Rhodocetin aff wurde
2013 von Niland et. al beschrieben (43). Von mehreren Wachstumsfaktoren ist bekannt,
dass sie mit Neuropilin-1 interagieren kénnen; Rhodocetin of} ist das erste Protein aus
einem Schlangengift, das an Neuropilin-1 bindet (43). Neben Rhodocetin aff kann auch
VEGF-A an Neuropilin-1 binden, das daraufhin als VEGF-R2 Co-Rezeptor agiert (43).
Infolge der Bindung von Rhodocetin a3 an Neuropilin-1 fungiert Rhodocetin aff als
Vermittler und bringt Neuropilin-1 mit cMet in physischen Kontakt woraufhin
Tyrosinreste von cMet phosphoryliert werden und auf diesem Wege die Aktivierung
von cMet erfolgt. Dies ist eine bedeutende Entdeckung, da vorher HGF als einziger
Ligand von cMet und cMet als einziger Rezeptor fiir HGF postuliert wurden (41). Es
gibt  verschiedene Integrin-abhéngige Zell-Matrix-Kontakte, = welche durch
unterschiedlichen Aufbau und unterschiedliche Struktur diverse Funktionen der Zelle
vermitteln wie beispielsweise die Zelladhésion, die Migration oder auch den Umbau der
extrazelluldren Matrix (61). Dabei lassen sich die verschiedenen Fokaladhdsionen zum
Beispiel durch das Clustern von Integrinen oder die Phosphorylierung von
Bindungspartnern ineinander umwandeln (61). Paxillin befindet sich in linienférmigen
Fokaladhédsionen, wird aber nach Phosphorylierung an Y31 umverteilt zu
punktformigen Fokalkontakten. Durch die von Rhodocetin af initiierte Aktivierung von
cMet wird Paxillin phosphoryliert und es entstehen punktformige Fokalkontakte in der
Zellperipherie. Weiterhin kommt es zu einem Abbau der Aktin-Stressfasern und es folgt
die Bildung eines verzweigten kortikalen Netzwerks aus Aktin in neu gebildeten
Lamellipodien. Somit induziert Rhodocetin aff iiber cMet, aber nicht iiber VEGF-R2,
die Motilitdt von Endothelzellen (43) (Abbildung 9).
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Abb. 9 Schematische Darstellung des von Rhodocetin aff aktivierten Signalweges iiber Neuropilin-1 und cMet.
Rhodocetin aff sorgt fiir eine Assoziation der Rezeptoren Neuropilin-1 und cMet, woraufhin letzterer phosphoryliert
und somit aktiviert wird. Es folgt die Phosphorylierung von Paxillin, welches zu einer Umstrukturierung der Zell-
Matrix-Kontakte fiihrt, indem Fokaladhédsionen abgebaut und dafiir Fokalkontakte ausgebildet werden. Der cMet-
Inhibitor SU11274 kann die Effekte von Rhodocetin aff im Zellmodell umkehren. Neuropilin-1 kann auch als Co-
Rezeptor von VEGF-Rezeptor 2 fungieren, dies fiihrt jedoch nicht zu einer Phosphorylierung von Paxillin. focal
contact = Fokalkontakt; focal adhesion = Fokaladhision; collagen = Kollagen; RCaf = Rhodocetin aff; VEGFR2 =
VEGF-Rezeptor 2; Nrpl = Neuropilin-1; phosphorylation = Phosphorylierung; dephosphorylation =
Dephosphorylierung; cortical actin network = kortikales Aktin-Netzwerk; actin stress fibers = Aktin-Stressfasern;

lamellipodia = Lamellipodien; force extertion = Kraftausiibung (43).

Ausgehend von den verschiedenen bisher bekannten Wirkungen von Rhodocetin aff
sind mehrere Einsatzmoglichkeiten derselben denkbar. Durch die Inhibition
kollagenabhéngiger Zelladhdsion sowie der Beeinflussung der Neovaskularisation
konnte Rhodocetin eine Rolle in der Behandlung von Tumoren sowie deren Metastasen
spielen (2, 9, 49). Ebenfalls konnten die Fibrose und das exzessive Zusammenziehen
von Narben durch Medikamente, die anhand von Rhodocetin entwickelt werden,
therapeutisch wertvoll sein (18). Durch die vielschichtige Beeinflussung der
Blutgerinnung kann Rhodocetin aulerdem ein Ausgangspunkt fiir die Entwicklung

antithrombotischer Medikamente sein (2).
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1.5 Neuropilin-1

Neuropilin-1 ist ein Transmembranrezeptor, der von Neuronen, Blutgefiflen,
Immunzellen und vielen weiteren Zellen von Séugetieren exprimiert wird (12). Er
bindet viele strukturell sowie funktionell unterschiedliche Liganden und moduliert
damit die Organentwicklung und deren Funktionen (48). Eine wichtige Funktion von
Neuropilin-1 ist die Steuerung des Auswachsens der Axone sowie der Blutgefile vor

allem im zentralen Nervensystem (ZNS) (23, 35).

Neuropilin-1 wird von vielen Zellen exprimiert, im Folgenden sollen einige
exemplarisch erwdhnt werden. In der Retina kommt Neuropilin-1 auf der Zelloberflache
von Mikroglia wihrend der gesamten Entwicklung der Retina vor (12). Ebenfalls wird
Neuropilin-1 innerhalb der Retina exprimiert, hier jedoch in der Entwicklung
groBtenteils innerhalb der inneren Kornerschicht und in der adulten Retina in den
inneren Schichten der Retina (25, 33, 36). Dariiber hinaus kommen sowohl Neuropilin-
1 als auch der VEGF-Rezeptor 2 wahrscheinlich im retinalen Pigmentepithel vor (35).
Zusammen mit VEGF-Rezeptoren wird Neuropilin-1 auch von den Endothelzellen der
BlutgefiBBe exprimiert, beispielsweise auch innerhalb der Retina (35, 45). Innerhalb der
BlutgefiBe scheint die Expression von Neuropilin-1 vermehrt in den arteriellen Gefa3en
sowie in den Filopodien der Spitzenzellen zu sein (12, 23, 34, 45). Auch bei
Erkrankungen des Auges mit der Bildung von Neovaskularisationen sowie von
manchen Tumoren, wie beispielsweise dem nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom,
wird Neuropilin-1 exprimiert und stellt damit einen moglichen Angriffspunkt zur
Erprobung neuer Therapien dar (34). Neben dem zellgebundenen Neuropilin-1 Rezeptor
gibt es auch l6sliches Neuropilin-1, welches von Zellen der Leber und der Niere
exprimiert wird (48).

Neuropilin-1 besteht aus einer grolen extrazelluliren Doméne, einer kurzen
transmembrandsen Domine sowie einer intrazelluliren Doméne (23) (Abbildung 10).
Die zytoplasmatische Domédne von Neuropilin-1 rekrutiert die intrazelluléren Proteine
zur Signalvermittelung und ist ebenfalls zustindig fliir die Homo- bzw.
Heterodimerisierung mit Neuropilin-2 (48). Die extrazellulire Doméne von Neuropilin-

1 ist unterteilt in die beiden Unterdoménen ala2 und b1b2 (11, 34).
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Abb. 10 Struktur von Neuropilin-1 sowie des 16slichen Neuropilin-1-Rezeptors. Schematische Darstellung des
Aufbaus von Neuropilin-1 sowie seiner l6slichen Form. Die extrazelluldre Doméne besteht aus zwei Unterdoménen.
An die ala2 Unterdoméne konnen Semaphorine der Klasse 3 binden, an die b1b2 Unterdoméne VEGF-A. NRP =
Neuropilin-1; sSNRP = I6sliches Neuropilin-1; ¢ = MAM-Doméne; TM = transmembrandse Doméne; cyto =
zytoplasmatische Doméne; SEMA 3 = Semaphorin Klasse 3 (48).

Die beiden Unterdominen der extrazellulairen Doméne vermitteln die Bindung diverser
Liganden an Neuropilin-1 (22, 48). An die ala2-Doméne binden Semaphorine der
Klasse 3, die blb2-Doméne bindet an den C-Terminus von VEGF-A (43, 48).
Zusiétzlich kann die b1b2-Doméne weitere Substrate binden wie HGF, den Fibroblasten
Wachstumsfaktor (FGF), TGFB1 sowie die, die Zelladhdsion vermitteln (12, 48, 52).
Auch ist es moglich, dass SEMA3A und VEGF165 gleichzeitig an Neuropilin-1 binden
(11). An die blb2-Unterdoméne kann neben VEGF-A auch die af-Untereinheit von
Rhodocetin binden (43).

Aufgrund der Tatsache, dass an Neuropilin-1 eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden
binden konnen, konnen unterschiedliche Funktionen durch Neuropilin-1 vermittelt
werden (48). Im Folgenden sollen nun einige wichtige Signalkaskaden benannt werden.

Die an Neuropilin-1 bindenden Semaphorine der Klasse 3 induzieren die Assoziation
von Neuropilin-1 mit einem Plexin-Rezeptor, worauthin GTPasen aktiviert werden und

das Zytoskelett der Zelle sowie die Zelladhdsion verdndert werden (33, 48, 63). In
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Neuronen werden iiber SEMA3A und Neuropilin-1 die neuronale Migration, das
Auswachsen der Axone und die Entwicklung der Dendriten gesteuert (48). Durch die
Aktivierung von Neuropilin-1 durch SEMA3A werden die endothelialen Schlussleisten
(Tight junctions) gelost mit der Folge eines vasogenen Odems (11, 48). Dies ist
beispielsweise relevant in friihen Stadien von Diabetes mellitus bei dem dadurch die
innere Blut-Retina-Schranke zerstort wird (11, 34). Weiterhin vermittelt SEMA3A tiber
Neuropilin-1 antiangiogene Effekte indem die Lange sowie die Anzahl der Filopodien
verringert werden (45). Auch von SEMA3C sind starke antiangiogene Funktionen
bekannt, SEMA3C inhibiert die Bildung von roéhrendhnlichen Strukturen aus

Endothelzellen sowie von neuen Aussprossungen (63).

Die Familie der Neuropiline, zu der auch Neuropilin-1 zéhlt, sind Rezeptoren fiir VEGF
und konnen auch als Co-Rezeptoren fiir VEGF-Rezeptoren fungieren (25). Dadurch und
durch die verschiedenen Isoformen von VEGF kann eine hohe Komplexitit und
Vielseitigkeit der VEGF-Signalwege erreicht werden (48). VEGF induziert die Bildung
eines Komplexes durch die Bindung an Neuropilin-1 und VEGF-R2 (34). Durch die
Bindung von VEGF-Ajss an Neuropilin-1 wird die Affinitdit von VEGF-Ai¢s zum
VEGF-Rezeptor 2 gesteigert (11, 22, 35). Uber diesen Komplex kann VEGF viele
Funktionen vermitteln, wie beispielsweise in der (pathologischen) Angiogenese (22,

48).

Auch mit den TGFB-Rezeptoren 1 und 2 kann Neuropilin-1 einen Komplex bilden, dies
sogar unabhingig von TGFB1. In Studien mit Brustkrebszellen konnte gezeigt werden,
dass Neuropilin-1 die TGFB-abhéngige Phosphorylierung von SMAD?2 reduzieren kann
und so das Signal von TGFp positiv regulieren kann (48). Demgegentiber supprimiert
Neuropilin-1 in Endothelzellen die Signale von TGFp und fiihrt so in der Angiogenese

zu einer Forderung der Bildung von Spitzenzellen (48).
Wie unter 1.5.1 bereits ausfiihrlich dargestellt, zeigten Niland et al. eine Beteiligung

von Neuropilin-1 im Signalweg von HGF und cMet, infolge derer die Zelladhésion

beeinflusst wird (43).
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Neben den genannten Signalwegen, in denen Neuropilin-1 eine Rolle spielt, ist
Neuropilin-1 fiir weitere Funktionen zusténdig, auf die nicht weiter eingegangen werden

soll (48).

Die Erkenntnisse iiber Neuropilin-1 und seine Funktionen konnten eine Rolle in der
Therapie von Tumorerkrankungen spielen. Beispielsweise konnte von Pan ef al. gezeigt
werden, dass Antikorper, die gegen Neuropilin-1 gerichtet sind, die Therapie von
Tumoren mit VEGF-Antikorpern deutlich verbessern konnen (22, 46). Ein weiterer
wichtiger zukiinftiger Einsatzbereich sind Erkrankungen des Auges mit auftretender
Neovaskularisation wie bei der proliferativen diabetischen Retinopathie, der

altersabhidngigen Makuladegeneration und der Frithgeborenenretinopathie (12, 35).

1.6 cMet

Der von Epithelzellen exprimierte Rezeptor cMet bindet den Wachstumsfaktor HGF,
welcher invasives Wachstum induzieren kann (59). Wiahrend der Gewebereparatur oder
auch der Krebsinvasion wird iiber verschiedene Zytokine die Expression von HGF in
Fibroblasten und Makrophagen sowie die Expression von cMet in Epithelzellen
gefordert  (59). Durch die Interaktion von cMet mit verschiedenen
signalmodifizierenden Proteinen konnen sehr unterschiedliche Wirkungen durch cMet
erreicht werden (59). Ausgehend von cMet kann durch HGF sowohl die MAPK-
Signalkaskade, die PI3K-Akt-Signalkaskade, der STAT-Signalweg sowie die IkBa-
NFkB-Komplex-Kaskade aktiviert werden (21, 47, 54, 66). Durch diese
unterschiedlichen Signalkaskaden vermittelt HGF wichtige Funktionen wie
beispielsweise den Gewebeumbau, die Wundheilung, die Organhomdostase, die
Metastasierung von Krebs, die Entwicklung der Leber und die Regeneration von

geschidigten Nieren (59).
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1.7 Ziele der Arbeit

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass die Schlangengiftkomponente Rhodocetin
unterschiedliche Wirkungen {iber seine beiden Untereinheiten aff und yo entfaltet, wobei
letztere zundchst im Fokus des Interesses stand. Kiirzlich wurde jedoch von Niland et
al. in vitro ein Signalweg der of-Untereinheit iliber Neuropilin-1 und cMet
nachgewiesen (43). Neuropilin-1 erfiillt vielfdltige Funktionen im Bereich Angiogenese
— in physiologischer wie pathologischer, im Auge wie in Tumoren (34). Ein in vivo-
Nachweis des Signalwegs stand zum Beginn dieser Arbeit noch aus. An einem
etablierten Modell fiir Angiogenese (20, 27, 51) sollte im Rahmen dieser Arbeit
Rhodocetin intravitreal injiziert und die Auswirkungen auf die Bildung der

Gefdlischichten gezeigt werden.

In Abhingigkeit von den entstehenden Auswirkungen von Rhodocetin off auf die
Angiogenese der Retina sollten die Verdnderungen charakterisiert und beschrieben
werden. Nachfolgend sollten mogliche Auswirkungen der Injektion von Rhodocetin aff
auf die GefdBarchitektur anhand der Anzahl an Verzweigungspunkten und der durch das
GefaBsystem bedeckten Flache gepriift werden. Auch sollte die Angiogenese der Retina
anhand der Anzahl an Filopodien sowie der Geschwindigkeit des Auswachsens der
angiogenetischen Front untersucht werden. Daneben sollte der von Niland et al. in vitro
entdeckte Signalweg von Rhodocetin af {iber Neuropilin-1 und cMet mittels des cMet-
Inhibitors SU11274 in vivo bestdtigt werden, oder aber der davon abweichende
Signalweg von Rhodocetin af in der Angiogenese der Retina bestimmt werden. Dies
sollte durch Immunhistochemie der vermutlich beteiligten Proteine (Neuropilin-1, cMet,
Paxillin, Y31-Phosphopaxillin) sowie quantitative PCR (Neuropilin-1, cMet, VEGF-

R2) erreicht werden.

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Mause der Linie C57 Black 6 J genommen, die im Tierstall
des Forschungslabors der Klinik fiir Augenheilkunde am Universitdtsklinikum Miinster
gehalten wurden. Die Tiere entstammen entweder der Zucht von der Firma Charles

River oder aus der Zucht des Tierstalls der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung
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des Universitdtsklinikums Miinster. Die Maiuse wurden tiergerecht in individuell
ventilierten Kifigen (Tecniplast SmartFlow) gehalten zu maximal vier ausgewachsenen
Tieren pro Kifig. Die Raumtemperatur betrug 20 Grad Celsius und es gab einen

Dunkel-Hell-Rhythmus von 12 Stunden.

Die Fiitterung erfolgte selbststéindig durch die Tiere. Das Futtermittel (Haltungsdiét fiir
Ratten/Méuse, Altromin Spezialfutter GmbH) wurde regelméBig kontrolliert, in jedem
Kafig aufgefiillt und war jederzeit flir die Tiere durch ein Gitter zu erreichen. Ebenso
erfolgte die Versorgung der Tiere mit vorgereinigtem Wasser, welches fiir die Miuse

durch eine Trianke jederzeit erreichbar war.

Zur Verpaarung der Tiere wurden zwei Weibchen mit einem Ménnchen in einem
separaten Kéfig gehalten, wobei nach fiinf Tagen das Ménnchen von den Weibchen
getrennt wurde. Wochentlich wurde bei den Weibchen das Gewicht gemessen; bei einer
Zunahme von mindestens einem Gramm in der ersten Woche konnte von einer
erfolgreichen Verpaarung ausgegangen werden und das Weibchen wurde fortan in
einem FEinzelkdfig gehalten. Stellte sich keine Gewichtszunahme dar wurde das
Weibchen zuriick in seinen Standardkifig gesetzt. Nach 21 Tagen nach der
erfolgreichen Verpaarung konnte mit einem Wurf von zwei bis zwdlf Jungtieren
gerechnet werden. Die Jungtiere wurden nur zur intravitrealen Injektion von dem
Muttertier getrennt. Nach der Totung der Jungtiere wurde das Muttertier zuriick in

seinen Standardkéfig gesetzt.

Die Versuche wurden unter der Verantwortung von Herrn Priv.-Doz. Dr. rer. nat. Peter
Heiduschka entsprechend der Gesetzgebung durchgefiihrt und protokolliert und durch

das Regierungsprasidium Miinster genehmigt (siche Anhang).
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden 162 Tiere zur Injektion benotigt.
2.2 Intravitreale Injektion

Die intravitreale Injektion wurde nach Narkotisierung der Jungtiere durchgefiihrt.
Injiziert wurden insgesamt 253 nl mit einer Konzentration von 24,8 pg/ml der ofj-
Untereinheit von Rhodocetin bei einem ungefidhren Glaskorpervolumen von Jungtieren

an P5 von 1 pl und einer erwiinschten Konzentration von 6,2 pg/ml nach der Injektion
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im Glaskorper. Zur Uberpriifung des vermuteten Signalweges wurde der cMet-Inhibitor
SU11274 (Selleckchem) in einer Konzentration von 1 nM in Kombination mit

Rhodocetin und als Negativkontrolle ohne Rhodocetin injiziert.
2.2.1 Instrumente und Material

Zur Injektion wurde der Nanoject II (Drummond Scientific) in Verbindung mit
gezogenen Glaskapillaren verwendet. Die Glaskapillaren wurden zundchst mittels einer
Iml fassenden Omnifix-Spritze (Braun) mit Mineralol (Sigma-Aldrich) vollstindig
gefiillt. Nach fast vollstindiger Entleerung konnte die zu injizierende Substanz
aufgezogen werden und war bereit zur Injektion. Die Injektion wurde unter
Zuhilfenahme des Mikroskops Leica MI165C (Leica Microsystems) bei einer
zweifachen VergroBerung durchgefiihrt. Da die Lider bei Jungtieren vor P11 noch nicht
gedftnet sind (32), wurde zur Priparation eine Skalpellklinge Nr. 11 (Feather) sowie
feines Praparierbesteck, bestehend aus Pinzetten (Inox - Electronic) und einer Kaniile

mit 30G (BD Microlance 3) verwendet.
2.2.2 Anisthesie der zu injizierenden Jungtiere

Mithilfe des Fluovac Systems fiir Mause (Harvard Apparatus) wurden die Tiere mit 3%
Isofluran (Forene 100%, AbbVie) in reinem Sauerstoff (Westfalen AG) bei 11/min O;
iiber eine Aniésthesiemaske fliir Maiduse (Harvard Apparatus) andsthesiert. Als
Lokalandsthetikum wurden Proparakain-POS 0,5% Augentropfen (Ursapharma)
verwendet. Die Tiere wurden nach der Anésthesie und vor der Injektion, sowie nach der
Injektion bis zum Nachlassen der Anédsthesie auf der Warmeplatte Eco 4 Silver (Lauda)
bei 37 Grad Celsius vor dem Auskiihlen geschiitzt. Wihrend des Eingriffes wurden die
Jungtiere auf der ThermoLux-Wiarmeunterlage (Witte + Sutor GmbH) bei 35-40 Grad

Celsius unter dem Mikroskop warmgehalten.
2.2.3 Ablauf der Injektion

Nach der Anésthesie der Versuchstiere sowie der Vorbereitung des Nanoject II wurde
die Glaskapillare durch die Funktion ,,empty* fast vollstdndig entleert und darauthin mit

der Injektionslosung aufgefiillt.
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Dem Jungtier wurde, auf der ThermoLux-Wirmematte und unter dem Mikroskop
liegend, nach Sicherstellung einer ausreichenden Anésthesie mit einer Skalpellklinge
die noch geschlossene Lidspalte gedffnet. Mit den Pinzetten wurden die beiden Lider
ektropioniert und das Auge luxiert. Durch die Kaniile wurde die Einstichstelle flir die
Glaskapillare geschaffen, indem temporal der Cornea in den Glaskorper gestochen
wurde. AnschlieBend wurde die Glaskapillare in den Glaskorper eingefiihrt und die
Injektionslosung injiziert. Nach der Injektion wurde die Glaskapillare flir ca. 5 sec im
Glaskorper belassen, um den Reflux an Injektionslosung nach Entfernen der Kapillare
moglichst gering halten zu konnen. Das Auge wurde wieder in seine Ausgangslage
gebracht und die Lidrdnder wurden adaptiert. Im Anschluss folgte die Injektion am

anderen Auge.
2.2.4 Wundversorgung und Markierung der injizierten Tiere

Nach erfolgter intravitrealer Injektion wurden die Lidrdnder mit einem Tropfen Gent-
Ophtal Augentropfen 5mg/ml (Dr. Winzer Pharma) benetzt und die injizierte Maus
wurde durch ein Abschneiden der distalen 2 mm des Schwanzes markiert, da die Ohren
sich noch nicht fiir eine sichere Ohrmarkierung eigneten. Dies geschah mit einer feinen
Priparierschere (Hermle). Nach dem Abklingen der Anisthesie wurden die Jungtiere

zuriick zu ihrer Mutter gesetzt.
2.2.5 Totung der Jungtiere und Entnahme der Augen

24 Stunden nach der Injektion wurden die markierten Jungtiere sowie die nicht
markierten Kontrolltiere getdtet durch Dekapitation mit einer groben Priparierschere

(Hermle).

Mittels einer feinen Priparierschere (Hermle) wurden zwei Schnitte in der Verldngerung
der Lidfalte zu beiden Seiten gesetzt. Die Haut iiber dem Lid wurde gerafft und die
dadurch entstehenden Falten abgeschnitten. Das Auge konnte nun luxiert werden und
mit einer gebogenen Préiparierschere (Hermle) vorsichtig herausgetrennt und je nach

nachfolgendem Protokoll in das jeweilige Konservierungsmedium iiberfiihrt werden.
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2.3 Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie

Durch die Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie konnen spezifische Proteine
von Zellen dargestellt werden. Dazu wurde ein Primérantikorper, der gegen eine
Sequenz des spezifischen Proteins gerichtet ist, mit einem Sekundarantikdrper
gekoppelt, der gegen die Spezies des Primérantikorpers gerichtet ist und seinerseits an

einen fluoreszierenden Farbstoff gebunden ist.

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurden zwei unterschiedliche Mikroskope verwendet,
das Konfokale Mikroskop fiir die Detailaufnahmen jeweils um die Arterien und Venen
sowie in der Peripherie und das Standardmikroskop fiir die Ubersichtsaufnahmen.
Erstere wurden als Stack aufgenommen in 25facher Vergroferung. Letztere wurden in
4facher Vergroferung und bei 60ms Belichtungszeit aufgenommen und mittels der

Software GIMP2.8.16 zu einem Ubersichtsbild zusammengefiigt.
2.3.1 Geriite und Material

Konfokales Mikroskop LSM 700 Imager M2 (Zeiss)

Mikroskop Augenklinik EVOS {1 AMG (Thermo Fisher Scientific)
Pripariermikroskop Leica M165C (Leica Microsystems)
Pipetten Research Plus (Eppendorf)

Pipettenspitzen (Sarstedt AG)

2ml und 1,5ml fassende Safe Lock Tubes (Eppendorf)

Accu-jet pro Pipettierhelfer (Brand)

Schiitteltisch Skyline Shaker DRS 12 (Elmi Ltd.)
Einweg-Pasteurpipetten 3ml (ratiolab)

Feine Praparierpinzetten (Hermle)

Feine Praparierschere (Hermle)

Gelbe Kaniile 30G (Braun)
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Petrischalen (633181, Greiner Bio-One)

Objekttrager Starfrost Advanced Adhesive (Engelbrecht)

Deckglaser 24x50mm (AutomatStar)
Fluoromount-G (SouthernBiotech)
10fach PBS:

80g NaCl (Sigma-Aldrich)

2g KCI (Sigma-Aldrich)

14,4g Na,HPO4 (Sigma-Aldrich)

2,4g KH>PO4 (Carl Roth GmbH)

In 1 Liter destilliertem Wasser, pH=6,8
10fach TBS:

250mM Trizma-hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
1,25M NaCl (Sigma-Aldrich), pH=7,6
4%iges PFA:

5g Paraformaldehyd (Carl Roth)

125ml PBS

50ul 5M NaOH (Sigma-Aldrich)
18,75ul 37% HCI (Sigma-Aldrich)

Blocking buffer:

1% BSA (Sigma LifeScience)
0,3% des 10%igen Triton X 100 (AppliChem)

gelost in PBS
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Pblec:

0,1 % IM MgCl (Carl Roth GmbH)
0,1% 1M CaCl, (Carl Roth GmbH)
0,01% 1M MnCl, (Carl Roth GmbH)
4% 10%iges Triton X 100 (AppliChem)
gelost in PBS

verwendete Antikorper:

Zielprotein Antikorper Verdiinnung
Flachpriparat Paraffinschnitte
Isolektin-B4 Biotinylated GSLI, | 1:50 1:25
Vector Laboratories
(B-1205)
DAPI Sigma-Aldrich 1:300 1:300
Neuropilin-1 C-19, goat | 1:50 1:25
polyclonal,  Santa
Cruz (Sc-7239)
cMet C-28, rabbit | 1:50 1:25
polyclonal,  Santa
Cruz (Sc-161)
Paxillin K-20, goat | 1:100
polyclonal, = Santa
Cruz (Sc-31008)
Y31- Rabbit  polyclonal, | 1:100
Phosphopaxillin Santa Cruz (Sc-
14035-R)
CDl11b Rat monoclonal, | 1:50
Bio-Rad (MCAT711)
Streptavidin-Cy 3 | Sigma 1:100 1:100
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Conjugate

Anti-rabbit-Cy
(goat)

Life technologies

1:200

1:200

Anti-goat-
AlexaFluor488
(Donkey)

Life technologies

1:200

1:200

Streptavidin-
AlexaFluor488

Life technologies

1:100

1:100

Zusitzliche Materialien fiir die Paraffinschnitte:

Glas-Farbekasten mit Deckel (Wheaton)

Glas-Einsatz fiir die Objekttriger (Wheaton)

Glas-Farbekiivette Stehkiivette (Wheaton)

Férbesystem fiir Objekttrager, StainTray (Simport)

Dampfgarer (Braun)
Microtom Microm HM 355S (Thermo Fisher Scientific)

Microm EC 350 (Thermo Fisher Scientific)

Roti Histol (Carl Roth GmbH)

Ethanol absolute UN 1170 (AppliChem)

Paraffin 46-48 (Sigma-Aldrich)

Xylol (Carl Roth)

Formaldehydlésung 37% (Carl Roth)

Universal Blocking Reagent 10X (BioGenex)

Dako Pen (Dako)
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Shandon Immu-Mount (Thermo Fisher Scientific)

0.1 M Citronensiure:

5,25 g Citratmonohydrat (Merck) in 250 ml destilliertem Wasser

0.1 M Natriumcitrat:

7,35 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck) in 250 ml destilliertem Wasser
2.3.2 Immunhistochemie an Flatmounts

Das Féarbeprotokoll fiir die Immunhistochemie an Flatmounts teilte sich auf zwei

aufeinanderfolgende Tage auf.

Am ersten Tag wurden die entnommenen Augen direkt nach ihrer Entnahme in 4%igem
PFA fiir 30 min auf Eis fixiert. AnschlieBend wurden die Augen zweimal jeweils 5 min
mit PBS gewaschen und dabei auf einem Rotortisch gelagert. Die Augen wurden nun in
einer mit PBS gefiillten Petrischale unter dem Mikroskop bei zweifacher Vergrof3erung
pripariert. Dazu wurde mit einer gelben Kaniile (30G) vorsichtig die Cornea mittig
durchstochen. Da die Augen der Jungtiere noch flexibel sind, konnten die Sklera sowie
die Choroidea in einem Schritt von der Retina getrennt werden nur durch das
vorsichtige Reiflen mit den Pinzetten. Sowohl die Sklera als auch die Choroidea wurden
verworfen. Die Iris wurde mit dem Ziliarmuskel von der Retina abgetrennt, mit der
Linse entnommen und verworfen. Mit der Pinzette wurden anschlielend, falls beim
Entnehmen der Linse nicht geschehen, die embryonalen Versorgungsgetfiale der Linse
entnommen und verworfen. Die Retina wurde nun mit der feinen Préparierschere mit
vier radial verlaufenden, gleichlangen Schnitten versehen, die die halbkugelformige
Retina in eine flache Scheibe mit vier gleichgroBen, peripher voneinander getrennten
Kreisstiicken verwandelten (Abbildung 11). Nach der Praparation wurde die Retina mit
einer Einwegpipette in ein mit PBS gefiilltes Eppendorfgefil umgefiillt und
anschlieBend 90 min bei Raumtemperatur mit Blocking buffer auf dem Laborschiittler
permeabilisiert. Es folgte dreimaliges Waschen mit Pblec bei Raumtemperatur fiir
jeweils 10 min. Daran schloss sich die Fiarbung mit den Primérantikérpern an, die in

Pblec angesetzt wurden und bei 4 Grad Celsius iiber Nacht inkubierten.
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Am zweiten Tag wurde zundchst viermal jeweils 20 min mit PBS bei Raumtemperatur
gewaschen, bevor die Sekundérantikdrper in 50%igem Blocking buffer zwei Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Darauffolgend wurde einmalig mit 50%igem
Blocking buffer fiir 20 min gewaschen, danach dreimal zu jeweils 20 min mit PBS.
Zuletzt wurden die Netzhdute unter dem Mikroskop auf einen Objekttrager gebracht,
mit feinen Préparierpinzetten ausgerichtet und mit fusselfreien Tiichern wurde
moglichst viel Fliissigkeit vom Objekttriger genommen. Mit einem Tropfen
Fluoromount-G wurde das Deckglas aufgelegt und somit die Retina konserviert.
Anschliefend wurden die Objekttriger lichtgeschiitzt fiir mindestens 24h bei 4 Grad
Celsius aufbewahrt um eine Aushértung zu garantieren. Soweit nicht explizit angegeben
wurde jedes Prdparat unabhingig von den eingesetzten Primédr- und

Sekundérantikdrpern mit Isolektin-B4 und Streptavidin-Cy3 gefiérbt.

Isolektin-B4

1000 pm

Abb. 11 Aufnahme einer Retina in 4-facher VergrofBerung, die anhand des Protokolls prépariert, gefarbt mit
Isolektin-B4 und fixiert wurde. Durch das radidre Einschneiden entstand ein Flachpréparat mit vier Bléttern. In der

Mitte der Retina liegt die Austrittsstelle des Nervus opticus.
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Abweichend wurde die Farbung nach CD11b durchgefiihrt, da eine Fixierung mit PFA
dieser Férbung nicht zutrdglich war. Die Netzhdute wurden abweichend vom oben
genannten Protokoll unfixiert prépariert und in 100%igem Methanol (Fluka Methanol,
Honeywell) fiir 10 Minuten bei -20° Celsius fixiert. AnschlieBend wurde das obige

Protokoll beginnend mit der Permeabilisierung durch den Blocking Buffer fortgesetzt.
2.3.3 Immunhistochemie an Paraffinschnitten

Das Protokoll fiir die Immunhistochemie an Paraffinschnitten teilte sich auf mehrere
Tage auf. Zundchst mussten die Augen eingebettet sowie geschnitten werden. Daran

schloss sich die Farbung iiber zwei Tage an.

Direkt an die Entnahme der Augen schloss sich die Fixierung der Augen fiir mindestens
einen Tag in 4%iger Formaldehydlosung (Carl Roth) an. Folgend wurden die fixierten
Augen in 70%igem Ethanol fiir einen Tag belassen bei zweimaligem Wechsel des
Ethanols. Am zweiten Tag der Einbettung folgte die Inkubation in einer aufsteigenden
Alkoholreihe, in der die fixierten Augen jeweils 30 min lang in den unterschiedlichen
Konzentrationen verweilten. Von einmalig 70%igem Ethanol iiber viermalig 80%igen
Ethanol, zweimalig 90%igen Ethanol sowie zweimaligen 96% Ethanol bis zu viermalig
100%igem Ethanol. Zuletzt verblieben die Préparate tiber Nacht in 100%igem Ethanol.
Am darauffolgenden Tag wurden die Priparate jeweils ein bis zwei Stunden in Xylol
(Carl Roth) dreimal aufeinanderfolgend inkubiert und darauf iiber Nacht in Paraffin
(Sigma-Aldrich). Am vierten Tag des Einbettungsprotokolls erfolgte eine erneute
Inkubation in Paraffin iiber zwei bis drei Stunden und anschlieBend die endgiiltige
Einbettung im Einbettungsautomat (Microm EC 350, Thermo Fisher Scientific).
AbschlieBend erfolgte das Schneiden der in Paraffin eingebetteten Augen mit dem
Mikrotom (Thermo Fisher Scientific) mit einer Dicke der Schnitte von 4 pm sowie das

Aufziehen auf Objekttrager.

Am ersten Tag des Farbeprotokolls wurden die Paraffinschnitte mittels Glasfarbekésten
und Einsatz zweimal fiir jeweils fiinf Minuten in Roti-Histol belassen. Daran schloss
sich eine absteigende Alkoholreihe an, beginnend mit zweimal 100%igem Ethanol,
gefolgt von 96%, 90%, 80% und 70%. In diesen Losungen wurden die Objekttriger

jeweils fiir fiinf Minuten inkubiert. Es folgten fiinf Minuten unter flieBendem
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Leitungswasser sowie eine Minute in destilliertem Wasser. Fiir den Citratpuffer wurden
2,25ml Zitronensdure mit 10,25ml Natriumcitrat und mit 112,5ml destilliertem Wasser
gemischt. Der Dampfgarer wurde mit destilliertem Wasser befiillt und die Objekttrager
in einen kochfesten Glasfarbekasten mit Citratpuffer gestellt. AnschlieBend erhitzte der
Dampfgarer den Citratpuffer fiir 40 Minuten. Daraufhin wurden die Objekttrager in
einer Stehkiivette dreimal fiir jeweils fiinf Minuten mit PBS gewaschen bevor mit dem
Dako Pen jeder Schnitt einzeln umkreist wurde. Die Objekttrager wurden nun in eine
Feuchtkammer (StainTray) gelegt und der Boden mit destilliertem Wasser bedeckt.
Jeweils 50ul des mit destilliertem Wasser auf 1:10 verdiinnten Power Blocks wurden
pro Schnitt aufgebracht. Nach Ablauf von 6 Minuten wurden die Schnitte kurz mit
destilliertem Wasser gesdubert und dann dreimal jeweils 5 Minuten lang in der
Stehkiivette mit PBS gewaschen. Der Erstantikdrper wurde nun in 1%igem BSA
angesetzt und jeweils 50ul pro Schnitt auf die Objekttriger im StainTray gegeben. Eine
Negativkontrolle wurde markiert und nur mit 1%igem BSA ohne Erstantikdrper
inkubiert. Der Erstantikorper wurde iiber Nacht bei 4°Celsius auf den Schnitten

belassen.

Am zweiten Tag wurden die Objekttriger mit destilliertem Wasser gespiilt sowie
darauffolgend dreimal fiir je 5 Minuten mit PBS in der Stehkiivette. Anschlielend folgte
die Inkubation des Zweitantikorpers fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur in 1%igem BSA
in der Feuchtkammer. Nach wiederum dreimaligem Waschen fiir jeweils 5 Minuten mit
PBS in der Stehkiivette folgte die Inkubation mit DAPI in destilliertem Wasser fiir 8
Minuten. AnschlieBend wurden die Objekttrager wieder dreimal zu je 5 Minuten mit
PBS gewaschen und von groBeren verbleibenden Tropfen vorsichtig befreit. Je ein
Tropfen Immu-Mount pro Schnitt wurde auf den Objekttriger gegeben und mit einem
Deckglas bedeckt. Um die Schnitte endgiiltig zu konservieren wurden die Objekttrager
lichtgeschiitzt fiir mindestens 24 Stunden bei 4 Grad Celsius aufbewahrt.

2.3.4 Proliferationsmessung mittels EAU

Zur Darstellung der Proliferation in dem Gefdfnetz der Retina wurde das EdU (5-
Ethynyl-2"-Desoxyuridin) Click-iT AlexaFluor488 Imaging Kit (Thermo Fisher
Scientific) eingesetzt. Nach der intravitrealen Injektion wurden die Jungtiere fiir 20

Stunden zu ihrer Mutter zuriickgesetzt. Vier Stunden vor der Toétung wurde den Tieren
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400pg EdU in 200ul PBS intraperitoneal injiziert. AnschlieBend wurden die Jungtiere
die verbleibenden vier Stunden auf der Warmeplatte bei 37°C gehalten bevor dann wie
unter 2.2.5 beschrieben die Tiere getotet wurden. Das Fiarbeprotokoll fiir Flatmounts
fand unverdndert statt wie unter 2.3.2 beschrieben. Nach dem Inkubieren des
Zweitantikorpers und vor dem Aufbringen auf den Objekttriger wurde das EdU
detektiert. Die Detektion wurde dem Protokoll des EAU Click-iT AlexaFluor488 Kit
folgend ausgefiihrt.

2.4 qPCR

Mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen spezifisch ausgewidhlte DNA-
Abschnitte vervielféltigt werden. Dazu werden den Proben spezifische Primer, eine
Polymerase und Nukleotide hinzugefiigt, die durch mehrfach sich wiederholende
Zyklen der Denaturierung, Anlagerung (Annealing) und Elongation dazu fiihren, dass

selbst kleinste Mengen an DNA vervielfaltigt werden um sie sicher zu detektieren.

Eine Besonderheit stellt die quantitative PCR (oder auch real-time PCR) dar, bei der
nicht nur das bloe Vorliegen eines DNA-Abschnittes, sondern auch schon wihrend der
Reaktion die Menge der DNA zuverldssig bestimmt werden kann. Dazu koénnen
TagMan-Sonden benutzt werden, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind
und zwischen den ausgewihlten Primern hybridisieren. Durch die Polymerase wird der
Farbstoff abgekoppelt und lésst sich detektieren, dies ist proportional zu der Menge an
amplifizierter DNA. Fiir die Auswertung werden Housekeeping-Gene mitgemessen,
welche in den jeweiligen Zellen ubiquitdr synthetisiert und konstant exprimiert werden.
In dieser Arbeit wurden GAPDH und Actin Beta (Actb) dafiir verwendet. Zur
Auswertung kam die A-Ci-Methode zum Einsatz, bei der der Ci-Wert (Cycle of
Threshold, Zyklus, in dem sich das Fluoreszenzsignal gerade von der
Hintergrundstrahlung abhebt) des zu untersuchenden DNA-Abschnittes in Relation zu
dem C-Wert der Housekeeping-Gene gesetzt wurde.

2.4.1 Geriite und Material
RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH)

QIAShredder (Quiagen GmbH)
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Polytron PT 1200E Manual Disperser (Kinematica)

2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)

RNase-free DNase Set (Qiagen)

Iscript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad)

Zentrifuge 5417R (Eppendorf)

Nano-Drop 2000c UV-Vis Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
Thermocycler peqSTAR 2X Universal (vwr Peqlab)

Biosphere Filter Tips 0,1-20ul; 2-100ul; 100-1000ul (Sarstedt AG & Co)
Pipetten Research Plus (Eppendorf)

0,2 ml PCR-Gefale (Brand)

0,5 ml Safe-Lock Tubes (Eppendorf AG)

TagMan Gene Expression Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific)
AirDrone PCR-400 (Safelab Systems)

Hard Shell PCR-Plates, 96 wells, thin-wall (Bio-Rad)

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

TagMan-Sonde Bestellnummer Hersteller

Neuropilin-1 (Nrp-1) Mm00435379 ml Thermo Fisher Scientific
VEGF-Rezeptor 2 (Kdr) | Mm01222419 ml Thermo Fisher Scientific
Actb MmO02619580 gl Thermo Fisher Scientific
GAPDH Mm99999915 gl Thermo Fisher Scientific

2.4.2 Probenverarbeitung

Zur Verwendung der Retina fiir die gPCR wurden die Tiere wie unter 2.2 beschrieben

intravitreal injiziert und nach 24 Stunden wurden die Augen entnommen, in PBS auf Eis

41



zwischengelagert und unfixiert unter dem Mikroskop Leica M165C bei 2,5-facher
VergroBerung prépariert. Die isolierte Retina wurde, anders als bei der Priparation fiir
die Immunhistochemie, nicht eingeschnitten sondern in ihrer Gesamtheit dem
Lysepuffer zugefiihrt. Dieser bestand aus 350ul Buffer RLT (Quiagen RNeasy Mini
Kit) und 3,5ul 6-Mercaptoethanol pro Ansatz. Zur besseren Verwendbarkeit der Proben
wurden zwei gleichbehandelte Netzhédute in einem Ansatz weiterverarbeitet. Wurde die
Weiterverarbeitung auf einen anderen Tag als den Entnahmetag der Augen verschoben,

so wurden die Proben im Lysepuffer bei -80° Celsius aufbewahrt.

Die Proben wurden nach dem Protokoll des RNeasy Mini Kit von Qiagen GmbH und
dem Lyseprotokoll des QIAShredder (Quiagen GmbH) unter Verwendung von 2-
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) verarbeitet.

Die Verunreinigung durch beispielsweise Proteine sowie die RNA-Konzentration
wurden mittels Nano Drop 2000 anhand des Verhéltnisses der Absorption bei 260nm zu
280nm ermittelt. Die Herstellung der cDNA erfolgte mit dem iscript cDNA Synthesis
Kit (Bio-Rad). Als Sonden wurden TagMan-Sonden von Thermo Fisher Scientific
eingesetzt fir die Erkennung von Neuropilin-1, cMet und VEGF-Rezeptor 2. Die
Proben, sowie eine Positiv- und eine Negativkontrolle, wurden mindestens zweifach

bestimmt auf 96-Wells im CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).
2.4.3 Probenmessung

Die Proben wurden im CFX96 Real-Time PCR Detection System nach folgendem

Programm bearbeitet und vermessen:

Zeit Temperatur Wiederholungen
2 min 50°C 1

10 min 95°C 1

15 sec 95°C 40

1 min 60° C 40
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2.5 Statistik

Die Auswertung der Aufnahmen des konfokalen Mikroskops wurde mithilfe der
Software Imagel sowie der ZEN-Imaging Software black edition (Zeiss) vorgenommen.
Zur statistischen Auswertung fand das Programm Prism 7 (Graph Pad) Verwendung.
Die Berechnung des p-Wertes fand durch Prism 7 statt. Wenn nicht explizit angegeben
wurde der p-Wert mittels t-Test bzw. einfaktorieller ANOVA berechnet. Die in dieser
Arbeit verwendeten Diagramme zeigen den Mittelwert an. Die Standardabweichung
wird mittels des Fehlerbalkens dargestellt. Als Signifikanzniveau wurde 7%

angenommen.
2.5.1 Auswertung der Anzahl an Filopodien

Zur Auswertung der Anzahl an Filopodien wurden am konfokalen Mikroskop
Aufnahmen von mit Isolektin-B4 gefdarbten, 90min in 4%igem PFA fixierten
Netzhduten in 40facher VergroBerung erstellt. Pro Retina wurden Aufnahmen in der
Peripherie eines vendsen Stromgebietes sowie in der Peripherie eines arteriellen
Stromgebietes gemacht. Mit Image] wurden die sichtbaren Filopodien in jeder
Aufnahme gezdhlt und in den von Prism 7 erstellten Diagrammen als Anzahl von

Filopodien pro Flache ausgegeben.
2.5.2 Auswertung der vaskularisierten Fliache

Die vaskularisierte Fldche einer Retina wurde auf zwei unterschiedliche Arten
bestimmt. Zum einen iiber die Entfernung der angiogenetischen Front zum Zentrum der
Retina und zum anderen iiber eine Flachenberechnung in den einzelnen Aufnahmen des

konfokalen Mikroskops.

Fiir die Berechnung der vaskularisierten Fliche anhand der angiogenetischen Front
wurde in den erstellten Ubersichtsaufnahmen bei 4facher VergroBerung mittels Imagel
die Entfernung der mit Isolektin-B4 und Streptavidin-Cy3 angefarbten angiogenetischen
Front zum Zentrum sowie der Radius der Retina gemessen. Da jede Retina im Zuge der
Prédparation radidre Einschnitte erhalten hatte um sie flach auf einen Objekttriger zu
bringen, entstanden dadurch Blétter in der Peripherie der Retina. Es entstanden vier

Blitter, in seltenen Ausnahmefillen bei durch die Injektion vorgeschéddigten Netzhduten
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auch weniger als vier dieser Blétter. In die Berechnung flossen keine Netzhiute ein, bei
denen das GefiaBnetz umgeklappt oder grof3flachig verschoben war, sodass eine genaue
Messung nicht moglich war. Fiir jedes einzelne Blatt der Retina wurde die weiteste
Entfernung der angiogenetischen Front zum Mittelpunkt der Retina gemessen sowie die
weiteste Entfernung der gesamten Retina zum Mittelpunkt. Daraus wurde der Quotient

gebildet und in Prism 7 iibertragen.

Fiir die Berechnung der vaskularisierten Flidche in den Detailaufnahmen diente die
Isolektin-B4 Férbung. Verwendet wurden die Detailauthahmen in 25facher
VergrofBerung, die jeweils um eine Vene, um eine Arterie und in der Peripherie
aufgenommen wurden. Mittels Image] wurde der Schwellenwert (Threshold)
automatisch gesetzt und die Fldche der iiber dem Threshold liegenden angefarbten
Strukturen wurde berechnet. Manuell wurden nachtraglich falschlicherweise iiber dem
Threshold liegende Strukturen aus der Flidchenberechnung entfernt. Als solche
Strukturen galten Konglomerate von Sekundirantikorpern sowie Zelltriimmer der
Retina, die keine Verbindung zum Gefélnetz in der Detailauthahme aufwiesen. Die

Flache wurde in Quadratmikrometern angegeben und in Prism 7 {ibertragen.
2.5.3 Auswertung der Anzahl an Ausstiilpungen

In jeder Detailaufnahme des konfokalen Mikroskops um eine Vene, um eine Arterie und
in der Peripherie wurden mittels ImageJ die in der Isolektin-B4 gefarbten Retina
vorhandenen Ausstiilpungen gezéhlt und als ganze Zahl pro Detailaufnahme in Prism 7
iibertragen. Als Ausstiilpung galt ein blind endendes Konglomerat aus mit Isolektin-B4
angefdarbten Zellen, welches eine ununterbrochene Verbindung zum restlichen
Gefallsystem besaBl. Ausgenommen waren blind endende GefdBle, die durch ein

Abreifien des Gefifles in der Aufthahme zustande kamen.
2.5.4 Auswertung der Fliche der Ausstiilpungen

Ebenso wie bei der Auswertung der vaskularisierten Fliche in den Detailaufhahmen
wurde auch die Fliache der Ausstiilpungen ermittelt. In Detailaufnahmen in 25facher
VergroBerung wurde durch die automatische Berechnung von ImagelJ ein Threshold fiir
die mit Isolektin-B4 gefarbten Netzhdute berechnet. Alle iiber dem Threshold liegenden

Strukturen wurden in einem Ausschnitt, der nur die Ausstiilpung beinhaltete, gezihlt
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und fiir die Fldchenberechnung verwendet. Das Ergebnis wurde als Fliche in
Quadratmikrometer angegeben und in Prism 7 iibertragen. Anders als bei der
allgemeinen Flachenberechnung wurde nicht die ganze Flache der Ausstiilpungen pro
Detailaufnahme gezdhlt, sondern die Fliache jeder einzelnen Ausstiilpung. Zur
Berechnung der anndhernd ellipsenférmigen Fldche wurde m mit den beiden Halbachsen

der Ellipse multipliziert.
2.5.5 Auswertung der Verzweigungspunkte

Zur Auswertung der Verzweigungspunkte (Branching points) wurden die
Detailaufnahmen um eine Vene, eine Arterie und in der Peripherie bei 25facher
VergroBerung verwendet. Bei den mit Isolektin-B4 gefdrbten Netzhduten wurden in
Image] die Verzweigungspunkte markiert und gezédhlt. Als Verzweigungspunkt im
GefaBnetz galten Verzweigungen, von dessen Mittelpunkt sich Gefdfle in mindestens
drei unterschiedliche Richtungen aufteilten. Ausgenommen waren
Verzweigungspunkte, die durch die Uberlagerung zweier GefiBe zustande kamen, die
sich aber kein Lumen teilten. Die Anzahl der Branching points wurde pro

Detailaufnahme ermittelt und zur Berechnung in Prism 7 iibertragen.

3 Ergebnisse
3.1 Mikroskopische Verinderungen der Retina nach Injektion von Rhodocetin aff
3.1.1 Anzahl und Morphologie der entstehenden Ausstiilpungen der retinalen

Blutgefifle

Rhodocetin off wurde in den Glaskorper junger Méause injiziert um die Auswirkungen
auf die sich in der Entwicklung befindlichen Retinalblutgefdfle zu beobachten. Nach 24
Stunden wurden die Augen pripariert und auf Verdnderungen untersucht. Zum einen
wurden Detailaufhahmen erstellt um die Verdnderungen genau beschreiben und
quantifizieren zu konnen, zum anderen aber auch Aufnahmen der gesamten Retina
(Ubersichtsaufnahmen) um eine mdgliche Verteilung der Verinderungen zu zeigen. In
Abbildung 12 sind zwei exemplarische Ubersichtsaufnahmen der Retina gezeigt, welche
sechs Tage nach der Geburt mit Rhodocetin aff oder als Kontrolle mit PBS injiziert

wurden.
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Abb. 12 Auffillige Gefiflformationen nach der Injektion von Rhodocetin aff. Gezeigt werden die mit Isolektin-
B4 gefarbten Ubersichtsaufnahmen von Netzhduten in 4-facher VergroBerung. Die einzelnen Aufnahmen wurden
mittels GIMP 2 zu einer Ubersichtsaufnahme zusammengefiigt. Beide Netzhéute wurden an P6 injiziert und an P7 als
Flatmount prépariert. Unterschiedliche Malstéibe ergeben sich aus der unterschiedlichen Form und GroBe der
Netzhdute. a Injektion von Rhodocetin aff. Die weilen Pfeile zeigen exemplarisch auf einige Ausstiilpungen. b

Kontrollgruppe: Injektion von PBS.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 13 Nach der Injektion von Rhodocetin off bildeten sich Ausstiilpungen der venésen Gefifle.
Detailaufnahmen in 25-facher VergroBerung im vendsen Stromgebiet. Isolektin-B4-Farbung der Netzhdute. a
Rhodocetin ap-Injektion an P5 und Préparation an P6. Die weillen Pfeile zeigen exemplarisch auf einige

Ausstiilpungen. b Injektion von PBS an P6. Die Préparation erfolgte an P7.
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In vielen Aufnahmen der mit Rhodocetin aff behandelten Netzhdute zeigten sich
multipel auftretende auffillige Formationen der Retinalblutgefile. In der
Kontrollgruppe fehlten diese Formationen fast ginzlich. Diese auffélligen
Gefafliformationen erweckten den Eindruck von Ausstiilpungen der retinalen Blutgefal3e
und werden im Folgenden als Ausstiilpungen bezeichnet. Die Injektion von Rhodocetin
afy in den Glaskdrper junger Miuse bewirkte die Bildung von Ausstiilpungen der
Blutgefafle der Retina.

Es stellte sich die Frage ob diese Ausstiilpungen aus jedem retinalen Blutgefd3
entstehen kdnnen oder ob eine Assoziation zu gewissen Blutgefal3typen, ein gruppiertes
Auftreten oder Ahnliches besteht. Daher wurden Detailaufnahmen in 25-facher
Vergroferung in verschiedenen Bereichen der Netzhéute erstellt und untersucht. Daraus
ergaben sich jeweils drei Detailaufnahmen pro behandelter Netzhaut. Eine Aufnahme
wurde um eine Arterie herum erstellt um das arterielle Stromgebiet abzubilden, eine
Aufnahme wurde um eine Vene herum erstellt um das vendse Stromgebiet darzustellen
und eine Aufnahme wurde in der peripheren Zone des auswachsenden oberflachlichen

Gefilplexus der Retina aufgenommen.

Vor allem im vendsen Stromgebiet zeigten sich oft gehduft auftretende Ausstiilpungen
der RetinalblutgefdiBe nach der Injektion von Rhodocetin afy, die nicht in der

Kontrollgruppe beobachtet werden konnten (Abbildung 13).

Im Gegensatz dazu fielen im arteriellen Stromgebiet kaum Ausstiilpungen in den
retinalen Blutgefden auf (Abbildung 14). Selten fanden sich in der unmittelbaren
Umgebung einer Arterie nach der Injektion von Rhodocetin af3 Ausstiilpungen, in den
Kontrollen fanden sich vereinzelt Ausstiilpungen im arteriellen Stromgebiet. Demnach
hatte Rhodocetin aff in der Retina einen groBeren Einfluss auf das vendse als auf das
arterielle Stromgebiet. Ebenso wurden auch Detailaufnahmen in der Peripherie des
oberflidchlichen Gefdflplexus der Retina erstellt um Verdnderungen von sich im
Auswachsen befindenden Gefdllen zu zeigen. Dabei ergaben sich auch an der
auswachsenden Gefédl3front vermehrt auftretende Ausstiilpungen nach der Injektion von

Rhodocetin af, die nicht in den Kontrollen auftraten (Abbildung 15).
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Abb. 14 Kaum Ausstiilpungen nach der Injektion von Rhodocetin aff im arteriellen Stromgebiet.
Detailaufnahmen in 25-facher VergroBerung im arteriellen Stromgebiet. Isolektin-B4-Farbung der Netzhdute. a
Injektion von Rhodocetin aff an P5, sowie Préiparation als Flatmount an P6. Der weile Pfeil zeigt exemplarisch auf

eine Ausstiilpung. b Injektion von PBS an P6, Préparation als Flatmount an P7.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 15 Auffillige Gefififormationen nach der Injektion von Rhodocetin off in der Peripherie.

Detailaufnahmen in 25-facher VergroBerung in der Peripherie. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefirbt. a
Injektion von Rhodocetin aff an P6 und Préparation an P7. Die weilen Pfeile zeigen exemplarisch auf einige

Ausstiilpungen. b Injektion von PBS an P5 sowie Priparation an P6.
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Rhodocetin off bewirkte eine signifikante Bildung von Ausstiilpungen der
Retinalblutgefdle im vendsen Stromgebiet sowie auch in der Peripherie. Solche
Ausstiilpungen traten in Netzhduten der Kontrollgruppe duflerst selten bis gar nicht auf.
Im arteriellen Stromgebiet wurde keine signifikante Anzahl an Ausstiilpungen durch

Rhodocetin gebildet (Abbildung 16).

Die Injektion von Rhodocetin aff schien zum Zeitpunkt des Auswachsens des
oberflachlichen Gefafplexus der Retina den grofSten Effekt zu haben da orientierend
durchgefiihrte Injektionen zu spéteren Zeitpunkten (Tag 12 und Tag 15 nach Geburt)

keinerlei Ausstiilpungen zeigten und daher nicht weiter in dieser Arbeit verfolgt

wurden.
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Abb. 16 Die Injektion von Rhodocetin aff bewirkte die meisten Ausstiilpungen im vendsen Stromgebiet.
Dargestellt ist die Anzahl an Ausstiilpungen der Gefalle pro Flache an den Injektionstagen PS5 und P6. Als Fliache
wurde eine Region of Interest definiert als die Flache einer in 25-facher VergroBerung aufgenommen Detailaufnahme
des jeweiligen Stromgebietes mit einer errechneten Fliche von insgesamt 65571,601 pum? a Anzahl der
Ausstiilpungen im arteriellen Stromgebiet um eine Arterie herum. p-Wert = 0,1366 (t-Test), n(RC)=53, n(PBS)=23. b
Anzahl der Ausstiilpungen im vendsen Stromgebiet um eine Vene herum. p-Wert = 0,0061 (t-Test), n(RC)=49,
n(PBS)=23. ¢ Anzahl der Ausstiilpungen in der Peripherie der Retina. p-Wert = 0,0297 (t-Test), n(RC)=68,
n(PBS)=32.

Im Folgenden soll das Augenmerk zundchst auf die genaue Beschreibung der

Morphologie der Ausstiilpungen gelegt werden.

Die nach der Injektion von Rhodocetin aff aufgetretenen, auffilligen und mit Isolektin-
B4 anfirbbaren Formationen in der Retina hatten eine direkte Verbindung zum
Gefillsystem (Abbildung 17). Die Ausstiilpungen endeten blind und erschienen
keulenformig, das heiit mit einem schlanken Hals direkt vom Ursprungsgefal3

ausgehend und in ein kugelformiges Ende mit groerem Durchmesser tibergehend.

49



Isolektin-B4 Isolektin-B4

Abb. 17 Die Ausstiilpungen hatten eine direkte Verbindung zum Gefidfisystem. Die Netzhdute wurden mit
Isolektin-B4 gefarbt. Es wurden Bilderserien in unterschiedlichen Hoéhen mittels des konfokalen Mikroskops
aufgenommen. Die gezeigten Bilder sind die zweidimensionale Projektion dieser Bilderstapel, erstellt durch
Projizieren der maximalen Intensitdt eines Bildpunktes in eine Ebene. a Aufnahme in 25-facher Vergroferung in der
Peripherie. Die Injektion von Rhodocetin of erfolgte an P5, die Prdparation an P6. b Aufnahme in 40-facher
VergroBerung in der Peripherie. Die Injektion von Rhodocetin aff erfolgte an P5, die Préparation an P6. ¢ Aufnahme
in 40-facher VergroBerung in der Peripherie. Die Injektion von Rhodocetin af erfolgte an PS5, die Praparation an P6.
d Aufnahme in 63-facher Vergroferung in der Peripherie nach der Injektion von Rhodocetin off an PS5 und

Préparation an P6.

Durch das konfokale Mikroskop konnen Aufnahmen in verschiedenen Hohen auf der z-

Achse innerhalb des Priparates erstellt werden. Zur genaueren Beschreibung der
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Morphologie der Ausstiilpungen wurden diese durch die verschiedenen Ebenen verfolgt
und aufgenommen (Abbildung 18). Es zeigte sich, dass die durch Rhodocetin off
entstehenden Ausstiilpungen nicht vollstindig in der gleichen Ebene lagen wie der
oberflachliche Gefdlplexus. Vielmehr entsprangen die Ausstiilpungen in der gleichen
Ebene wie die reguldren Gefille der Retina, das keulenféormige Ende ragte aber aus der
Ebene der Retina heraus und hin zum Glaskorper. Rhodocetin aff bewirkte somit die

Bildung von Ausstiilpungen der retinalen BlutgefiBle, die den oberflachlichen

Gefaliplexus verlieBen und sich zum Glaskdrper hin orientierten.

Abb. 18 Bilderserie in 40-facher Vergroflerung nach Rhodocetin ap-Injektion. Die Aufnahme wurde in der
Peripherie erstellt nach Injektion an PS5 und Préparation an P6. Die Retina wurde mit Isolektin-B4 geférbt und im

Abstand von 1pm wurden Aufnahmen gefertigt.

Da die Lokalisation der entstehenden Ausstiilpungen innerhalb des oberflidchlichen
Gefallplexus nicht rein zufillig war, stellte sich die Frage ob Unterschiede in der
Auspragung der Ausstiilpungen bestanden je nachdem, ob sie ihren Ursprung im
venodsen oder im arteriellen Stromgebiet sowie in der Peripherie hatten. Dazu wurden
die Flachen der Ausstiilpungen in den Detailaufnahmen vermessen und miteinander
verglichen (Abbildung 19). Die durch Rhodocetin off induzierten Ausstiilpungen der
retinalen Blutgefile in den verschiedenen Stromgebieten unterschieden sich nicht

voneinander in ihrer Flache.
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Abb. 19 Die Fliche der Ausstiilpungen unterschied sich nicht. Dargestellt ist die gemessene Fliche der
Ausstiilpungen nach der Injektion von Rhodocetin aff, da die anderen Injektionsgruppen zu geringe Zahlen an
Ausstiilpungen aufwiesen und somit nicht vergleichbar waren. p-Wert = 0,1859 (ANOVA), n(arteriell)=19,
n(vends)=54, n(peripher)=37.

Da die Ausstiilpungen keulenformig erschienen, lag es nahe die Ausstiilpungen
ndherungsweise als eine Ellipse zu beschreiben. Um zu zeigen, ob diese Ausstiilpungen
als Ellipse bezeichnet werden konnten, wurde die vermessene Fliche der retinalen

Ausstiilpungen mit der errechneten Fliche einer Ellipse mit denselben Diagonalen

verglichen (Abbildung 20).
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Abb. 20 Die gemessene Fliche im Vergleich mit der errechneten Fliche der Ausstiillpungen. Dargestellt werden
die Flachen der Ausstiilpungen nach der Injektion von Rhodocetin off an P5 oder P6. Die Flache wurde zum einen in
den Aufnahmen vermessen und zum anderen néherungsweise berechnet als Ellipse. a Fliache der Ausstiilpungen im
arteriellen Stromgebiet. p-Wert = 0,1658 (t-Test), n(gemessen)=19, n(errechnet)=20. b Flache der Ausstiilpungen im
vendsen Stromgebiet. p-Wert = 0,0311 (t-Test), n(gemessen)=54, n(errechnet)=51. ¢ Flache der Ausstiilpungen in der

Peripherie. p-Wert = 0,0482 (t-Test), n(gemessen)=37, n(errechnet)=39.

In erster Ndherung erschienen die Ausstiilpungen im arteriellen Stromgebiet ellipsoid,
im zweidimensionalen Bild als Ellipse. Dagegen wichen die Ausstiilpungen im vendsen

Stromgebiet und in der Peripherie von der ellipsoiden Anndherung deutlich ab (p<0,05),
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vermutlich aufgrund ihrer keulenférmigen Form mit einem diinneren Stiel und einem
dickeren Kopfstiick.

Infolge der Injektion von Rhodocetin aff in die Retina von jungen Méausen bildeten sich
keulenformige Ausstiilpungen der retinalen Blutgefdl3e aus. Es stellte sich die Frage wie
diese Ausstiilpungen zustande kamen. Als Ansatz wire eine ungerichtete Proliferation
der Endothelzellen denkbar, ebenso aber auch eine zufillige Zusammenlagerung von
Mikroglia oder aberranten Spitzenzellen. Im Folgenden soll der Ursprung dieser

Ausstiilpungen niher beleuchtet werden.

3.1.2 Immunhistochemie von CD11b

Isolektin-B4 farbt sowohl die retinalen Blutgefde als auch Mikroglia an. Daher
konnten die Ausstiilpungen auch durch eine Haufung von Mikroglia entstanden sein.
Die Immunhistochemie von CDI11b ermdglicht die ausschlieBliche Darstellung von
Mikroglia. In den Farbungen von CDI11b konnten keine den Ausstiilpungen auch nur

dhnlichen Formationen gefunden werden (Abbildungen 21 und 22).

CDl11b Nuklei CD11b/Nuklei

Rhodocetin of

Abb. 21 Keine CD11b-positiven Ausstiilpungen nach Rhodocetin ap-Injektion. Dargestellt sind Detailaufnahmen
in 20facher VergroBerung. Die Netzhdute wurden an P5 injiziert und an P6 als Flatmounts pripariert. In der rechten
Spalte ist die Doppelfirbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils die einzelnen Farbkanile der

Doppelfdrbung. a Injektion von Rhodocetin af, gefirbt nach CD11b. b Injektion von Rhodocetin of. Die Farbung
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erfolgte mit DAPI. ¢ Injektion von Rhodocetin aff. d Injektion von PBS, gefarbt nach CD11b. e Injektion von PBS
und mit DAPI gefarbt. f Injektion von PBS.

Ebenso stellten sich Mikroglia-Zellen in den Netzhéduten der jungen Mause kleiner als

die Ausstiilpungen dar.

CDl11b Nuklei CD11b/Nuklei

Rhodocetin of

PBS

Abb. 22 Keine CD11b-positiven Ausstiilpungen nach Rhodocetin af-Injektion. Dargestellt sind Detailaufnahmen
in 60facher VergroBerung. Die Injektion erfolgte an PS5, die Préparation als Flatmounts an P6. In der rechten Spalte ist
die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten sind die einzelnen Farbkanile der Doppelfirbung
abgebildet. a Injektion von Rhodocetin af, gefiarbt nach CD11b. b Injektion von Rhodocetin off. Die Farbung erfolgte
mit DAPL ¢ Injektion von Rhodocetin off. d Injektion von PBS und gefirbt nach CD11b. e Injektion von PBS,
gefarbt mit DAPI. f Injektion von PBS.

Die Ausstiilpungen, die nach der Injektion von Rhodocetin aff in der Retina entstanden
sind, schienen somit nicht aus einer Zusammenlagerung von Mikroglia zu bestehen,

sondern waren Endothelzellen, die aus den bestehenden Blutgefdf3en heraussprossten.

3.1.3 Proliferationsanalyse mittels EAU-Kit

Des Weiteren sollte untersucht werden ob die entstehenden Ausstiilpungen ein Zeichen
einer insgesamt erhohten Proliferation im Geféllsystem waren. Auf die Injektion von
Rhodocetin af folgte die Injektion von EdU, mit dem die Proliferation sichtbar gemacht

werden konnte. Es zeigte sich keine erhohte Proliferation der retinalen BlutgefaB3e in der
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Versuchsgruppe mit der Injektion von Rhodocetin aff (Abbildung 23). Die durch die
Injektion von Rhodocetin aff entstehenden Ausstiilpungen entstanden nicht durch eine
erhohte Proliferation der Endothelzellen im retinalen GefdaBBsystem. Die Anfarbung
mittels EAU schien vor allem mit den Isolektin-B4 positiven Mikrogliazellen zu
kolokalisieren. Diese Kolokalisation schien nach der Injektion von Rhodocetin of

verringert im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Isolektin-B4 EdU Isolektin-B4/EdU

Rhodocetin of

PBS

Abb. 23 Keine erhohte Proliferation der retinalen Blutgefifie nach Rhodocetin af-Injektion. Dargestellt sind
Aufnahmen in 25-facher Vergroferung in der Peripherie. Die Netzhéute wurden an P5 injiziert, an P6 wurde das EdU
injiziert sowie die Netzhdute als Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den
beiden linken Spalten jeweils die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin of}, gefarbt mit Isolektin-B4. b
Injektion von Rhodocetin af}. Die Farbung erfolgte mit dem EdU-Kit. ¢ Injektion von Rhodocetin af. d Injektion von

PBS und Farbung mit Isolektin-B4. e Injektion von PBS, gefarbt mit dem EdU-Kit. f Injektion von PBS.

3.1.4 Auswertung der Angiogenese der Retina

Rhodocetin aff konnte die stattfindende Angiogenese in der Retina beeinflusst haben
durch die vermehrte Bildung von Ausstiilpungen. Daher wurden im Folgenden
verschiedene Parameter untersucht, die auf eine in zunehmenden Male stattfindende

Angiogenese hindeuten.
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[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 24 Kein Einfluss von Rhodocetin aff auf die Filopodienanzahl im arteriellen Stromgebiet. Dargestellt
werden in 63-facher VergroBerung aufgenommene Detailaufnahmen im Endstromgebiet von arteriellen Gefdflen. Die
Injektion mit Rhodocetin afy oder PBS erfolgte an P5, die Praparation und Férbung mit Isolektin-B4 an P6. Die Pfeile

zeigen exemplarisch auf einige Filopodien. a Injektion von Rhodocetin of8. b Injektion von PBS.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 25 Vermehrte Ausbildung von Filopodien im vendsen Stromgebiet nach Injektion von Rhodocetin ap.

Die Injektion mit Rhodocetin aff oder PBS erfolgte an PS5, die Priparation und Farbung mit Isolektin-B4 an P6. Die
Aufnahme der Isolektin-B4 gefirbten Retinae erfolgte in 63-facher VergroBerung in den Endstromgebieten von
vendsen Gefdllen. Die Pfeile zeigen exemplarisch auf einige Filopodien. a Injektion von Rhodocetin off. b Injektion

von PBS.
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Auch wenn die Ausstiilpungen nicht durch eine erhohte Proliferation bedingt waren, so
konnten sie trotzdem Ausdruck von aberranten Spitzenzellen sein. Daher wurde die
Zahl der Filopodien nach der Injektion von Rhodocetin aff mit der Zahl der Filopodien
der Kontrollgruppe verglichen. Dazu wurden die Spitzenzellen in der Peripherie des

arteriellen und des vendsen Stromgebietes getrennt voneinander betrachtet

(Abbildungen 24 und 25).
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Abb. 26 Der Injektion von Rhodocetin aff folgte eine vermehrte Anzahl von Filopodien der vendsen Gefifle.
Dargestellt ist die Anzahl an Filopodien pro Detailauthahme in 63-facher Vergroflerung. Die Netzhdute wurden an P5
injiziert sowie an P6 prépariert und mit Isolektin-B4 geférbt. a Anzahl an Filopodien im arteriellen Stromgebiet nach
Injektionsgruppe. p-Wert = 0,539 (t-Test). n(RC)=5, n(PBS)=4. b Anzahl an Filopodien im vendsen Stromgebiet. p-
Wert =0,0112 (t-Test). n(RC)=11, n(PBS)=7.
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Abb. 27 Kein Einfluss von Rhodocetin off auf die Geschwindigkeit des Auswachsens des oberflichlichen

Plexus. Darstellung der Vaskularisierungsfront der mit Isolektin-B4 gefirbten Ubersichtsaufnahmen. Gezeigt wird
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das Verhiltnis der Entfernung der Vaskularisierungsfront zum Mittelpunkt der Retina zur Entfernung des Randes der
Netzhaut zum Mittelpunkt. Dieses Verhéltnis wurde pro Blatt des Flatmounts berechnet. Die Injektion erfolgte an PS5,
die Priparation an P6. p-Wert = 0,1221 (t-Test). n(RC)=274, n(PBS)=98.

Durch die Injektion von Rhodocetin off bildeten sich vermehrt Filopodien an den
Spitzenzellen. Rhodocetin af3 schien somit die Spitzenzellen zu fordern und bedingte
dadurch eine hohere Anzahl an Filopodien. Dieser Effekt betraf nur das vendse
Stromgebiet (Abbildung 26). Im arteriellen Stromgebiet bewirkte Rhodocetin aff keine
Forderung des Spitzenzell-Phénotyps und damit der Anzahl an Filopodien. Da
Rhodocetin aff die Spitzenzellen im vendsen Stromgebiet zu fordern schien lag die
Vermutung nahe, dass Rhodocetin aff auch einen Einfluss auf die generell stattfindende

Angiogenese der Retina haben konnte.

Durch die vermehrte Anzahl an Filopodien und die Bildung von Ausstiilpungen konnte
die Vaskularisation der Retina durch den oberflichlichen Gefdl3plexus schneller erfolgt
sein als liblich. Um diesen Effekt messen und beurteilen zu kénnen wurde der Abstand
der Front der auswachsenden Gefid3e des oberflachlichen Gefa3plexus zum Mittelpunkt

der Retina hin vermessen und im Verhéltnis zum gesamten Radius der Retina

betrachtet.

[solektin-B4 [solektin-B4

1000 im

1000 pm
Abb. 28 Entfernung der Vaskularisierungsfronten vom Zentrum der Retina im Vergleich. Dargestellt sind zwei

reprasentative Netzhéute, die an P5 injiziert sowie an P6 préapariert wurden. Gefédrbt wurden die Retinae mit Isolektin-

B4. Die Ubersichtsaufnahmen bestehen aus Aufnahmen in 4-facher VergroBerung. Diese wurden zu einer Aufnahme
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zusammengefiigt. Unterschiedliche Mafistdbe ergeben sich aus der unterschiedlichen Form und GroBe der Netzhdute.

a Injektion mit Rhodocetin af. b Injektion von PBS.

Durch die Injektion von Rhodocetin a3 wuchs der oberflichliche Gefdaplexus nicht
schneller aus als in der Kontrollgruppe. Es zeigte sich, dass Rhodocetin of3 an Tag 5
nach der Geburt der Jungtiere nicht zu einer schnelleren Vaskularisation der Retina

beitrug (Abbildungen 27 und 28).

3.1.5 Verinderungen der GefiaBlarchitektur
Nachdem die Ausstiilpungen, die durch Rhodocetin aff hervorgerufen wurden, genauer
untersucht worden sind, sollte der Fokus auf eventuell bestehende weitere durch

Rhodocetin aff bedingte Verdnderungen der retinalen Gefalle gelegt werden.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 29 Kein Unterschied in der Anzahl der Verzweigungspunkte im arteriellen Stromgebiet. Dargestellt
werden Detailaufnahmen im arteriellen Stromgebiet in 25-facher VergroBerung nach der Injektion an PS5 und der
Priparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefarbt und als Flatmount pripariert. a Injektion von

Rhodocetin af. b Injektion von PBS.

Um untersuchen zu konnen, ob Rhodocetin af3 auch einen Einfluss auf die
GefaBarchitektur der oberflichlichen Gefd3schicht hatte, wurde die Anzahl an
Verzweigungspunkte der GefdBle ausgezédhlt und mit der Kontrollgruppe verglichen
(Abbildungen 29-31).
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Isolektin-B4 Isolektin-B4

Abb. 30 Vermehrte Verzweigungspunkte nach Rhodocetin ap-Injektion im venésen Stromgebiet. Dargestellt
werden Detailaufnahmen im vendsen Stromgebiet in 25-facher VergroBerung nach der Injektion an P5 und der
Priparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefarbt und als Flatmount pripariert. a Injektion von

Rhodocetin af. b Injektion von PBS.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 31 Ebenfalls vermehrte Verzweigungspunkte nach der Injektion von Rhodocetin af in der Peripherie.

Dargestellt werden Detailaufnahmen der Peripherie in 25-facher VergroBerung nach der Injektion an P5 und der
Priparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefarbt und als Flatmount pripariert. a Injektion von

Rhodocetin af. b Injektion von PBS.
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Im arteriellen sowie im vendsen Stromgebiet ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit der Injektion von Rhodocetin aff. In
der Peripherie bewirkte Rhodocetin aff die vermehrte Bildung von Verzweigungsstellen

(Branching points) des oberflachlichen Gefaliplexus (Abbildung 32).
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Abb. 32 Anzahl der Verzweigungspunkte der Gefidfle nach Stromgebiet. Dargestellt werden die einzelnen
Stromgebiete mit den jeweiligen Injektionsgruppen. Ausgewertet wurde die Anzahl der Branching points einer
Detailauthahme des konfokalen Mikroskops in 25-facher Vergroferung und der Farbung mit Isolektin-B4. Gewertet
wurden Aufnahmen nach der Injektion an PS5 oder P6 sowie der Praparation 24 Stunden nach der Injektion. a Anzahl
der Branching points im arteriellen Stromgebiet. p-Wert = 0,8118 (t-Test). n(RC)=52, n(PBS)=24. b Anzahl an
Verzweigungspunkte der Gefdfle im vendsen Stromgebiet. p-Wert = 0,1722 (t-Test). n(RC)=47, n(PBS)=24. ¢ Anzahl
an Verzweigungspunkten in der Peripherie. p-Wert = 0,0323 (t-Test). n(RC)=68, n(PBS)=33.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 33 Kein signifikanter Unterschied der vaskularisierten Fliche nach der Injektion von Rhodocetin af.
Dargestellt werden Detailaufnahmen im arteriellen Stromgebiet in 25-facher Vergroferung nach der Injektion an P5
und der Préparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefidrbt und als Flatmount prépariert. a Injektion

von Rhodocetin off. b Injektion von PBS.
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Neben der Anzahl an Verzweigungspunkten wurde auch die Fldche gemessen, die vom

retinalen Gefdlinetz in einer Detailaufnahme bedeckt wurde (Abbildungen 33-35).

Isolektin-B4 Isolektin-B4

Abb. 34 Vermehrt vaskularisierte Fliche im vendsen Stromgebiet nach der Injektion von Rhodocetin af.
Dargestellt werden Detailaufnahmen im vendsen Stromgebiet in 25-facher Vergroerung nach der Injektion an P5
und der Préparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 geférbt und als Flatmount prépariert. a Injektion

von Rhodocetin af. b Injektion von PBS.

Isolektin-B4 [solektin-B4

Abb. 35 Deutlich vermehrt vaskularisierte Fliche in der Peripherie nach Rhodocetin af-Injektion. Dargestellt

werden Detailaufnahmen der Peripherie in 25-facher VergroBerung nach der Injektion an PS5 und der Préparation an
P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefirbt und als Flatmount prépariert. a Injektion von Rhodocetin af. b

Injektion von PBS.
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Im arteriellen Stromgebiet zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Gruppe mit der Injektion von Rhodocetin aff und der Kontrollgruppe. Im vendsen
Stromgebiet bedeckte das retinale Gefalinetz eine groflere Flache nach der Injektion von
Rhodocetin o (Abbildung 34). Dies lieB zusammen mit den Ergebnissen der
Verzweigungspunkte darauf schlieBen, dass unter Rhodocetin aff die Durchmesser der
vendsen Gefille zunahmen, da die Anzahl an Verzweigungen nicht signifikant zunahm.
Nach der Injektion von Rhodocetin aff nahm die von den Gefdllen bedeckte Fliche in
der Peripherie signifikant zu. Dies mag zum einen an der erhohten Anzahl an Branching
Points gelegen haben und zum anderen auch an dem erhohten Geféd3durchmesser.
Insgesamt bewirkte Rhodocetin aff ein im vendsen Stromgebiet und in der Peripherie

dichter werdendes Gefdfnetz (Abbildung 36).
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Abb. 36 Die Injektion von Rhodocetin aff hatte einen Einfluss auf die vaskularisierte Fliche in der Peripherie
und im venésen Stromgebiet. Dargestellt wird die Flache, die von den Gefdllen in einer 25-fachen Vergroferung
bedeckt wurde. Zu Grunde gelegt wurden die Isolektin-B4 gefirbten Netzhéute der jeweiligen Injektionsgruppen. Die
Injektion fand an P5 oder P6 statt, die Préparation an P6 bzw. P7. a Aufnahme im arteriellen Stromgebiet. p-Wert =
0,5734 (t-Test). n(RC)=49, n(PBS)=21. b Aufnahmen im vendsen Stromgebiet. p-Wert = 0,0102 (t-Test). n(RC)=44,
n(PBS)=17. ¢ Aufnahmen in der Peripherie. p-Wert <0,0001 (t-Test). n(RC)=62, n(PBS)=29.

Rhodocetin aff induzierte so ein unreiferes Gefdlinetz der Retina. AuBBerdem zeigte sich
sowohl in der Lokalisation der beobachteten Ausstiilpungen, der Anzahl an Filopodien
und an Verzweigungspunkten sowie der GroBe der vaskularisierten Fldche, dass

Rhodocetin aff einen groBeren Effekt auf die vendsen Gefdle und die Gefdlle in der

Peripherie der Retina besal3 als auf arterielle Gefél3e.

3.2 Molekularer Wirkmechanismus von Rhodocetin aff an den Retinalblutgefifien

Die beobachteten Verdnderungen der retinalen Gefde nach der Injektion von

Rhodocetin aff erschienen nicht gegensitzlich und konnten durch einen durch
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Rhodocetin aff moglicherweise beeinflussten Signalweg entstanden sein. Daher wurde

der cMet-Inhibitor SU11274 verwendet um den Signalweg zu bestétigen.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 37 Keine vermehrten Ausstiilpungen nach Injektion des cMet-Inhibitors SU11274 im vendsen
Stromgebiet. Detailaufnahmen in 25-facher VergroBerung. Isolektin-B4-Farbung der Netzhéute. a Rhodocetin af -
Injektion an PS5 und Préparation an P6. Die weillen Pfeile zeigen exemplarisch auf einige Ausstiilpungen. b Injektion
von PBS an P6. Die Priparation erfolgte an P7. ¢ Injektion von Rhodocetin aff und dem cMet-Inhibitor an P6 sowie

Priparation an P7. d Injektion von PBS und dem cMet-Inhibitor an P6. Préparation als Flatmount an P7.

Um eine unabhingig von Rhodocetin afy vermittelte Wirkung von dem cMet-Inhibitor
ausschliefen zu konnen wurde eine Kontrollgruppe nur mit dem cMet-Inhibitor und

ohne Rhodocetin aff injiziert. Durch die Injektion des Inhibitors von cMet konnte der
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Bildung von Ausstiilpungen durch Rhodocetin aff im vendsen Stromgebiet

entgegengewirkt werden (Abbildung 37).

Isolektin-B4 Isolektin-B4

Abb. 38 Keine erhohte Bildung von Ausstiillpungen im arteriellen Stromgebiet. Detailaufnahmen in 25-facher
VergroBerung. Isolektin-B4-Féarbung der Netzhéute. a Injektion von Rhodocetin aff an P5, sowie Préparation als
Flatmount an P6. Der weille Pfeil zeigt exemplarisch auf eine Ausstiilpung. b Injektion von PBS an P6, Priparation
als Flatmount an P7. ¢ Injektion von Rhodocetin aff mit dem cMet-Inhibitor an P6. Die Préparation erfolgte an P7. d

Injektion von PBS und dem cMet-Inhibitor an P6, sowie Priparation an P7.

Im arteriellen Stromgebiet war kein Unterschied zwischen den Injektionsgruppen mit

Rhodocetin off und dem cMet-Inhibitor nachweisbar (Abbildung 38).
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Abb. 39 Nach Rhodocetin ap-Injektion konnten Ausstiilpungen beobachtet werden, nach der Injektion des
cMet-Inhibitors konnten keine dargestellt werden. Detailaufnahmen in 25-facher VergroBerung in der Peripherie.
Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 geférbt. a Injektion von Rhodocetin off an P6 und Préparation an P7. Die
weillen Pfeile zeigen exemplarisch auf einige Ausstiilpungen. b Injektion von PBS an P5 sowie Préparation an P6. ¢
Injektion von Rhodocetin aff zusammen mit dem cMet-Inhibitor an P5. Die Préparation erfolgte an P6. d Injektion

von PBS und dem cMet-Inhibitor an P5 und Préparation an P6.

Auch in der Peripherie traten die Ausstiilpungen nicht auf, wenn Rhodocetin of
zusammen mit dem Inhibitor von cMet injiziert wurde (Abbildung 39). Es zeigte sich
also, dass Rhodocetin aff die Bildung von Ausstilpungen vor allem im vendsen
Stromgebiet sowie in der Peripherie bewirkte. Auf das arterielle Stromgebiet hatte

Rhodocetin off kaum Einfluss.
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Abb. 40 Die Injektion des cMet-Inhibitors verhinderte die durch Rhodocetin aff entstehenden Ausstiilpungen
in der Peripherie und im venésen Stromgebiet. Dargestellt werden die Anzahl an Ausstiilpungen der Gefélie pro
Flache an den Injektionstagen PS5 und P6. Die Flache einer in 25-facher VergroBBerung aufgenommen Detailaufnahme
des jeweiligen Stromgebietes betrug insgesamt 65571,601 um?. a Aufnahme im arteriellen Stromgebiet. p-Wert =
0,2143 (ANOVA), n(RC)=53, n(PBS)=23, n(RC, SU11274)=9, n(PBS, SU11274)=9. b Aufnahme im vendsen
Stromgebiet. p-Wert = 0,0149 (ANOVA), n(RC)=49, n(PBS)=23, n(RC, SU11274)=9, n(PBS, SU11274)=9. ¢
Aufnahme in der Peripherie der Retina. p-Wert = 0,06358 (ANOVA), n(RC)=68, n(PBS)=32, n(RC, SU11274)=10,
n(PBS, SU11274)=9.
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Abb. 41 Grofie des vaskularisierten Areals im Vergleich bei Injektion an P5. Gezeigt wird das Verhéltnis der
Entfernung der Vaskularisierungsfront zum Mittelpunkt der Retina zur Entfernung des Randes der Netzhaut zum
Mittelpunkt. Dieses Verhiltnis wurde in den mit Isolektin-B4 gefirbten Ubersichtaufnahmen bestimmt und pro Blatt
des Flatmounts berechnet. Die Injektion erfolgte an P5, die Préparation an P6. p-Wert = 0,006 (ANOVA).
n(RC)=274, n(PBS)=98, n(RC, SU11274)=58, n(PBS, SU11274)=38.

Der Inhibitor von cMet allein unterdriickte in 8 von 9 Fillen die Bildung von

Ausstiilpungen, die in der Gegenwart von Rhodocetin af3 gebildet wurden (Abbildung
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40). Als Vermutung flir den molekularen Wirkmechanismus von Rhodocetin aff ergab
sich so die Aktivierung von cMet und infolgedessen die Bildung von Ausstiilpungen in
vendsen sowie peripheren RetinalblutgefaBBen. Wenn die Entstehung der Ausstiilpungen
durch Rhodocetin af iiber die Aktivierung des cMet-Rezeptors vermittelt wurde so lag
es auch nahe, die anderen beobachteten Verdnderungen der GefdBarchitektur unter dem

Einfluss des cMet-Inhibitors zu beobachten.

Isolektin-B4 Isolektin-B4

1000 im

1000 pm
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Abb. 42 Kein Unterschied in der Entfernung der Vaskularisierungsfronten. Gezeigt sind vier reprisentative
Netzhéute, die an PS5 injiziert sowie an P6 prépariert wurden. Gefarbt wurden die Retinae mit Isolektin-B4. Die
Ubersichtsaufnahmen bestehen aus Aufnahmen in 4-facher VergroBerung. Diese wurden zu einer Aufnahme

zusammengefiigt. Unterschiedliche MaBstidbe ergeben sich aus der unterschiedlichen Form und Grof3e der Netzhéute.
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a Injektion mit Rhodocetin af. b Injektion von PBS. ¢ Injektion von Rhodocetin aff mit dem c-Met-Inhibitor. d

Injektion von PBS und dem cMet-Inhibitor.

Im Vergleich der relativen Entfernung der angiogenetischen Front des oberflédchlichen
Gefdllplexus der Retina an Tag 5 nach der Geburt der Jungtiere zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Tieren der Injektionsgruppe mit Rhodocetin aff

und den unbehandelten Tieren der Kontrollgruppe.

[solektin-B4 [solektin-B4

Abb. 43 Keine Verinderung der Verzweigungspunkte im arteriellen Stromgebiet nach Injektion des cMet-
Inhibitors. Gezeigt werden Detailaufnahmen im arteriellen Stromgebiet in 25-facher VergrofBerung nach der
Injektion an PS5 und der Prédparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefarbt und als Flatmount
prépariert. a Injektion von Rhodocetin of. b Injektion von PBS. ¢ Injektion von Rhodocetin off und dem cMet-

Inhibitor. d Injektion von PBS und dem cMet-Inhibitor.
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Wurden die Gruppen mit dem cMet-Inhibitor hinzugefiigt so ergab sich ein auf
Signifikanz hinweisender p-Wert. Dies kam allerdings durch die Gruppe mit der
Injektion von Rhodocetin o und dem cMet-Inhibitor zustande aufgrund der
verlangsamten Ausbreitung der angiogenetischen Front dieser Injektionsgruppe. Es
schien, dass der cMet-Inhibitor auch iiber andere Wege die Vaskularisation der Retina
beeinflussen konnte (Abbildung 41). Auch in den exemplarischen Ubersichtsaufnahmen
der Retina erschien die angiogenetische Front innerhalb einer Retina variabel. Diese
Variabilitit trug so zu dem beobachteten Ergebnis bei (Abbildung 42). Rhodocetin of
hatte keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Angiogenese des oberflichlichen
Gefidfnetzes der Retina. Durch die Injektion wuchs der oberfldchliche Gefdlplexus
nicht schneller aus. Der cMet-Inhibitor SU11274 behinderte das Auswachsen nach der
Injektion von Rhodocetin of3 oder PBS.

Ahnlich sah es bei der Anzahl der Verzweigungspunkte (Branching Points) in den
Detailaufnahmen aus. Auch hier hatte Rhodocetin off keinen Einfluss auf die Anzahl der
Branching Points im arteriellen Stromgebiet und die Injektion des cMet-Inhibitors blieb
ohne sichtbare Folgen (Abbildung 43). Abbildung 44 zeigt, dass die Injektion von
Rhodocetin aff allein oder zusammen mit dem cMet-Inhibitor SU11274 die
Verzweigung des Kapillarnetzes im vendsen Stromgebiet nicht beeinflusste. Einzig die
peripheren RetinalgefdBe reagierten auf Rhodocetin oy mit einer vermehrten
Verzweigung, welche durch die Injektion mit dem cMet-Inhibitor riickgéngig war

(Abbildung 45).

Die statistische Auswertung bestétigte: Die Injektion von Rhodocetin aff bewirkte keine
vermehrten Verzweigungen der Gefdfle im arteriellen und im vendsen Stromgebiet. In
der Peripherie fanden sich mehr Verzweigungen nach der Injektion von Rhodocetin af.
Der cMet-Inhibitor bewirkte im arteriellen und im vendsen Stromgebiet keine
Verdnderung, lediglich in der Peripherie konnte der cMet-Inhibitor die Anzahl der
Verzweigungspunkte nach der Injektion von Rhodocetin of3 gering halten (Abbildung
46).
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Abb. 44 Normwertige Anzahl an Verzweigungspunkten im venodsen Stromgebiet. Gezeigt werden
Detailaufnahmen im vendsen Stromgebiet in 25-facher VergroBerung nach der Injektion an P5 und der Préparation an
P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 geférbt und als Flatmount prépariert. a Injektion von Rhodocetin of. b
Injektion von PBS. ¢ Injektion von Rhodocetin aff und dem cMet-Inhibitor. d Injektion von PBS und dem cMet-
Inhibitor.

Auch die vaskularisierte Fliche der Retina wurde durch die Injektion von Rhodocetin
afy gesteigert. Daher wurde auch hier der cMet-Inhibitor eingesetzt, zum einen mit der
Injektion von Rhodocetin aff und zum anderen die alleinige Injektion des cMet-
Inhibitors. Im arteriellen Stromgebiet zeigte sich eine gleichbleibend von Gefidllen

bedeckte Fliche in den Detailaufnahmen (Abbildung 47).
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Abb. 45 Normalisierung der vermehrten Verzweigungspunkte in der Peripherie nach Injektion des cMet-

Inhibitors. Gezeigt werden Detailaufnahmen der Peripherie in 25-facher VergroB3erung nach der Injektion an PS5 und
der Priparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefarbt und als Flatmount prépariert. a Injektion von
Rhodocetin aff. b Injektion von PBS. ¢ Injektion von Rhodocetin aff und dem cMet-Inhibitor. d Injektion von PBS

und dem cMet-Inhibitor.

Im Gegensatz dazu stand das vendse Stromgebiet in dem durch die Injektion von
Rhodocetin aff die Gefdl3e eine groBBere Flache in den Detailaufnahmen bedeckten als in
der Kontrollgruppe. Nach der Injektion des c-Met Inhibitors normalisierte sich die

vaskularisierte Fliche (Abbildung 48). Auch in der Peripherie der Retina wurde die
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vermehrte vaskularisierte Fliche durch die Injektion von Rhodocetin af3 verhindert

durch die Injektion mit dem cMet-Inhibitor SU11274 (Abbildung 49).
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Abb. 46 Anzahl der Verzweigungspunkte der Gefidfle nach Stromgebiet. Dargestellt werden die einzelnen
Stromgebiete mit den jeweiligen Injektionsgruppen. Ausgewertet wurde die Anzahl der Branching points einer
Detailauthahme des konfokalen Mikroskops in 25-facher VergrofSerung und der Farbung mit Isolektin-B4. Gewertet
wurden Aufnahmen nach der Injektion an P5 oder P6 sowie der Préparation 24 Stunden nach der Injektion. a Anzahl
der Branching points im arteriellen Stromgebiet. p-Wert = 0,2065 (ANOVA). n(RC)=52, n(PBS)=24, n(RC,
SU11274)=9, n(PBS, SU11274)=9. b Anzahl an Verzweigungspunkte im vendsen Stromgebiet. Der p-Wert = 0,4435
(ANOVA). n(RC)=47, n(PBS)=24, n(RC, SU11274)=9, n(PBS, SU11274)=9. ¢ Anzahl an Verzweigungspunkten in
der Peripherie. p-Wert = 0,0615 (ANOVA). n(RC)=68, n(PBS)=33, n(RC, SU11274)=11, n(PBS, SU11274)=9.
Abbildung 50 zeigt, dass durch die intravitreale Rhodocetin af-Injektion die Gefdlinetze
insgesamt dichter wurden im vendsen Stromgebiet sowie in der Peripherie. Dieser
Effekt war in der Peripherie weitaus ausgeprigter als im vendsen Stromgebiet. Der
cMet-Inhibitor verhinderte diese Verdnderungen durch Rhodocetin of.

Durch die zwei Behandlungsgruppen mit dem c-Met Inhibitor konnte gezeigt werden,
dass die Art des Gefdlles einen Einfluss darauf hatte, ob Rhodocetin aff zu

Verdnderungen flihren konnte bzw. der cMet-Inhibitor diese Verdnderungen

verhinderte.
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Abb. 47 Keine Verdnderungen der vaskularisierten Fliche im arteriellen Stromgebiet. Dargestellt sind

Detailauthahmen des arteriellen Stromgebiets in 25-facher VergroBerung nach der Injektion an PS5 und der
Préparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 gefarbt und als Flatmount prépariert. a Injektion von
Rhodocetin aff. b Injektion von PBS. ¢ Injektion von Rhodocetin aff und dem cMet-Inhibitor. d Injektion von PBS
und dem cMet-Inhibitor.
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Abb. 48 Normalisierung der nach Rhodocetin aff vermehrt vaskularisierten Fliche durch Injektion des cMet-
Inhibitors im vendsen Stromgebiet. Gezeigt werden Detailauthahmen des vendsen Stromgebiets in 25-facher
VergroBerung nach der Injektion an P5 und der Préparation an P6. Die Netzhdute wurden mit Isolektin-B4 geférbt
und als Flatmount préapariert. a Injektion von Rhodocetin af. b Injektion von PBS. ¢ Injektion von Rhodocetin off

und dem cMet-Inhibitor. d Injektion von PBS und dem cMet-Inhibitor.
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Abb. 49 Vermehrt vaskularisierte Fliche in der Peripherie nach Rhodocetin ap-Injektion. Gezeigt werden
Detailaufhahmen der Peripherie in 25-facher Vergroferung nach der Injektion an P5 und der Prédparation an P6. Die
Netzhéute wurden mit Isolektin-B4 gefarbt und als Flatmount prépariert. a Injektion von Rhodocetin af. b Injektion

von PBS. ¢ Injektion von Rhodocetin aff und dem cMet-Inhibitor. d Injektion von PBS und dem cMet-Inhibitor.
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Abb. 50 Die Grofie der vaskularisierten Fliche nach Stromgebiet. Dargestellt wird die von Gefdflen bedeckte
Flidche in 25-facher VergroBerung. Zu Grunde gelegt wurden die mit Isolektin-B4 gefarbten Netzhdute der jeweiligen
Injektionsgruppen. Die Injektion fand an PS5 oder P6 statt, die Priparation an P6 bzw. P7. a Aufnahme im arteriellen
Stromgebiet. p-Wert = 0,8626 (ANOVA). n(RC)=49, n(PBS)=21, n(RC, SU11274)=9, n(PBS, SU11274)=8. b
Aufnahmen im vendsen Stromgebiet. p-Wert = 0,0647 (ANOVA). n(RC)=44, n(PBS)=17, n(RC, SU11274)=9,
n(PBS, SU11274)=8. ¢ Aufnahmen in der Peripherie. p-Wert = 0,0012 (ANOVA). n(RC)=62, n(PBS)=29, n(RC,
SU11274)=10, n(PBS, SU11274)=8.
3.3 Immunhistochemische Detektion verschiedener angiogenesespezifischer
Proteine in der Retina
Da die Wirkung von Rhodocetin afy wahrscheinlich iiber cMet vermittelt wurde, wie mit
dem cMet-Inhibitor SU11274 in 3.2 gezeigt werde konnte, sollten im Folgenden
verschiedene Proteine der Retina mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden.
Dabei wurden einzelne Proteine untersucht, die vermutlich mit der durch Rhodocetin aff
aktivierten Signalkaskade iiber cMet in enger Verbindung stehen.
3.3.1 Neuropilin-1
Die vermutete molekulare Signalkaskade von Rhodocetin aff in der Retina von
Jungtieren schloss neben cMet auch Neuropilin-1 ein. Daher wurden Detailaufnhahmen
im arteriellen, im vendsen und im peripheren Stromgebiet sowohl nach Neuropilin-1 als
auch mit Isolektin-B4 geférbt. In der immunhistochemischen Detektion von Neuropilin-
I und Isolektin-B4 im arteriellen Stromgebiet zeigte sich eine fast ubiquitére
Anwesenheit von Neuropilin-1 in der Retina der Jungtiere an Tag fiinf nach der Geburt.
Es lag eine leichte Kolokalisation von den mit Isolektin-B4 gefarbten Blutgefalen und
Neuropilin-1 vor. Im Gegensatz zu den mit Rhodocetin aff injizierten Tieren erschien
die Anfarbung von Neuropilin-1 in der Kontrollgruppe strukturierter. Es zeigten sich in
der Kontrollgruppe flichenhafte, rundliche Verdichtungen, die sich nicht iiberlappten

und ein positives Neuropilin-1-Signal zeigten.
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Abb. 51 Doppelfirbung von Isolektin-B4 und Neuropilin-1 im arteriellen Stromgebiet. Die Aufnahmen wurden
in 25-facher VergroBerung im arteriellen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhéute wurden an PS5 injiziert und an P6
als Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfiarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils
die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin aff, gefirbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin af,
gefarbt nach Neuropilin-1. ¢ Injektion von Rhodocetin af. d Injektion von PBS. Farbung mit Isolektin-B4. e

Injektion von PBS, gefarbt nach Neuropilin-1. f Injektion von PBS.

In den Netzhduten der mit Rhodocetin aff injizierten Méuse zeigte sich eine dichte,
jedoch eher zufillig erscheinende Verteilung der Neuropilin-1-positiven Strukturen.
Insgesamt ergab sich im arteriellen Stromgebiet kein Unterschied weder in der
Anfarbung nach Neuropilin-1 noch in der mit Isolektin-B4 gleichzeitig gefédrbten
Strukturen (Abbildung 51).

In der Peripherie zeigte sich ein dhnliches Bild. Auch hier zeigte sich eine
Kolokalisation der von Isolektin-B4 gefarbten und der nach Neuropilin-1 gefarbten
Strukturen. Diese Kolokalisation erschien etwas stirker in der Gruppe der Injektion von
Rhodocetin aff als in der Kontrollgruppe. Die Fiarbung nach Neuropilin-1 war in der
Kontrollgruppe in den gleichartigen rundlichen Verdichtungen fldchenhaft organisiert
wéhrend nach der Injektion von Rhodocetin aff diese auffdllige Struktur sich leicht

aufloste (Abbildung 52).
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Abb. 52 Doppelfirbung von Isolektin-B4 und Neuropilin-1 in der Peripherie. Die Aufnahmen wurden in 25-
facher VergroBerung in der Peripherie aufgenommen. Die Netzhdute wurden an PS5 injiziert und an P6 als Flatmounts
prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils die einzelnen
Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin af, gefarbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin af}, gefarbt nach
Neuropilin-1. ¢ Injektion von Rhodocetin af. d Injektion von PBS. Féarbung mit Isolektin-B4. e Injektion von PBS,
gefarbt nach Neuropilin-1. f Injektion von PBS.

In den Detailaufnahmen in dem vendsen Stromgebiet waren einzelne Ausstiilpungen
nach der Injektion von Rhodocetin of3 vorhanden. Hier ergab sich eine leicht verstarkte
Anfiarbung nach Neuropilin-1 im Bereich der Ausstiilpungen. Ansonsten zeigten sich
keine Verdnderungen der Neuropilin-1-positiven Strukturen im Vergleich zum

arteriellen und peripheren Stromgebiet (Abbildung 53).

Zusammenfassend ergibt sich das Bild, dass die Neuropilin-1-Farbung der Blutgefif3e
auch nach Rhodocetin af-Gabe konstant blieb. Da die Anfarbung nach Neuropilin-1 in
der Injektionsgruppe von Rhodocetin aff eher flichig und unzusammenhéngend
erschien und in der Kontrollgruppe in rundlichen Verdichtungen auftrat, stellte sich die
Frage ob die beobachtete Kolokalisation zwischen Neuropilin-1 und den Isolektin-B4

gefdrbten BlutgefdBlen nur ein Produkt der zweidimensionalen Aufnahmen war.
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Abb. 53 Vermehrt Neuropilin-1-positive Ausstiilpungen im venosen Stromgebiet. Die Aufnahmen wurden in 25-
facher Vergroferung im vendsen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhéute wurden an PS5 injiziert und an P6 als
Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils
die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin af, gefdrbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin af,
gefarbt nach Neuropilin-1. ¢ Injektion von Rhodocetin aff. d Injektion von PBS. Farbung mit Isolektin-B4. e

Injektion von PBS, gefarbt nach Neuropilin-1. f Injektion von PBS.

Um nachzuweisen, dass Neuropilin-1 von den Endothelzellen der retinalen Blutgefdfle
exprimiert wurde und die beobachtete Kolokalisation kein Zufallsbefund war, wurden in

Paraffin eingebettete Schnitte der Netzhédute geférbt.

In den Paraffinschnitten zeigte sich, dass Neuropilin-1 in den Netzhduten der Jungtiere
iiber die gesamte Tiefe der Retina vorkam. So lie3 sich auch die flachige Farbung nach
Neuropilin-1 in den Flatmounts erkldren. Neuropilin-1 schien innerhalb der
unterschiedlichen Schichten der jungen Retina der Maduse unterschiedlich stark
exprimiert zu werden. Zusammen mit der Farbung von Isolektin-B4 lie3 sich jedoch
zweifelsfrei das Vorhandensein von Neuropilin-1 in retinalen Blutgefilen belegen
(Abbildung 54). Im Muster der Farbung nach Neuropilin-1 ergaben sich keine
Unterschiede zwischen den Tieren mit Injektion von Rhodocetin aff und denen mit

Injektion von PBS. Mit letzter Sicherheit konnten keine durch Rhodocetin off
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induzierten Ausstiilpungen der Retinalblutgefde in den Paraffinschnitten identifiziert
werden. Daher konnte zu einer moglichen verstirkten Prdsenz von Neuropilin-1 an den
Ausstiilpungen nach der Injektion von Rhodocetin aff keine verwendbare Aussage in

den Paraffinschnitten getroffen werden.

Neuropilin-1 Nrp-1/DAPI [solektin-B4/DAPI

Rhodocetin af3

PBS

Abb. 54 Neuropilin-1- sowie Isolektin-B4-positive retinale Blutgefifie. Die Aufnahmen wurden in 20-facher
VergroBerung aufgenommen nach Injektion der Tiere an P5. a Injektion von Rhodocetin of3, geférbt nach Neuropilin-
1. b Injektion von Rhodocetin af, gefarbt nach Neuropilin-1 in griin und mit DAPI in blau. Gezeigt ist der gleiche
Ausschnitt wie in a. ¢ Injektion von Rhodocetin off. Doppelfiarbung mit Isolektin-B4 in griin sowie DAPI in blau im
gleichen Ausschnitt wie a und b im direkt daran angrenzenden Schnitt. d Injektion von PBS. Firbung nach
Neuropilin-1. e Injektion von PBS, gefédrbt nach Neuropilin-1 in griin und mit DAPI in blau. Gezeigt ist der gleiche
Ausschnitt wie in d. f Injektion von PBS. Doppelfarbung mit Isolektin-B4 in griin sowie DAPI in blau im gleichen

Ausschnitt wie d und e im direkt daran angrenzenden Schnitt.

3.3.2 cMet

In der Immunhistochemie von cMet zeigten sich im arteriellen Stromgebiet einzelne
strichformige Verdichtungen, die alle in die gleiche Richtung wiesen und so ein
geordnetes Muster ergaben. Wie auch in der Farbung nach Neuropilin-1 schien cMet
grofflachig in der Retina verteilt zu sein, da sich cMet im gesamten Bereich der

Detailaufnahme flachig anfirben lieB. Die Doppelfarbung von Isolektin-B4 und cMet
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ergab eine deutliche Kolokalisation der Isolektin-B4- und der cMet-positiven
Strukturen. cMet kam somit in den GefdBwénden der arteriellen GefdBle vor. Zwischen
den cMet-positiven Strukturen lieBen sich deutlich die Gefdlle erkennen als Fehlen des
ansonsten charakteristischen Musters. Auch zeigte sich, dass die durch Rhodocetin aff
induzierten Ausstiilpungen der retinalen Gefdaf3e deutlich stirker cMet-positiv waren als
die restlichen GefdBle. Ansonsten ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
Anfarbung nach cMet zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit der Injektion
von Rhodocetin aff (Abbildung 55).

Isolektin-B4 cMet Isolektin-B4/cMet

Rhodocetin af3

PBS

Abb. 55 Doppelfirbung von Isolektin-B4 und cMet im arteriellen Stromgebiet. Die Aufnahmen wurden in 25-
facher VergroBerung im arteriellen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhdute wurden an PS5 injiziert und an P6 als
Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils
die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin af, gefdrbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin af,
gefarbt nach cMet. ¢ Injektion von Rhodocetin aff. d Injektion von PBS. Fiarbung mit Isolektin-B4. e Injektion von
PBS, geférbt nach cMet. f Injektion von PBS.

Ahnlich fiel auch das Ergebnis der Firbung nach cMet in der Peripherie aus (Abbildung
56). In der Fiarbung nach cMet ergab sich das Bild von fadenférmiger, flachiger
Anfarbung mit einer Unterbrechung im Muster an den Stellen, an denen die retinalen
Gefalle verlaufen. Auch in der Peripherie existierte eine deutliche Kolokalisation der

Isolektin-B4- sowie der cMet-positiven Strukturen. Durch Rhodocetin of
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hervorgerufene Ausstlilpungen der Blutgefiflie zeigten eine verstirkte Anfarbbarkeit
nach cMet. Abgesehen davon zeigten sich auch in der Peripherie keine Unterschiede

zwischen den Gruppen mit der Injektion von Rhodocetin aff und denen mit PBS.

[solektin-B4 cMet [solektin-B4/cMet
o

Rhodocetin af3
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Abb. 56 Vermehrte Anfirbbarkeit der cMet-positiven Ausstiilpungen in der Peripherie. Die Aufnahmen
wurden in 25-facher VergroBerung in der Peripherie aufgenommen. Die Netzhdute wurden an P5 injiziert und an P6
als Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfdarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils
die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin aff, gefirbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin af,
gefarbt nach cMet. ¢ Injektion von Rhodocetin aff. d Injektion von PBS. Fiarbung mit Isolektin-B4. e Injektion von
PBS, geférbt nach cMet. f Injektion von PBS.

Im vendsen Stromgebiet ergab sich ein dhnliches Bild in der Farbung nach cMet. Wie
auch schon im arteriellen und im peripheren Stromgebiet erschien cMet als
fadenformige, flachig verteilte und in eine Richtung zeigende Struktur. Durch die
Anfirbbarkeit von cMet an Stellen, an denen auch Isolektin-B4 farbte, liel3 sich das
Auftreten von cMet in der GefdBwand der vendsen Gefdlle der Retina belegen. Die
Ausstiilpungen, die in der Injektionsgruppe von Rhodocetin aff entstanden, zeigten eine
deutlich vermehrte Farbung nach cMet in der unmittelbaren Umgebung. Abgesehen von

der verstirkten Kolokalisation in den Ausstiilpungen schien es auch im vendsen
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Stromgebiet keinen Unterschied in der Farbung nach cMet zwischen der Kontrollgruppe

und der Injektionsgruppe von Rhodocetin aff zu geben (Abbildung 57).

Isolektin-B4 7 cMet Isolektin-B4/cMet |

Rhodocetin of

PBS

Abb. 57 Vermehrte Anfirbbarkeit der cMet-positiven Ausstiilpungen im vendsen Stromgebiet. Die Aufnahmen
wurden in 25-facher Vergroferung im vendsen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhdute wurden an PS5 injiziert und
an P6 als Flatmounts prapariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten
jeweils die einzelnen Farbkandle. a Injektion von Rhodocetin off, gefirbt mit Isolektin-B4. b Injektion von
Rhodocetin aff, gefdrbt nach cMet. ¢ Injektion von Rhodocetin af. d Injektion von PBS. Farbung mit Isolektin-B4. e
Injektion von PBS, gefarbt nach cMet. f Injektion von PBS.

Zusammenfassend lie§ sich sagen, dass es einen Unterschied in der Anfarbung von
cMet nach der Injektion von Rhodocetin aff im Vergleich zur Kontrollgruppe gab im
Hinblick auf die verstirkt cMet-positiven Ausstiilpungen. Abgesehen davon ergab sich
kein groBer Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Injektionsgruppe von

Rhodocetin af} in der Farbung nach cMet.

Aufgrund der flachigen Darstellung der cMet-positiven Strukturen in der gesamten
Retina stellte sich die Frage ob die cMet-Positivitit der GefiBwénde nur ein Artefakt
war. Um dies auszuschlieen wurden in Paraffin eingebettete Schnitte der Retina nach

cMet sowie mit Isolektin-B4 gefarbt. Hier zeigte sich deutlich, dass cMet in der
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gesamten Retina vorkam, jedoch unterschiedlich stark in den verschiedenen Schichten
der Retina vertreten war. Jedoch zeigte sich auch eine klare Anfarbbarkeit nach cMet in
den Isolektin-B4-positiven GefaBBwénden im Schnitt (Abbildung 58). Wie auch in der
Féarbung der Schnitte nach Neuropilin-1 konnten auch hier Ausstiilpungen nicht sicher
identifiziert werden. Der Rezeptor cMet war somit in den retinalen GefaBBwanden

vorhanden.

cMet cMet/DAPI [solektin-B4/DAPI

Rhodocetin of

PBS

Abb. 58 Darstellung der cMet- sowie Isolektin-B4-Fiarbung am Paraffinschnitt. Die Aufnahmen wurden in 20-
facher VergroBerung aufgenommen nach Injektion der Tiere an P5. a Injektion von Rhodocetin af, gefdrbt nach
cMet. b Injektion von Rhodocetin af, gefirbt nach cMet und mit DAPI. Gezeigt ist der gleiche Ausschnitt wie in a. ¢
Injektion von Rhodocetin af. Doppelfarbung mit Isolektin-B4 sowie DAPI im gleichen Ausschnitt wie a und b im
direkt daran angrenzenden Schnitt. d Injektion von PBS. Férbung nach cMet. e Injektion von PBS, gefarbt nach cMet
und mit DAPI. Gezeigt ist der gleiche Ausschnitt wie in d. f Injektion von PBS. Doppelfiarbung mit Isolektin-B4

sowie DAPI im gleichen Ausschnitt wie d und e im direkt daran angrenzenden Schnitt.

3.3.3 Paxillin
Der Signalweg iiber Neuropilin-l und cMet miindet in einer vermehrten
Phosphorylierung von Paxillin. Dies warf die Frage auf ob immunhistochemisch eine

eventuell bestehende vermehrte Phosphorylierung von Paxillin nach der Injektion von
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Rhodocetin aff sichtbar gemacht werden konnte. Dazu wurde zum einen Paxillin, zum

anderen Y31-Phosphopaxillin in Flatmounts immunhistochemisch angefarbt.

Im arteriellen Stromgebiet zeigte sich eine fldchige Anfarbung nach Paxillin in der
gesamten Detailaufhahme. Dabei ergab sich jedoch ein charakteristisches Muster,
sodass nicht von einer unspezifischen Bindung der Antikorper ausgegangen werden
konnte. Eine Kolokalisation mit den Isolektin-B4 positiven GefidBwinden schien
aufgrund der Aufnahmen wahrscheinlich. Insgesamt lief3 sich aber immunhistochemisch
kein Unterschied in der Anfiarbung nach Paxillin nach der Injektion von Rhodocetin of

im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen (Abbildung 59).

[solektin-B4 Paxillin [solektin-B4/Paxillin
G

Rhodocetin af3
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Abb. 59 Doppelfirbung von Isolektin-B4 und Paxillin im arteriellen Stromgebiet. Die Aufnahmen wurden in 25-
facher VergroBerung im arteriellen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhdute wurden an PS5 injiziert und an P6 als
Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils
die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin aff, gefdrbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin af,
gefdrbt nach Paxillin. ¢ Injektion von Rhodocetin af. d Injektion von PBS. Farbung mit Isolektin-B4. e Injektion von

PBS, geférbt nach Paxillin. f Injektion von PBS.

In der Peripherie des oberflichlichen Gefdfplexus der Retina bot die Farbung nach

Paxillin ein ganz dhnliches Bild. Paxillin stellte sich in diffusen Verdichtungen in der
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gesamten Detailaufnahme dar. Die durch die Injektion von Rhodocetin off entstandenen
Ausstiilpungen der Retinalblutgefile zeigten keine verstirkte Anfarbung von Paxillin.
Es ergaben sich keine immunhistochemischen Hinweise fiir eine verdnderte Anfarbung
von Paxillin zwischen der Injektionsgruppe von Rhodocetin aff und der Kontrollgruppe

(Abbildung 60).

Die Anfirbung von Paxillin im vendsen Stromgebiet zeigte die gleiche diffuse
Verteilung, die auch im arteriellen und im peripheren Stromgebiet beobachtet wurde.
Auch die Ausstiilpungen, die nach der Injektion von Rhodocetin aff entstanden sind
zeigten keine vermehrte Kolokalisation mit den Paxillin-positiven Strukturen
(Abbildung 61). Wie auch im arteriellen Stromgebiet und der Peripherie zeigte sich
auch im vendsen Stromgebiet kein Unterschied in der Immunhistochemie von Paxillin

zwischen der Injektionsgruppe von Rhodocetin aff und der Kontrollgruppe.

[solektin-B4 Paxillin [solektin-B4/Paxillin

Rhodocetin af3

PBS

Abb. 60 Ausstiilpungen waren nicht vermehrt Paxillin-positiv in der Peripherie. Die Aufnahmen wurden in 25-
facher Vergroferung in der Peripherie aufgenommen. Die Netzhéute wurden an PS5 injiziert und an P6 als Flatmounts
prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils die einzelnen
Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin af}, gefdrbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin aff, geférbt nach
Paxillin. ¢ Injektion von Rhodocetin af}. d Injektion von PBS. Féarbung mit Isolektin-B4. e Injektion von PBS, gefirbt

nach Paxillin. f Injektion von PBS.
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Es lie} sich immunhistochemisch kein Einfluss von Rhodocetin aff auf das Vorkommen
von Paxillin in der Retina nachweisen und auch die Ausstlilpungen beinhalteten nicht

vermehrt oder deutlich vermindert Paxillin.

Isolektin-B4 Paxillin Isolektin-B4/Paxillin

Rhodocetin of

PBS

Abb. 61 Doppelfirbung von Isolektin-B4 und Paxillin im vendsen Stromgebiet. Die Aufnahmen wurden in 25-
facher Vergroferung im vendsen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhdute wurden an PS5 injiziert und an P6 als
Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils
die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin aff, gefirbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin af,
gefarbt nach Paxillin. ¢ Injektion von Rhodocetin aff. d Injektion von PBS. Farbung mit Isolektin-B4. e Injektion von

PBS, geférbt nach Paxillin. f Injektion von PBS.

3.3.4 Y31-Phosphopaxillin

Ebenso wurden immunhistochemische Farbungen von Y31-Phosphopaxillin angefertigt
um eine eventuell vermehrte Phosphorylierung von Paxillin nach der Injektion von
Rhodocetin aff zeigen zu konnen.

In den Detailaufnahmen im arteriellen Stromgebiet stellte sich die Farbung nach Y31-
Phosphopaxillin als diffuse Verdichtung von groBlen Teilen der Retina dar. Ebenfalls
zeigte sich eine Kolokalisation mit den Isolektin-B4-positiven retinalen GefdB3en.

Jedoch lie sich immunhistochemisch keine vermehrte Anfiarbung nach Y3I1-
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Phosphopaxillin nach der Injektion von Rhodocetin aff im Vergleich zur Kontrollgruppe
belegen (Abbildung 62).

Isolektin-B4 P-Paxillin Isolektin-B4/P-Paxillin

P

Rhodocetin of

PBS

Abb. 62 Doppelfirbung von Isolektin-B4 und Y31-Phosphopaxillin im arteriellen Stromgebiet. Die Aufnahmen
wurden in 25-facher Vergroferung im arteriellen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhdute wurden an PS5 injiziert
und an P6 als Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfiarbung dargestellt, in den beiden linken
Spalten jeweils die einzelnen Farbkandle. a Injektion von Rhodocetin af}, gefdrbt mit Isolektin-B4. b Injektion von
Rhodocetin af, gefarbt nach Y3 1-Phosphopaxillin. ¢ Injektion von Rhodocetin af. d Injektion von PBS. Farbung mit
Isolektin-B4. e Injektion von PBS, gefarbt nach Y31-Phosphopaxillin. f Injektion von PBS.

Auch in der Peripherie der Retina zeigten sich diffuse Verdichtungen des
immunhistochemisch angefarbten Y31-Phosphopaxillins. Diese waren iiber die gesamte
Detailauftnahme verteilt. Die Gefdl3e zeigten sich sowohl in der Farbung von Isolektin-
B4 also auch in der Farbung nach Y31-Phosphopaxillin angefdrbt. Eine vermehrte
Anfiarbung der nach der Injektion von Rhodocetin af3 entstehenden Ausstiilpungen in
der Farbung nach Y31-Phosphopaxillin lieB sich in den Detailautnhahmen der peripheren
retinalen GefdBen nicht durch die durchgefiihrte Immunhistochemie beweisen.
Insgesamt stellte sich kein Unterschied zwischen den Netzhéduten nach der Injektion von
Rhodocetin aff und denen nach der Injektion von PBS in der Immunhistochemie von

Y31-Phosphopaxillin dar (Abbildung 63).
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Abb. 63 Die durch Rhodocetin af-Injektion entstandenen Ausstiilpungen zeigen sich nicht vermehrt Y31-
Phosphopacxillin-positiv in der Peripherie. Die Aufnahmen wurden in 25-facher VergroBerung in der Peripherie
aufgenommen. Die Netzhdute wurden an PS5 injiziert und an P6 als Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die
Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten jeweils die einzelnen Farbkanile. a Injektion von Rhodocetin
af, gefirbt mit Isolektin-B4. b Injektion von Rhodocetin off, gefdrbt nach Y31-Phosphopaxillin. ¢ Injektion von
Rhodocetin af. d Injektion von PBS. Farbung mit Isolektin-B4. e Injektion von PBS, gefirbt nach Y31-
Phosphopaxillin. f Injektion von PBS.

Ganz dhnlich prisentierten sich die Detailaufnahmen im vendsen Stromgebiet. Auch
hier zeigte die Farbung nach Y31-Phosphopaxillin eine flichige Anfarbung verteilt {iber
die gesamte Aufnahme in 25-facher Vergro3erung und diffuse Verdichtungen. Ebenfalls
erschienen die Isolektin-B4-positiven retinalen GefdBwédnde auch in der Farbung nach
Y31-Phosphopaxillin gut dargestellt, sodass von einer Kolokalisation auszugehen war.
Trotzdem lieB sich kein signifikanter und immunhistochemisch darstellbarer
Unterschied zwischen den Aufnahmen nach der Injektion von Rhodocetin aff und der
Kontrollgruppe im vendsen Stromgebiet in der Anfiarbung nach Y31-Phosphopaxillin

feststellen (Abbildung 64).
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Abb. 64 Doppelfirbung mit Isolektin-B4 und Y31-Phosphopaxillin im vendsen Stromgebiet. Die Aufnahmen
wurden in 25-facher VergroBerung im vendsen Stromgebiet aufgenommen. Die Netzhdute wurden an P5 injiziert und
an P6 als Flatmounts prépariert. In der rechten Spalte ist die Doppelfarbung dargestellt, in den beiden linken Spalten
jeweils die einzelnen Farbkanéle. a Injektion von Rhodocetin off, gefarbt mit Isolektin-B4. b Injektion von
Rhodocetin af, gefdrbt nach Y31-Phosphopaxillin. ¢ Injektion von Rhodocetin af. d Injektion von PBS. Farbung mit
Isolektin-B4. e Injektion von PBS, gefarbt nach Y31-Phosphopaxillin. f Injektion von PBS.

Insgesamt lie sich in der Immunhistochemie kein vermehrtes Vorkommen von
phosphoryliertem Paxillin in den GefiBwéinden der Retina nach der Injektion von
Rhodocetin off nachweisen, weder im arteriellen, noch im vendsen oder im peripheren

Stromgebiet.

3.4 Analyse verschiedener mRNAs mittels gPCR

Neben der Immunhistochemie sollte auch in einer weiteren Technik der durch den
cMet-Inhibitor erhdrtete Signalweg von Rhodocetin aff untersucht werden. Mittels der
quantitativen PCR lésst sich in den Zellen eine verstédrkte oder verminderte Bildung von
mRNA fiir verschiedene Proteine zeigen. Hier sollte nun dargestellt werden, inwieweit
Rhodocetin af3 die Transkriptionsebene der am Signalweg beteiligten Akteure

beeinflusst.

91



3.4.1 Neuropilin-1

Die Transkription von Neuropilin-1 wurde an den Tagen 4,5 und 7 nach der Geburt
untersucht um eine eventuell bestehende sensible Zeitphase, in der Rhodocetin aff wirkt,
eingrenzen zu konnen. An Tag vier nach der Geburt zeigte sich eine signifikant
verringerte Menge an mRNA von Neuropilin-1 nach der Injektion von Rhodocetin aff
im Vergleich zur Kontrollgruppe (p-Wert im t-Test = 0,0299). Der cMet-Inhibitor
SU11274 anderte gegeniiber der Kontrollgruppe die Transkription von Neuropilin-1
nicht signifikant. Insgesamt verringerte die Injektion von Rhodocetin aff an Tag 4 nach
der Geburt der Jungtiere die Menge an mRNA von Neuropilin-1. Dieser Effekt konnte
durch den cMet-Inhibitor unterbunden werden (Abbildung 65a). Bei einer Injektion von
Rhodocetin af3 an Tag 5 nach der Geburt ergab sich eine signifikante Verringerung an
mRNA-Menge von Neuropilin-1, welches durch den cMet-Inhibitor verhindert werden
konnte (Abbildung 65b). Wurden nur die Versuchsgruppe mit der Injektion von
Rhodocetin aff und die Kontrollgruppe miteinander an Tag 5 verglichen so fiel der p-
Wert im t-Test sogar auf 0,0408. An Tag 7 nach der Geburt der Jungtiere war der
Einfluss von Rhodocetin aff nicht mehr vorhanden: die Menge an mRNA von

Neuropilin-1 war in allen Versuchsgruppen vergleichbar hoch (Abbildung 65¢).
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Abb. 65 Grafische Darstellung der relativen mRNA-Menge von Neuropilin-1 zu verschiedenen Zeitpunkten.
Die relative Menge an mRNA von Neuropilin-1 bezieht sich jeweils auf den Mittelwert der Injektionsgruppe von
PBS. Dargestellt wird der Mittelwert mit Standardabweichung. Auf der x-Achse befinden sich die jeweiligen
Versuchsgruppen. a Die Injektion erfolgte an P4 sowie Préparation an P5. p-Wert = 0,0074 (ANOVA). n(RC)=7,
n(PBS)=5, n(RC, SU11274)=5, n(PBS, SU11274)=5. b Die Injektion erfolgte an P5 und die Préparation an P6. p-
Wert = 0,0602 (ANOVA). n(RC)=13, n(PBS)=7, n(RC, SU11274)=13, n(PBS, SU11274)=13. ¢ Injektion an P7 und
Préparation an P8. p-Wert = 0,8373 (ANOVA). n(RC)=7, n(PBS)=5, n(RC, SU11274)=5, n(PBS, SU11274)=5.
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Es zeigte sich also, dass an den Tagen 4 und 5 die Injektion von Rhodocetin aff eine
Verringerung der Menge an mRNA von Neuropilin-1 bewirkte. Der cMet-Inhibitor
verhinderte diesen Effekt von Rhodocetin af.

Im direkten Vergleich der mRNA-Menge von Neuropilin-1 nach der Injektion von
Rhodocetin aff und der Kontrollgruppe zeigte sich ein Unterschied zwischen den
Injektionstagen: Wéhrend an P4 und P5 die Menge an mRNA von Neuropilin-1 nach
der Injektion von Rhodocetin af signifikant geringer austfiel als in der Kontrollgruppe

mit PBS, fiel die Menge an mRNA von Neuropilin-1 an P7 gleich aus (Abbildung 66).
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Abb. 66 Grafische Darstellung der relativen Menge an mRNA von Neuropilin-1 im Verlauf. Gezeigt werden die
relativen mRNA-Mengen von Neuropilin-1 an den unterschiedlichen Injektionstagen. Der Mittelwert der absoluten
Werte der Injektionsgruppe PBS an P4 ist der Referenzwert fiir die relative Darstellung. Die Balken zeigen die
Standardabweichung an, ist diese kleiner als die Hohe der Symbole fehlt der Fehlerbalken.

Rhodocetin off hatte den grofiten Effekt auf die retinalen GefaB3e und die mRNA-Menge
von Neuropilin-1 an P4. An P7 hatte Rhodocetin af§ keinen Effekt mehr auf die mRNA-
Menge von Neuropilin-1.

3.4.2 cMet

Auch die mRNA Menge von cMet wurde an den Tagen 4, 5 und 7 nach der Geburt der
Jungtiere untersucht um den immunhistochemisch durch den cMet-Inhibitor SU11274
erhdrteten Signalweg auch auf mRNA-Ebene beschreiben zu kdnnen. An Tag vier nach
der Geburt zeigte sich eine signifikante Verringerung der mRNA-Menge von cMet nach
der Injektion von Rhodocetin aff im Vergleich zu PBS (p-Wert im t-Test = 0,032) und
zu den Injektionsgruppen mit dem cMet Inhibitor SU11274. Die Messungen an Tag
fiinf nach der Geburt zeigte ein verdndertes Bild: die Menge an mRNA von cMet war in

der Injektionsgruppe von Rhodocetin aff vergleichbar hoch wie in der Kontrolle mit der
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Injektion von PBS. Die Injektionsgruppen mit dem cMet-Inhibitor zeigten eine leicht
vermehrte Menge an mRNA von cMet bei einem insgesamt jedoch nicht signifikanten
Ergebnis. Dieser an Tag fiinf angedeutete Trend zeigte sich an Tag sieben nach der
Geburt der Jungtiere ganz deutlich. Die mRNA-Menge von cMet der Injektionsgruppen
mit Rhodocetin aff bzw. PBS unterschieden sich nicht wesentlich (p-Wert im t-Test =
0,3401). Die Menge an mRNA von cMet der Injektionsgruppen mit dem cMet-Inhibitor
war signifikant erhoht im Gegensatz zu der Injektion von Rhodocetin aff oder der

Kontrollgruppe (Abbildung 67).
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Abb. 67 Grafische Darstellung der relativen mRNA-Menge von cMet zu verschiedenen Zeitpunkten. Gezeigt
wird die grafische Auswertung der qPCR-Ergebnisse. Die relative Menge an mRNA von cMet bezieht sich jeweils
auf den Mittelwert der Injektionsgruppe von PBS. Der Mittelwert mit Standardabweichung wird abgebildet. Auf der
x-Achse werden die jeweiligen Injektionsgruppen gezeigt. a Die Injektion erfolgte an P4 sowie Priparation an P5. p-
Wert = 0,0394 (ANOVA). n(RC)=4, n(PBS)=5, n(RC, SU11274)=5, n(PBS, SU11274)=5. b Die Injektion erfolgte an
PS5 und die Préparation an P6. p-Wert = 0,099 (ANOVA). n(RC)=13, n(PBS)=7, n(RC, SU11274)=13, n(PBS,
SU11274)=13. ¢ Injektion an P7 und Préparation an P8. p-Wert = 0,0228 (ANOVA). n(RC)=7, n(PBS)=4, n(RC,
SU11274)=5, n(PBS, SU11274)=5.
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Abb. 68 Grafische Darstellung der relativen Menge an mRNA von cMet im Verlauf. Gezeigt werden die

relativen mRNA-Mengen von cMet an den unterschiedlichen Injektionstagen. Der Mittelwert der absoluten Werte der
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Injektionsgruppe PBS an P4 ist der Referenzwert fiir die relative Darstellung. Die Balken zeigen die
Standardabweichung an, ist diese kleiner als die Hohe der Symbole fehlt der Fehlerbalken.

Im zeitlichen Verlauf der mRNA-Menge von cMet der Injektionsgruppe von
Rhodocetin aff im Vergleich zur Kontrollgruppe mit der Injektion von PBS ergab sich
das Bild einer insgesamt ansteigenden Menge an mRNA von cMet nach der Injektion
von Rhodocetin aff. In der Kontrollgruppe fiel die verminderte Menge an mRNA von
cMet an P5 auf wihrend die Werte an P4 und P7 &hnlich erschienen (Abbildung 68).
3.4.3 VEGF-Rezeptor 2

Neben den bisher untersuchten Proteinen Neuropilin-1, cMet, Paxillin und Y31-
Phosphopaxillin spielt auch der VEGF-Rezeptor 2 eine Rolle in der Angiogenese der
Retina. Dariiber hinaus kann Neuropilin-1 als Co-Rezeptor fiir VEGF-A mit dem
VEGF-Rezeptor 2 interagieren. Im Folgenden sollte aus diesem Grund auch die mRNA-
Menge von VEGF-Rezeptor 2 nach der Injektion von Rhodocetin aff ndher beobachtet
werden um einen moglichen Einfluss von Rhodocetin off auf VEGF-R2 beschreiben zu

konnen.

An Tag vier nach der Geburt der Jungtiere verringerte die Injektion von Rhodocetin af§
signifikant die Transkription des VEGF-Rezeptor 2, ein Effekt, der durch den cMet-
Inhibitor SU11274 verhindert werden konnte (Abbildung 69a). An P5 zeigte sich kein
Einfluss von Rhodocetin off auf die Transkription von VEGF-Rezeptor 2 (Abbildung
69b). An P7 ergab sich kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Menge vom
VEGF-Rezeptor 2 im Vergleich zu der Injektion von Rhodocetin aff und der Injektion
von PBS (p-Wert im t-Test = 0,6456). Jedoch ergab sich ein signifikanter Anstieg der
Transkription von VEGF-Rezeptor 2 durch die Injektion des Inhibitors von cMet
sowohl in Kombination mit als auch ohne Rhodocetin af§ (Abbildung 69¢). Rhodocetin
af hatte demnach nur an P4 einen die mRNA-Menge verringernden Einfluss auf den

VEGF-Rezeptor 2.
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Abb. 69 Grafische Darstellung der relativen mRNA-Menge von VEGF-Rezeptor 2 zu verschiedenen
Zeitpunkten. Gezeigt wird die grafische Auswertung der qPCR-Ergebnisse. Die relative Menge an mRNA von
VEGF-R2 bezieht sich jeweils auf den Mittelwert der Injektionsgruppe von PBS. Der Mittelwert mit
Standardabweichung wird abgebildet. Auf der x-Achse befinden sich die jeweiligen Injektionsgruppen. a Die
Injektion erfolgte an P4 sowie Préparation an P5. p-Wert = 0,0012 (ANOVA). n(RC)=7, n(PBS)=5, n(RC,
SU11274)=5, n(PBS, SU11274)=5. b Die Injektion erfolgte an P5 und die Préparation an P6. p-Wert = 0,7982
(ANOVA). n(RC)=13, n(PBS)=7, n(RC, SU11274)=13, n(PBS, SU11274)=13. ¢ Injektion an P7 und Préparation an
P8. p-Wert =0,0189 (ANOVA). n(RC)=7, n(PBS)=5, n(RC, SU11274)=5, n(PBS, SU11274)=5.

Dies zeigte sich auch in der Auftragung der mRNA-Menge des VEGF-Rezeptor 2 nach
der Injektion von Rhodocetin aff und PBS an den Tagen 4, 5 und 7 (Abbildung 70). An
P4 besall Rhodocetin aff noch einen Einfluss auf die Transkription des VEGF-Rezeptor
2, an P5 und P7 besall Rhodocetin off keinen Einfluss mehr darauf.
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Abb. 70 Grafische Darstellung der relativen Menge an mRNA von VEGF-Rezeptor 2 im Verlauf. Gezeigt
werden die relativen mRNA-Mengen von VEGF-R2 an den unterschiedlichen Injektionstagen. Der Mittelwert der
absoluten Werte der Injektionsgruppe PBS an P4 ist der Referenzwert fiir die relative Darstellung. Die Balken zeigen

die Standardabweichung an, ist diese kleiner als die Hohe der Symbole fehlt der Fehlerbalken.
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4 Diskussion

4.1 Rhodocetin aff bewirkt die Bildung von vaskuliren Ausstiilpungen

Bisher war von der af-Untereinheit von Rhodocetin bekannt, dass sie an das
Glykoprotein Ib auf der Oberfliche von Thrombozyten binden kann und damit die
Aggregation der Plattchen inhibiert (2, 42). Daneben zeigten Niland et. al in vitro, dass
Rhodocetin af} iiber die Aktivierung von Neuropilin-1 die Motilitit von Endothelzellen
steigert (43). Die Abbildungen 13-16 zeigen, dass eine neue Wirkung von Rhodocetin
af} die Bildung von Ausstiilpungen der Kapillaren nach der Injektion in den Glaskorper
von jungen Maiusen ist. Das Rhodocetin-Heterodimer induziert die Bildung
aufgetriebener Ausstiilpungen, die mit dem Gefillsystem verbunden sind (Abb. 17).
Diese Aussprossungen erscheinen keulenférmig und die morphologische Ausprigung
unterscheidet sich nicht zwischen den unterschiedlichen Stromgebieten (Abb. 19 und
20). Bei diesen Ausstlilpungen handelt es sich nicht um eine zufillige Anhdufung von
Mikroglia, die ebenfalls Isolektin-B4-positiv sind und dann als Ausstiilpung erscheinen
konnten, da in der Immunfluoreszenz kein CD11b nachgewiesen werden konnte (Abb.

21 und 22).

Eine dhnliche Morphologie zeigen auch Ausstiilpungen, die beim Norrie-Syndrom im
superficialen Plexus der Retina auftreten (6). Das Norrie-Syndrom wird durch
Mutationen des NDP-Gens (Norrie disease pseudoglioma) hervorgerufen (7). Dies fiihrt
zu mentaler Retardierung, fortschreitender Taubheit sowie kongenitaler Blindheit
aufgrund von Mikroaneurysmata sowie der Bildung von Membranen des Glaskorpers
(6). Jedoch gibt es einige wesentliche Unterschiede zwischen den GefdBBmalformationen
nach der Injektion von Rhodocetin aff sowie denen des Norrie-Syndroms. Wiéhrend die
nach Rhodocetin of-Injektion entstandenen Ausstiilpungen vor allem im vendsen
Stromgebiet sowie in der Peripherie entstanden (Abb. 16), treten beim Norrie-Syndrom
GefdBanomalien bevorzugt in zentralen Retina-Arealen und dort iiberwiegend im
arteriellen Stromgebiet auf (6). Daneben bestehen weitere Auffélligkeiten der retinalen
Gefdfle bei dem Norrie-Syndrom, wie beispielsweise eine avaskuldre retinale
Peripherie, die nach Injektion von Rhodocetin aff nicht beobachtet werden konnten (6).

Somit erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass Rhodocetin aff iiber den gleichen
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Signalweg wie das Norrie-Syndrom, zum Beispiel der Wnt-Signalkaskade, zur Bildung

der Ausstiilpungen fiihrt (51).

Neben dem Norrie-Syndrom treten verdickte Ausstiilpungen sowie eine Verminderung
der Verzweigungen an der angiogenetischen Front auch bei Neuropilin-1, TGFRB2,
ITGAV und ITGBS8 Knock-out Méusen auf (51). Ein mdglicher Erkldrungsansatz fiir
die verdickten Aussprossungen der Neuropilin-1-defizienten Endothelzellen in Knock-
out Maiusen ist die Supprimierung des Spitzenzellstatus, den Neuropilin-1
normalerweise fordert (48, 51). Angiogenetische Aussprossungen werden durch
Stielzellen (engl. stalk cells) vorangetrieben, die deshalb verdickt sind (51). Dagegen
zeigt sich eine vermehrte Anzahl an Filopodien im vendsen Stromgebiet nach der
Injektion von Rhodocetin aff (Abb. 26). Vor allem die Spitzenzellen (engl. tip cells)
entwickeln wihrend der aussprossenden Angiogenese (engl. sprouting angiogenesis)
Filopodien, mithilfe deren sie einem VEGF-Gradienten folgen (48). Fiir eine
Unterstlitzung des Spitzenzellstatus durch die Injektion von Rhodocetin aff spricht auch
die verstirkte Motilitdt der Endothelzellen iiber den Neuropilin-1 und cMet-Signalweg,
welche in vitro gezeigt werden konnte (43). Zusammen mit den Ergebnissen des cMet-
Inhibitors SU11274 scheint insgesamt eine Festigung des Spitzenzellstatus durch die
Injektion von Rhodocetin aff am wahrscheinlichsten (Abbildungen 40 und 50).
Aufgrund der keulendhnlichen Morphologie der entstehenden Ausstiilpungen mit einem
schlanken Hals und einem groflen Kopf kommt es nach der Injektion von Rhodocetin
af3 mutmaBlich zu einer Begiinstigung des Spitzenzellstatus und damit zur vermehrten
Anzahl an Spitzenzellen im Koptbereich der Ausstiilpungen (Abbildungen 17 und 18).

Daher kann Rhodocetin af als pro-angiogenetischer Faktor angesehen werden.

Okulédre Neovaskularisationen treten nicht nur bei seltenen Genmutationen wie dem
Norrie-Syndrom auf, sondern auch bei weit verbreiteten Erkrankungen des Auges wie
der Friihgeborenenretinopathie, der proliferativen diabetischen Retinopathie sowie der
exsudativen altersbedingten Makuladegeneration, die zu einem Verlust des Visus fiihren
konnen (48). Die Pathogenese dieser Erkrankungen ist unterschiedlich, jedoch ist allen
gemeinsam eine Dysbalance zwischen Angiogenese-Stimulatoren und -Inhibitoren (35).

Ein genaueres Verstindnis der Angiogenese im Auge sowie deren Signalkaskaden ist
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essentiell fiir die Behandlung der oben genannten Augenerkrankungen, vor allem unter
dem Aspekt, dass beispielsweise die Anti-VEGF-Monotherapie bei exsudativer
altersbedingter Makuladegeneration eine limitierte Effektivitit besitzt und Alternativen
zur Behandlung gefunden werden miissen (48). Auch in der Erforschung der
Frithgeborenenretinopathie liegt ein Fokus auf der Entwicklung neuer Medikamente zur
Behandlung (51). Da Neuropilin-1 in den neovaskuldren Arealen von Miusen mit
Friihgeborenenretinopathie nachgewiesen werden konnte, scheint eine weitere
Erforschung von Rhodocetin aff und des cMet-Inhibitors SU11274 im Modell fiir

Frithgeborenenretinopathie sinnvoll (35).

Eine verstirkte oder verminderte Angiogenese ist Ursache oder Folge vieler
pathologischer Prozesse wie beispielsweise der Wundheilung, dem Tumorwachstum
und der Atherosklerose (44). Neben Rhodocetin aff haben noch andere Schlangengifte
einen Einfluss auf die Angiogenese in vivo gezeigt (8). Aus dem Gift der Bothrops-
Schlangen zeigten Serinproteinasen eine Aktivierung des PI3/Akt-Signalweges und
induzierten damit eine signifikant erhohte Bildung sowie Lénge von Aussprossungen
(8). Ein dem VEGF é&hnliches Protein konnte im Gift von Trimeresurus flavoviridis
isoliert werden und Alternagin-C aus B. alternatus zeigten eine pro-angiogenetische
Aktivitét (8). Ebenfalls aus Calloselasma rhodostoma entstammt Aggretin, welches die

VEGF-Expression verstirkt und somit zu einer gesteigerten Angiogenese fiihrt (8).

4.2 Signalweg iiber Neuropilin-1 und cMet in vivo wahrscheinlich

Niland et al. konnten zeigen, dass Rhodocetin aff in vitro die Motilitit von
Endothelzellen tliber Aktivierung von Neuropilin-1 und dessen Assoziation mit cMet
steigert (43). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche legen eine Bestétigung
dieses Signalweges nun auch in vivo nahe, da der cMet-Inhibitor SU11274 die nach
Rhodocetin ap-Injektion aufgetretenen Wirkungen unterdriickte. So entstanden nach der
Injektion von Rhodocetin afy Ausstiilpungen, die mit gleichzeitiger Injektion des cMet-
Inhibitors nicht auftraten. Zusitzlich zeigte der cMet-Inhibitor nach alleiniger Injektion
keine Verdnderung der Anzahl an Ausstiilpungen im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abb. 40). Auch die durch die Injektion von Rhodocetin af3 erhohte vaskularisierte

Flache in der Peripherie wurde durch den gleichzeitigen Einsatz des cMet-Inhibitors auf
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anndhernd das Mall der Kontrollgruppe verringert (Abb. 50). Signifikant erhohte
Rhodocetin aff die Anzahl an Verzweigungspunkten in der Peripherie der Retina; ein
Effekt, der durch die gleichzeitige Injektion des cMet-Inhibitors verhindert werden
konnte (Abb. 46). Ebenfalls normalisierte sich die Menge an mRNA von Neuropilin-1
nach der Injektion des cMet-Inhibitors SU11274 im Gegensatz zur verringerten mRNA-
Menge nach Rhodocetin of-Injektion an P4 sowie an P5 (Abb. 65 a und b). Ahnliches
zeichnete sich auch bei der mRNA-Menge von cMet an P4 ab; auch hier verringerte
Rhodocetin o die mRNA-Menge wihrend der Effekt nach Injektion des cMet-
Inhibitors deutlich riickldufig war (Abb. 67a).

Die Immunhistochemie lieferte zusétzliche Hinweise auf den Signalweg iiber die
Assoziation von Neuropilin-1 mit cMet. Paraffinschnitte zeigten, dass Endothelzellen
Neuropilin-1-positiv sowie auch cMet-positiv sind (Abb. 54 und 58). Dariiber hinaus
lieBen sich keine weiteren Schliisse auf eine verstarkte Anfarbbarkeit der Ausstiilpungen
im Paraffinschnitt ziehen, da Ausstiilpungen im Schnitt nicht sicher von
angeschnittenen Gefdflen identifiziert werden konnten (Abb. 54 und 58). In Flatmounts
zeigten sich die nach Injektion von Rhodocetin off entstandenen Ausstiilpungen
verstiarkt Neuropilin-1- und cMet-positiv. Dies ldsst auf eine vermehrte Expression von
Neuropilin-1 und cMet in den Ausstiilpungen schlieen (Abb. 53, 55-57). Sowohl die
Antikorper zur Anfiarbung von Neuropilin-1, cMet, Paxillin als auch Y31-
Phosphopaxillin haben spezifisch gebunden, jedoch zusétzlich zu Endothelzellen auch
weitere Strukturen der Retina angefarbt (Abb. 51-53, 55-57, 59-64). Dieser Verdacht
lieB sich fiir Neuropilin-1 und cMet in den Paraffinschnitten bestdtigen (Abb. 54 und
58). Neben Endothelzellen exprimieren noch weitere Zellen in der Retina Neuropilin-1,
wie beispielsweise Makrophagen und retinale Ganglienzellen (12, 25, 48). Auch cMet
wird auBler von Endothelzellen der Retina zum Beispiel auch von Ganglienzellen der
Retina exprimiert (56, 59). Dies erklért sehr wahrscheinlich die beobachtete Farbung
zusétzlich zu den Isolektin-B4-positiven Endothelzellen. Eine Verdnderung dieses
Musters nach der Injektion von Rhodocetin aff konnte auf eine Wirkung von
Rhodocetin a3 auf die Ganglienzellen oder weitere Zellen der Retina auller den

Endothelzellen zuriickzufiihren sein (Abb. 51-53). Eine weitere Analyse der Wirkungen
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nach Rhodocetin af-Injektion an anderen Zellverbunden der Retina erscheint daher
sinnvoll.

Nach dem in vitro Nachweis des Signalweges von Rhodocetin af} iiber Neuropilin-1 und
cMet konnten nun weitere Indizien fiir den genannte Signalweg in vivo gezeigt werden
(43). Nach wie vor ist damit Rhodocetin aff das einzige bekannte Protein aus einem

Schlangengift, welches mit Neuropilin-1 interagiert (43).

Eine verstiarkte oder verminderte Expression von Neuropilin-1 ist assoziiert mit
verschiedenen Krankheiten, wie beispielsweise der diabetischen Retinopathie (35).
Auch in der Wundheilung spielt Neuropilin-1 eine kritische Rolle, da sowohl pro-
angiogenetische als auch anti-angiogenetische Wirkungen existieren (34, 35, 48). Auch
wird Neuropilin-1 von vielen humanen Tumoren exprimiert, wie beispielsweise dem
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom, Brustkrebs und dem kolorektalen Karzinom (30).
Pan et al. konnten bereits zeigen, dass Antikorper, die die Bindung von VEGF an
Neuropilin-1 verhinderten, die Lungenkarzinome von Méusen signifikant verkleinern
konnten (22). Weiterhin befinden sich Antikérper zur Blockade von Neuropilin-1
bereits in klinischen Tests (30).

Daneben besitzt die Therapie einer Vergiftung durch Calloselasma rhodostoma
ebenfalls eine klinische Bedeutung, da diese Schlange in die Kategorie 1 der
medizinisch bedeutsamen Giftschlangen von Siidostasien fillt (58). Da das Gift aus
mehreren Komponenten mit teils gegensitzlichen Wirkungen zusammengesetzt ist, ist
ein genaues Verstindnis der Wirkungen der einzelnen Bestandteile wichtig um es

neutralisieren zu kdnnen (10, 58).

4.3 Rhodocetin af verringert die mRNA-Menge von Neuropilin-1, cMet und
VEGF-R2

Wie bereits unter 4.2 ausgefiihrt wurde, wirkt Rhodocetin af3 sehr wahrscheinlich iiber

Neuropilin-1 und cMet nach intravitrealer Injektion im Auge der Miuse. Auch auf

Ebene der Transkription zu mRNA konnten Effekte durch die Rhodocetin af-Injektion

nachgewiesen werden. Die Menge von Neuropilin-1-mRNA war nach der Injektion von

Rhodocetin off an P4 signifikant verringert im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 65a).

Ebenfalls zeigte sich eine signifikante Verringerung der Neuropilin-1-mRNA-Menge

101



nach Rhodocetin af-Injektion an P5 (Abb. 65b). Diese Verringerung an mRNA von
Neuropilin-1 bei nachgewiesener Aktivierung von Neuropilin-1 erscheint zunéchst
widerspriichlich (siehe 4.2). Eine Erkldrung dafiir konnte eine negative Riickkopplung
sein. Aufgrund der vermehrten Aktivierung des Neuropilin-1-Signalweges durch
Rhodocetin aff konnte die Transkription von mRNA fiir Neuropilin-1 gehemmt werden.
Feedbackschleifen, sowie weitere Signalmodulatoren wie die Signalredundanz sind
bekannte Faktoren in der Signaltransduktion von Rezeptoren (59). Die Regulation auf
der Ebene der Transkription kann ebenfalls iiber Feedbackschleifen stattfinden, und eine
Hemmung durch einen Uberfluss an dem jeweiligen Produkt ist hiufig (4).
Entsprechend konnte die Herabregulierung der mRNA-Menge von Neuropilin-1 nach
Injektion von Rhodocetin aff einer iiberméBigen Aktivierung von Neuropilin-1
entgegenwirken (Abb. 65). Eine Injektion des cMet-Inhibitors SU11274 reduzierte die
Wirkung von Rhodocetin aff auf die Neuropilin-1-Expression (Abb. 65 a und b). Dies
steht in Einklang mit den immunhistologischen Ergebnissen dieser Arbeit sowie den in
vitro Ergebnissen von Niland et. al (43).

Die Expression von cMet wurde durch die Injektion von Rhodocetin aff an P4 ebenfalls
signifikant reduziert, sodass eine negative Riickkopplung nach vermehrter Aktivierung
durch Rhodocetin aff vorliegen kdnnte (Abb. 67a). Dies steht im Einklang mit aktuellen
Ergebnissen anderer Forschungsprojekte, denn fiir cMet sind bereits Feedbackschleifen
bekannt. Beispielsweise ist eine positive Feedbackschleife zwischen Stat3 und cMet
bekannt, die zur Blockade der Tumorzellinvasion in einem in vivo-Modell fiihrt (57). Im
Gegensatz dazu konnte nach Injektion von Rhodocetin af3 an P5 keine gegeniiber der
Kontrollgruppe verringerte cMet-Expression gezeigt werden (Abb. 67b). Jedoch zeigt
Abbildung 68, dass die mRNA-Menge von cMet an P5 im Vergleich zu P4 nur
geringfligig erhoht war und weiterhin unterhalb des Niveaus von P7 lag. Die mRNA-
Menge von cMet in der Kontrollgruppe schien jedoch an P5 drastisch verringert im
Vergleich zu P4 und P7, sodass auch von einem Ausreiler der mRNA-Menge der
Kontrollgruppe an PS5 ausgegangen werden konnte (Abb. 68). Zusitzlich zeigte sich
eine erhohte mRNA-Menge an cMet nach Injektion mit dem cMet-Inhibitor SU11274
an P5 und P7, sodass ein zusétzlicher Effekt des cMet-Inhibitors unabhéngig von der

Injektion von Rhodocetin aff vorliegen konnte (Abb. 67 b und c).
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An P4 wurde die Menge an mRNA des VEGF-Rezeptors 2 durch die Injektion von
Rhodocetin aff signifikant verringert (Abb. 69a). Auch hier kdnnte eine negative
Riickkopplung aufgrund verstérkter Aktivitit von Neuropilin-1 durch Rhodocetin aff
eine verminderte Transkription von mRNA fiir VEGF-R2 auslosen. Dafiir spricht, dass
Neuropilin-1 die Internalisierung von VEGF-R2 bewirken kann (34). Die
Internalisierung von Tyrosinkinaserezeptoren ist ein bekanntes Prinzip um die
Signaltransduktion zu modulieren (59). Trotz Internalisierung koénnen Rezeptoren
weiterhin Signale weitergeben, jedoch bleibt die Internalisierung der Hauptfaktor fiir
eine Desensitivierung von Rezeptoren (34, 59). Bereits bekannt ist fiir den VEGF-
Rezeptor 3, dass er Notch aktiviert, welches darauthin die Expression von VEGF-R3
herunterreguliert (64). Ebenso ist bekannt, dass der VEGF-Rezeptor 2 die Expression
von VEGF-R3 fordert, welcher in einer negativen Feedbackschleife darauthin die
Expression von VEGF-R2 verringert (64). Auch wurde im Mausmodell gezeigt, dass
die VEGF-induzierte Angiogenese eine verstirkte mRNA-Expression von Neuropilin-1
hervorruft und so eine Feedbackschleife bildet (35). Eine negative Feedbackschleife
iiber die vermehrte Aktivierung von Neuropilin-1 durch Rhodocetin of fiir die mRNA-

Menge von VEGF-R2 scheint somit wahrscheinlich (Abb. 69a).

Insgesamt lassen sich Auswirkungen der Injektion von Rhodocetin aff auf mRNA-
Ebene zeigen, da an P4 bzw. P5 die mRNA-Mengen von Neuropilin-1, cMet und
VEGF-R2 verringert wurden (Abb. 65 a und b, 67a und 69a). Ein negativer
Feedbackmechanismus nach verstarkter Aktivierung von Neuropilin-1 und cMet durch
Rhodocetin oy konnte dafiir die Erkldrung sein. Jedoch wurde die Bestimmung der
mRNA-Menge mit der gesamten Retina durchgefiihrt, sodass die verringerte mRNA-
Menge der drei untersuchten Proteine auch auf einen noch unbekannten Effekt von
Rhodocetin aff auf andere Zellen der Retina als Endothelzellen zuriickzufiihren sein
konnte (siehe 2.4.2). Sowohl Neuropilin-1 als auch cMet und der VEGF-Rezeptor 2

werden von weiteren Zellen der Retina exprimiert (12, 25, 48, 56).
4.4 Rhodocetin aff wirkt auf unreife Gefiafinetze

Die beobachteten Wirkungen von Rhodocetin af3 zeigten sich immunhistochemisch

sowie auf Translations-Ebene vor allem an unreifen GefaBnetzen.
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Die Bildung von Ausstiilpungen nach Injektion von Rhodocetin aff fand bevorzugt im
vendsen Stromgebiet statt (Abb. 40). Ebenfalls bildeten sich Ausstiilpungen nach
Rhodocetin of-Injektion in den in der Peripherie gelegenen GefaBBen (Abb. 40).
Dagegen konnte keine signifikante Bildung von Ausstiilpungen im arteriellen
Stromgebiet beobachtet werden (Abb. 40). Auch die vermehrte Bildung von Filopodien
stellte sich im vendsen Stromgebiet, jedoch nicht im arteriellen Stromgebiet dar (Abb.
26). Nach Injektion von Rhodocetin af zeigte sich eine signifikant erhdhte Anzahl an
Verzweigungspunkten der Gefifle in den peripheren Gefillen (Abb. 46). Dagegen
wurde die Anzahl an Verzweigungspunkten der arteriellen sowie vendsen Gefiafle durch
Rhodocetin af nicht signifikant beeinflusst (Abb. 46). Ebenfalls steigerte sich die
vaskularisierte Fldche nach Injektion von Rhodocetin aff signifikant in der Peripherie
sowie im vendsen Stromgebiet (Abb. 50). Auch hier fehlte ein Einfluss von Rhodocetin
afy auf die vaskularisierte Fliche im arteriellen Stromgebiet (Abb. 50). Die Injektion
von Rhodocetin af} fiihrte somit zu Wirkungen vor allem im vendsen Stromgebiet sowie
in der Peripherie. Im arteriellen Stromgebiet zeigte die Injektion von Rhodocetin off
keine Effekte.

Wie unter 4.2 erldutert, konnten im Rahmen dieser Arbeit weitere Indizien fiir den in
vitro beschriebenen Signalweg von Rhodocetin aff iber Neuropilin-1 und cMet in vivo
gezeigt werden. Neuropilin-1 wird jedoch vor allem von arteriellen Gefallen exprimiert
wihrend Neuropilin-2 bevorzugt von Venen und lymphatischen Gefdlen exprimiert
wird (23, 34). Eine Erkldrung fiir diese Diskrepanz konnte ein Signalweg von
Rhodocetin aff bevorzugt tliber Neuropilin-2 in Assoziation mit cMet als iiber
Neuropilin-1 und cMet sein. Bekannt ist bereits, dass sowohl Neuropilin-1 als auch
Neuropilin-2 HGF binden und dariiber cMet aktivieren koénnen (55). Auch wenn
Rhodocetin off und HGF keine homologe Struktur miteinander teilen, so ist eine
Aktivierung von Neuropilin-2 durch Rhodocetin aff dennoch denkbar aufgrund der
ausgepragt homologen Struktur von Neuropilin-1 und Neuropilin-2 zueinander (43, 48).
Ebenso ist es moglich, dass Rhodocetin aff vor allem an einem unreifen Gefdfnetz einen
Angriffspunkt findet, da das Aussprossen vor allem von Venolen ausgeht (50). Dafiir
spricht auch, dass sich die Arterien frither differenzieren als die Venen und somit eine
bevorzugte Wirkung von Rhodocetin aff im vendsen Stromgebiet aus einer bevorzugten

Wirkung an einem unreiferen GefaBinetz hervorgeht (5). Jedoch bleibt der Umbau von
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bereits bestehenden, unreifen Gefdfinetzen in ein hierarchisch organisiertes Gefdfinetz
weiterhin nur schlecht verstanden. Deshalb ist weitere Forschung notig um die
Hypothese, dass Rhodocetin afy an unreifen GefdaBnetzen angreift, zu bestétigen oder zu

widerlegen (50).

Neben den nach der Injektion von Rhodocetin aff beobachteten Effekten bevorzugt im
vendsen Stromgebiet und in der Peripherie zeigten sich auch Unterschiede in den
Effekten je nach Injektionstag (Abb. 40, 46, 50).

Wurde an Tag 7 nach der Geburt oder spédter Rhodocetin af} injiziert, so konnten keine
Ausstiilpungen oder sonstige Wirkungen beobachtet werden (Vorversuche, nicht
gezeigt). Die starke Abhéngigkeit der Rhodocetin af-Wirkungen vom Injektionstag
zeigte sich vor allem in der qPCR. Nach der Injektion von Rhodocetin aff verringerte
sich die mRNA-Menge von Neuropilin-1 signifikant, sofern Rhodocetin aff an P4 oder
PS5 injiziert worden war (Abb. 65 a und b). Fand die Rhodocetin af-Injektion an P7
statt, so konnte kein Unterschied zwischen der Neuropilin-1-Expression nach
Rhodocetin  af-Injektion und der mRNA-Menge von Neuropilin-1 in der
Kontrollgruppe festgestellt werden (Abb 65¢). Auch Abbildung 66 zeigt deutlich, dass
der Unterschied der mRNA-Menge zwischen der Gruppe nach Injektion von
Rhodocetin aff und der Kontrollgruppe an P4 und PS5 am grofiten ist sowie keine
Differenz an P7. Ahnlich verhilt es sich mit der Expression von cMet. Auch diese
zeigte sich nach der Injektion von Rhodocetin aff an P4 vermindert (Abb. 67a). Fand die
Injektion von Rhodocetin a3 jedoch an P5 oder an P7 statt, so zeigte sich kein
Unterschied in der mRNA-Menge von cMet zwischen der Injektionsgruppe mit
Rhodocetin aff und der Kontrollgruppe (Abb. 67 b und c). Jedoch zeigte sich eine
verstirkte mRNA-Menge nach Injektion des cMet-Inhibitors SU11274 an P7, sodass
der p-Wert vor allem auf die Differenz zwischen den Injektionsgruppen mit dem cMet-
Inhibitor und den Injektionsgruppen ohne den cMet-Inhibitor zuriickzufiihren ist (Abb.
67c). Ebenfalls erschwert ein im Gegensatz zu P4 und P7 deutlich verringerte mRNA-
Menge von cMet in der Kontrollgruppe die Interpretation (Abb. 68). Ein Ausreiler in
der mRNA-Quantifizierung konnte die verminderte Menge an cMet-mRNA an PS5
erkliaren. Aber dennoch zeigte sich, dass nach Injektion von Rhodocetin aff die mRNA-

Menge von cMet an P4 verringert wurde, wihrend sich nach Rhodocetin of-Injektion
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an P7 die mRNA-Menge nicht von der mRNA-Menge der Kontrollgruppe unterschied
(Abb. 67 a und c).

Ebenso bewirkte eine Injektion von Rhodocetin aff an P4 eine Verringerung der
Expression des VEGF-Rezeptors 2 (Abb. 69a). Nach der Injektion an P5 und P7 konnte
keine Differenz in der mRNA-Menge von VEGF-R2 zwischen mit Rhodocetin of
behandelten Tieren und Tieren der Kontrollgruppe festgestellt werden (Abb. 69 b und
¢). Zusitzlich zeigte sich eine die mRNA-Menge von VEGF-R2 verstirkende Wirkung
nach Injektion des cMet-Inhibitors SU11274 an P7 (Abb. 69c).

Insgesamt konnte eine verringerte Menge der mRNA von Neuropilin-1, cMet und
VEGF-R2 an P4 sowie eine im Vergleich zur Kontrollgruppe normale Menge an
mRNA von Neuropilin-1, cMet und VEGF-R2 an P7 beobachtet werden (Abb. 65-70).
Dies unterstiitzt ebenfalls die Hypothese, dass Rhodocetin af} seine Effekte vor allem an
unreifen GefaBnetzwerken entfalten kann, da die primire Vaskularisation der Retina
durch den oberflachlichen Gefallplexus an P7 bereits abgeschlossen ist (51).

Allerdings wurde zur Bestimmung der mRNA-Menge die gesamte Retina eingesetzt,
und somit auch andere Zellen als Endothelzellen. Daher konnte eine starke Verdnderung
der Anzahl an Endothelzellen oder eine Expressionsidnderung anderer Zellen durch
Rhodocetin aff ebenfalls in das Ergebnis einflieBen (siche 2.4.2). Neben Neuropilin-1
werden auch cMet und VEGF-R2 von Nicht-Endothelzellen der Retina exprimiert (12,
25, 48, 56).

Eines der sechs Kennzeichen von Tumoren ist die Induktion der Angiogenese (44).
Bereits frith wihrend des Tumorwachstums werden ruhende GefdBBnetzwerke aktiviert
und diese bilden darauthin Neogefdfle, die ein weiteres Tumorwachstum ermoglichen
(44). Jedoch sind die tumorassoziierten Blutgefde von schlechter Qualitdt, chaotisch
und unorganisiert sowie undicht und &hneln so einem unreifen Gefdlnetz (44).
Aufgrund dieser schlechten Qualitdt der Blutgefile von Tumoren wird die Anflutung
von Medikamenten im Tumor beeintriachtigt (44). Daher konzentriert sich die aktuelle
Forschung auf Mdoglichkeiten die Gefdle von Tumoren zu normalisieren anstatt sie zu
verdden (44). Im Blick darauf konnte Rhodocetin a3 mit seiner Wirkung hauptséchlich
auf unreife GefdBnetzwerke fiir die Aufklirung der an Neoangiogenese und

Gefdfnormalisierung beteiligten Signalwege niitzlich sein. Dariiber hinaus konnte es
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auch als Leitstruktur zur Entwicklung neuer Pharmaka von Bedeutung sein (siche 4.1

sowie 4.4).

4.5 Rhodocetin aff beeinflusst die Art und Weise des Auswachsens des Gefialiplexus
Neben der Bildung von Ausstiilpungen sowie dem Einfluss auf unreife Gefanetzwerke
zeigte die Injektion von Rhodocetin aff auch Effekte auf die Art und Weise des
Auswachsens des oberflichlichen GefaBBplexus der Retina. Trotz der vermehrten
Bildung von Ausstiilpungen konnte kein schnelleres Auswachsen des oberfldchlichen
GefaBplexus nach Rhodocetin af-Injektion beobachtet werden. Nach Injektion von
Rhodocetin aff an P5 bzw. P6 schritt die angiogenetische Front nicht schneller Richtung
Peripherie der Retina voran als die der Kontrollgruppe (Abb. 41). Die durch Rhodocetin
aff vermehrt gebildeten Ausstiilpungen in der Peripherie scheinen somit die
Ausdehnung der angiogenetische Front nicht wesentlich zu beschleunigen. Auch eine
vermehrte Proliferation der Endothelzellen nach Injektion von Rhodocetin aff, welche
fiir eine verstirkte Angiogenese im Zuge der vermehrt gebildeten Ausstiilpungen
sprechen wiirde, konnte nicht beobachtet werden. Im Gegenteil dazu erschienen weniger
Zellen EdU-positiv nach Rhodocetin af-Injektion als in der Kontrollgruppe (Abb. 23).

Da die Ausstiilpungen durch Rhodocetin aff die angiogenetische Front nicht schneller in
avaskuldre Areale der Retina fiihrten und sich keine vermehrte Proliferation der
Endothelzellen nach Rhodocetin af-Injektion zeigte, konnte ein von Rhodocetin of
initiiertes Dickenwachstum bei bereits bestehenden Gefalinetzwerken urséchlich fiir die
beobachteten Verdnderungen sein. Daher wurde die Anzahl an Verzweigungsstellen
zwischen den unterschiedlichen Injektionsgruppen miteinander verglichen. Hier zeigte
sich eine signifikant leicht gesteigerte Anzahl an Verzweigungspunkten nach
Rhodocetin af-Injektion gegeniiber der Kontrollgruppe in der retinalen Peripherie (Abb.
46¢). Im venodsen sowie im arteriellen Stromgebiet konnte kein Einfluss von Rhodocetin
afy auf die Anzahl an Verzweigungspunkten festgestellt werden (Abb. 46 a und b).
Daneben nahm die vaskularisierte Fldche in der Peripherie sowie im vendsen
Stromgebiet nach Rhodocetin af-Injektion im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
zu (Abb. 50 b und c). Im arteriellen Stromgebiet zeigte sich kein Einfluss von
Rhodocetin aff auf die vaskularisierte Fldche (Abb. 50a). Die Injektion von Rhodocetin

af bewirkte somit im vendsen und im peripheren Stromgebiet eine stdrkere
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Verzweigung des oberflachlichen GefaBBplexus und eine groBere vaskularisierte Flache
(Abb. 47-50). Letzteres kann zum einen durch im Durchschnitt vergroBerte
Gefallkaliber sowie zum anderen durch eine vermehrte Anzahl an Geféllen im gleichen
Ausschnitt hervorgerufen werden. In der Peripherie schien Rhodocetin off die
vaskularisierte Flache vor allem iiber die erhdhte Anzahl an Verzweigungspunkte und
damit einer erhohten Anzahl an Gefa3en in Kombination mit groeren Gefdlkalibern zu
bewirken (Abb. 45 und 49). Im vendsen Stromgebiet beruhte die signifikant erhohte
vaskularisierte Flache auf einem vergroBerten Kaliber der Gefdf3e, da kein Anstieg der
Verzweigungspunkte nach Rhodocetin af-Injektion sichtbar war (Abb. 44 und 48).
Insgesamt bewirkte die Injektion von Rhodocetin afy die Bildung von Ausstiilpungen,
diese fiihrten jedoch nicht zu einer beschleunigten Vaskularisation von avaskuldren
Arealen, sondern es zeigte sich nach Rhodocetin af}-Injektion ein stirker verzweigtes

GefaBnetz mit groBeren GefaBlkalibern (siche 4.1).

Auch in der Wundheilung spielt die Angiogenese eine wichtige Rolle, da sich nach dem
Abschluss der Entwicklung der Blutgefdle die Endothelien der Gefdlle normalerweise
in einem Ruhezustand befinden (40, 44). Dieser Ruhezustand wird beispielsweise bei
der Menorrhé oder der Wundheilung {iberwunden und Angiogenese setzt ein (44).
Diese wird vor allem durch VEGF vermittelt, jedoch zeigten in vitro- und in vivo-
Studien, dass Neuropilin-1 ebenfalls an der Angiogenese wihrend der Wundheilung
beteiligt ist (35, 40). Die Expression von Neuropilin-1 ist am hochsten kurz bevor eine
Wunde maximal vaskularisiert ist und werden Antikorper zur Inhibierung von
Neuropilin-1 gegeben, so vermindert sich die vaskuldre Dichte (40). Wird jedoch
lediglich die Bindung von VEGF an Neuropilin-1 unterbunden, so dndert sich die
Gefélidichte nicht signifikant (48). Der genaue Mechanismus, iiber den Neuropilin-1 in
die Angiogenese wiahrend der Wundheilung eingreift, ist noch nicht genau verstanden
(40). Bekannt ist jedoch, dass auch cMet den Gewebeumbau bei der Wundheilung
fordert (59). Aufgrund der verstdrkten vaskuldren Dichte nach Rhodocetin of3-Injektion
und dem unter 4.2 beschriebenen Signalweg {iiber Neuropilin-1 erscheint es
wahrscheinlich, dass Rhodocetin aff in die Wundheilung eingreift (Abb. 50). Die
Wundheilung ist abhéngig von neu auswachsenden Kapillaren, die eine bis zu 10fach

erhohte vaskuldre Dichte im verletzten Gebiet bewirken (13). Hier konnte eine
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Erhohung der vaskuldren Dichte nach Rhodocetin off-Injektion bei Wunden mit

verminderter GefaBdichte sinnvoll sein.

5 Zusammenfassung

Rhodocetin ist ein Bestandteil des Giftes von Calloselasma rhodostoma und besteht aus
vier Untereinheiten von denen schon einige interessante Wirkungen bekannt sind. So
hemmt die yd-Untereinheit spezifisch das Integrin a2pi, und die aff-Untereinheit bindet
an GPIb und inhibiert so die Thrombozytenaggregation. Niland et al. konnten zeigen,
dass die af-Untereinheit von Rhodocetin iiber die Assoziation von Neuropilin-1 mit
cMet zu einer verstiarkten Motilitdt von Endothelzellen in vitro fiihrt (43). In dieser
Arbeit sollte am sich bildenden superficialen GefdBplexus der Retina der Signalweg von
Rhodocetin af iber Neuropilin-1 und cMet in vivo untersucht werden. Dazu wurden
Maiuse zwischen dem 4. und dem 7. Tag nach Geburt intravitreal mit Rhodocetin af,
PBS als Kontrolle oder dem cMet-Inhibitor SU11274 injiziert. Nachfolgend wurden
mittels Immunhistochemie sowie qPCR die am Signalweg beteiligten Molekiile und die

Gefalle untersucht.

Es zeigte sich, dass die Injektion von Rhodocetin aff zur Bildung von
GefdBausstiilpungen fiihrte, welche bevorzugt im vendsen und im peripheren
Stromgebiet auftraten. Die Ausstiilpungen stellten sich verstdrkt Neuropilin-1- sowie
cMet-positiv dar, und ihre Ausbildung wurde durch die Injektion des cMet-Inhibitors
SU11274 verhindert. Ebenfalls nahm die Anzahl an Filopodien im vendsen Stromgebiet
nach Rhodocetin af-Injektion signifikant zu, sowie auch die vaskularisierte Fliche und
in der Peripherie die Anzahl an Verzweigungspunkten der Gefa3e. In der qPCR zeigte
sich eine verringerte mRNA-Menge an P4 bzw. an P5 von Neuropilin-1, cMet und
VEGF-Rezeptor 2. An P7 glich die mRNA-Menge nach Rhodocetin of}-Injektion der
der Kontrollgruppe. Insgesamt konnten deutliche Hinweise fiir den von Niland et al. in
vitro entdeckten Signalweg von Rhodocetin of iiber die Assoziation von Neuropilin-1
mit cMet in vivo gezeigt werden. Ebenfalls zeigte sich, dass sich der beobachtete
Einfluss von Rhodocetin aff vermutlich vor allem auf unreifere Gefdfnetzwerke

beschrinkte, da die Effekte vor allem an P4 bis P6 sowie im vendsen und im peripheren
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Stromgebiet beobachtet werden konnten. Daneben scheint Rhodocetin o den

Spitzenzellstatus zu fordern und ist somit als pro-angiogenetisch einzuordnen.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abb Abbildung

Abk Abkiirzung

Actb Actin Beta

ALKI1 activin receptor-like kinase 1

BMP 9/10 bone morphogenetic protein 9/10
BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CaCl2 Calciumchlorid

cDNA komplementire Desoxyribonukleinséure
CLP c-type lektin like protein

Cy Cyanine

DAPI 4¢, 6-Diamidin-2-phenylindol

Dll4 delta-like 4

DNA Desoxyribonukleinsdure

EdU 5-ethynyl-2"-deoxyuridin

ERK extracellular signal-regulated kinases
FGF Fibroblasten Wachstumsfaktor

G Gauge

g Gramm
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h
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transforming growth factor beta

vascular endothelial growth factor
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Offentliche Verkehrsmittel:

Ab Recklinghausen Hbf mit
Buslinie 236 oder 237 bis
Haltestelle "LANUV" und 5 Min.
FuBweg oder mit Buslinie SB 20
bis Haltestelle "Hohenhorster
Weg" und 15 Min. Fuweg in
Richtung Trabrennbahn bis
Leibnizstrale

Bankverbindung:

Landeskasse Diisseldorf
Helaba

BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code:

DE 41 3005 0000 0004 1000 12



VI

Landesamt fiir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen

"Der EinfluB von Rhodocetin auf die retinale Angiogenese im
experimentellen Modell der Maus™.

Die Verantwortung fur die Durchfilhrung des Tierversuchsvorhabens
obliegt folgenden Personen:

Verantwortlicher Leiter: Herr Dr. Peter Heiduschka
Stellvertretender Leiter: Herr Prof. Dr. Johannes Eble

. An der Durchfiihrung des Tierversuchsvorhabens dirfen neben dem

Leiter und dem Stellvertreter folgende Personen beteiligt werden:
1. Charlotte Mittmann

. Die Versuche durfen nur im Forschungslabor der Augenklinik, Raum

100.016 und 100.017, Domagkstr. 19, 48149 Muanster durchgefuhrt
werden.

Eine riickblickende Bewertung nach § 35 TierSchVersV ist nicht
vorzunehmen.

Die Genehmigung erstreckt sich auf Versuche mit:

Tierart Anzahl
Maus H 162

VII. Sie haben folgende Auflagen zu beachten:

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

2. Unabhangig von den im Antrag angefiihrten Abbruchkriterien ist
der Versuch abzubrechen und das betroffene Tier tierschutz-
gerecht zu téten, wenn dies aufgrund des Zustandes des Tieres
nach der Einschatzung der/des Tierschutzbeauftragten aus
Tierschutzgrinden unerlasslich ist.
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3. Bitte teilen Sie nach Erhalt der Genehmigung mit, ob die von
Ihnen eingestellte Nichttechnische Projektzusammenfassung
(NTP) immer noch den Inhalt der Genehmigung vollstéandig und
richtig darstellt und somit zur Veroffentlichung freigegeben
werden kann. Andernfalls aktualisieren und Ubersenden Sie
bitte die NTP mit der neuen ID-Nummer.

VIII. Diese Genehmigung ist bis zum 30.04.2020 befristet.

IX. Fuor diesen Bescheid wird eine Gebuhr erhoben. Hierzu ergeht
ein gesonderter Gebulhrenbescheid.

Erlauterungen und Begriindung:

Zu l.:

Der Inhalt Ihrer Antragsunterlagen ist Gegenstand dieser Genehmigung. Jede
Anderung ist dem Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW
(LANUV) unverziglich - unter Angabe des Aktenzeichens - mitzuteilen (§ 34
Abs. 1 Nr. 4 TierSchVersV).

Es wird empfohlen, allen an der Tierversuchsdurchfithrung beteiligten
Personen diese Genehmigung zur Kenntnis zu geben.

Der Tierschutzbeauftragte, Herr Dr. Martin Licke, und das zusténdige
Veterindramt der Stadt Minster erhalten eine Durchschrift dieser
Genehmigung.

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

Auferdem kann die Einstellung des Tierversuchs gemal § 16a Abs. 1 Nr. 4
TierSchG angecrdnet werden, wenn Tierversuche ohne die erforderliche
Genehmigung oder entgegen tierschutzrechtlicher Bestimmungen durch-
geftihrt werden.

Zu ll.:

Fur die Einhaltung der tierschutzrechtlichen Vorschriften zur Durchfiihrung von
Tierversuchen ist der bzw. die oben bezeichnete Leiter/in des
Tierversuchsvorhabens oder im Falle deren/dessen Verhinderung ihr/sein in
dieser Genehmigung bezeichnete/r Vertreter/in verantwortlich (§ 30
TierSchVersV).
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Jeder beabsichtigte Wechsel der/des Versuchsleiterin/-leiters oder der
Stellvertreterposition ist dem Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucher-
schutz NRW unverziglich anzuzeigen (§ 34 Abs. 2 TierSchVersV).

Zu lll.:

Die bezeichneten Personen durfen ausschlieflich die im Genehmigungs-
antrag aufgeflhrten Eingriffe oder Behandlungen im Rahmen der zuldssigen
Verantwortlichkeitsstufe durchfihren. Zu beachten ist, dass Personen, die
Eingriffe und Behandlungen innerhalb des Versuchsvorhabens durchfithren
sollen und die Voraussetzungen nach § 16 Abs. 1 Satze 2 und 3
TierSchVersV nicht erflillen, erst nach Erteilung einer Ausnahmegenehmigung
gem. § 16 Abs. 1 Satz 5 TierSchVersV durch die zusténdige Kreisordnungs-
behorde eingesetzt werden durfen.

Zu VIIL.:

Die Genehmigung ist gem. § 33 Abs. 2 Satz 1 TierSchVersV auf héchstens
funf Jahre zu befristen.

Sofern die Befristung antragsgemanr weniger als funf Jahre betragt, kann ein
Antrag auf Verlangerung gestellt werden. Der Antrag ist rechtzeitig vor Ablauf
der Genehmigungsfrist — Uber den/die zusténdige/n Tierschutzbeauftragte/n —
zu stellen. Die Verlangerung kann gem. § 33 Abs. 2 Satz 2 TierSchVersV
hochstens zweimal um jeweils bis zu einem Jahr erfolgen, wobei die
Gesamtdauer der Genehmigung von funf Jahren nicht Gberschritten werden
darf.

Hinweis:

Eventuell erforderliche weitere Genehmigungen nach dem Tierschutzgesetz
oder anderen gesetzlichen Bestimmungen bleiben von dieser Genehmigung
unberthrt.

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe
Klage bei Verwaltungsgericht Minster, Piusallee 38, 48147 Munster;(Postfach
80 48, 48043 Munster) erhoben werden.

Die Klage ist schriftich beim Verwaltungsgericht einzureichen oder zur
Niederschrift der Urkundsbeamten der Geschaftsstelle zu erkldren.
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Die Klage kann auch durch Ubertragung eines elektronischen Dokuments an
die elektronische Poststelle des Gerichts erhoben werden. Das elektronische
Dokument muss fir die Bearbeitung durch das Gericht geeignet sein. Es muss
mit einer qualifizierten elektronischen Signatur der verantwortenden Person
versehen sein oder von der verantwortenden Person signiert und auf einem
sicheren Ubermittlungsweg gemaR § 55a Absatz 4 VwWGO eingereicht werden.
Die fur die Ubermittiung und Bearbeitung geeigneten technischen Rahmen-
bedingungen bestimmen sich nach naherer MaRgabe der Verordnung Uber
die technischen Rahmenbedingungen des elektronischen Rechtsverkehrs und
Uber das besondere elektronische Behodrdenpostfach (Elektronischer-
Rechtsverkehr-Verordnung - ERVV) vom 24. November 2017 (BGBI. | S.
3803).

Mit freundlichen GriiRen

Im Auftrag., .

C__’ & g A
(Dr. yon Dehn) -
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