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2 Einleitung

2.1 Alterung und altersbedingte Erkrankungen

2.1.1 Demografischer Wandel

Seit Ende des 19 Jahrhunderts hat sich durch verbesserte Lebensbedingungen in
Deutschland, vor allem durch gestiegenem materieller Wohlstand, Fortschritte in der
medizinischen Versorgung, Hygiene, Ernahrung sowie der Arbeits- und Wohnsituation, die
Lebenserwartung mehr als verdoppelt (1). Die Zahl der Menschen im Alter ab 67 Jahren stieg
zwischen 1990 und 2018 um 54 % von 10,4 Millionen auf 15,9 Millionen. In den nachsten 20
Jahren wird diese Zahl um weitere 5 bis 6 Millionen auf mindestens 20,9 Millionen wachsen
(1). Auch die Altersgruppe der Menschen uber 80 Jahre wird weiter steigen. Durch die geringe
Geburtenrate und dem alter werden der geburtenstarken Jahrgange kommt es zu einer
alternden Gesellschaft, bei der in Deutschland der Anteil der alten Menschen gréRRer wird. Die

Gesundheit und vor allem Pravention und Behandlung von Krankheiten der alternden

Gesellschaft wird einer wachsenden Bedeutung zukommen.

~
1=
=

=

=

i

600

SO0 @ 65bis79 Jahre

@ 80 Jahre und alter

400

300

200

100

o

2030 JEID)
2050 13

2010 S
2000 G

Abbildung 2-1: Anzahl 65- bis 79- jahrige bzw. 80- jahrige und dlter kommen auf 1000 Einwohner im erwerbsfahigen Alter
(20 bis 64 Jahre)

In der alternden Gesellschaft wird es zu einem groReren Anteil der Ruhestandler kommen. Wahrend 2005 316 Ruhestandler auf
1000 erwerbstatige Personen gekommen sind, werden es 2050 644 Ruhestandler sein (2).

2.1.2 Gesundheit und Krankheit im Alter

Im fortgeschrittenen Alter steigt die Erkrankungswahrscheinlichkeit und der kérperliche,
kognitive Abbau, sodass die Gesundheit und damit die Lebensqualitdt durch zunehmende
Hilfs- und Pflegebedirftigkeit abnimmt (3). In der Gerontologie wird der Beginn des Alters
haufig zwischen 60 und 65 Jahren angesetzt (4). Bei der Gesundheitsberichterstattung des

Bundes vom RKI: "Gesundheit und Krankheit im Alter", werden zwei Altersgruppen
1



unterschieden. Auf der einen Seite die Gruppe der "jungen Alten" zwischen 65 und 85
Lebensjahren. Ab 85 Jahren beginnt die Gruppe der "alten Alten" (4). 1946 wurde die
Gesundheit von der WHO als "einen Zustand vollkommenen koérperlichen, geistigen und
sozialen Wohlbefindens und nicht alleine das Fehlen von Krankheit und Gebrechen" definiert
(4). Eine Méglichkeit die Krankheit als Terminus zu definieren lautet: ,Stérung derjenigen
Lebensvorgange, die den Organismus eines Menschen oder Teile davon so verandern, dass
dieser klinisch oder sozial hilfsbedurftig wird“ (5). Diese oben genannten Definitionen zeigen
die Mehrdimensionalitdt von Gesundheit und Krankheit auf. Es lasst sich unter anderem
zwischen somatischer und psychischer Gesundheit, funktionale Gesundheit und subjektive
Gesundheit unterscheiden (4). Im Alter treten vermehrt chronische Erkrankungen und
Multimorbiditat auf. Ein klassisches Beispiel einer chronischen Erkrankung ist Diabetes
mellitus, welche zu Komplikationen wie beispielsweise der diabetischen Retinopathie,
diabetischen Neuropathie und/oder diabetischen Nephropathie fihren kann (siehe Diabetes
mellitus). Auch psychische Erkrankung wie die Alzheimer-Demenz korrelieren in lhrer
Pravalenz mit einem erhdhten Lebensalter (4). Im hdheren Alter treten vermehrt
kardiovaskulare Erkrankung auf. Beispielhaft kann ein Apoplex mit residueller Hemiparese zu
einer Gefahrdung der funktionellen Gesundheit fihren (4).

Unter der funktionalen Gesundheit versteht man die Fahigkeit, selbstandig die eigenen
Grundbedurfnisse (Essen, Korperpflege etc.) zu befriedigen und das meistern alltaglicher
Aufgaben wie das Einkaufen und die Wohnungsreinigung (4). Des Weiteren konnte in
mehreren Studien gezeigt werden, dass die subjektive Gesundheit (Bewertung des eigenen
Gesundheitszustandes) mit der medizinisch messbaren Gesundheit im hohen Alter, im
Vergleich mit der jungeren Altersgruppe, am geringsten Ubereinstimmen. Eine Seite des
Erklarungsansatzes besteht in dem physiologische Alterungsprozess, der von dalteren
Personen oftmals als Einschrankung der Gesundheit wahrgenommen wird (4). Im hdheren
Lebensalter sind die selbstbestimmte Lebensfiuhrung und der Erhalt von wichtigen,
alltagsrelevanten Funktionen wichtig und durch Erkrankungen gefahrdet. Kérperfunktionen
und —strukturen, Alltagsaktivitdten und Teilhabe stehen sowohl untereinander, als auch mit
mdglichen Gesundheitsproblemen in Wechselwirkung und beeinflussen entscheidend die

subjektive Gesundheit und Lebensqualitat (3).

2.1.2.1 kardiovaskuldre Erkrankungen

Im Laufe des Lebens kommt es durch zelluldre und molekulare Mechanismen des Alterns zur
Schadigung der Gefale. In der Konsequenz entstehen altersabhangige kardiovaskulare
Erkrankungen (6). Kardiovaskulare Erkrankungen, vor allem die koronare Herzkrankheit (KHK)
und der Schlaganfall, sind nach wie vor die haufigste Todesursache und verursachen die
hoéchsten Krankheitskosten (3). ,Ab dem 65. Lebensjahr gehen bei Frauen 46,7 % und bei

Mannern 39,1 % der Todesfalle auf Krankheiten des Kreislaufsystems zurick (rund 190.000
2



beziehungsweise 130.000 Sterbefalle), ab dem 80. Lebensjahr sogar 52,6 % der Todesfalle
bei Frauen und 45,5 % bei Mannern (rund 120.000 beziehungsweise 50.000 Sterbefalle) (3).
Des Weiteren sind kardiovaskulare Erkrankungen, gerade im fortgeschrittenen Alter, die

Hauptursache flr Krankenhausaufenthalte (7).

7B Diagnose (ICD-Code)| | [Eallezo13) Diagnose (ICD:Code) [ Falle 2000 |1
1 Herzinsuffizienz (150) 128.782 189.521 Ischamische Herzkrankheiten (120-125)  280.516 260.001

Krankheiten der Wirbelsiule und des i 2
2 Riickens (M40-M54) 61.964 165.700 Herzinsuffizienz (150) 80.674 162.661

3 :Iszc:fl';;d‘e Herzleankheiten 220.657 159.886  Herzrhythmusstérungen (147-149) 69.789 123.749

Krebs der Verdauungsorgane

4 Arthrose (M15-M19) 124.918 157.293 (C15-C26) 119.079 121.309
N Krankheiten der Arterien, Arteriolen
5 Herzrhythmusstérungen (147-149) 95.401 141.663 und Kapillaren (170-179) 75.774 107.856
6 SonstgeKrankheltenicies Darnes 89.620 138.834  Schlaganfall (160-164, ohne 162) 88.220 102.233
(K55-K63)
Hypertonie (Hochdruckkrankheit) Krankheiten der Wirbelséule und des
7 (0-115) 81.293 137.635 Riickens (M40-M54) 32.788 100.103
Verletzungen der Hiifte und des Sonstige Krankheiten des Darmes
8 Oberschenkels (S70-579) 101.563 122.367 (K55-K63) 49.508 96.408
Episodische und paroxysmale
9 Schlaganfall (160164, ohne 162) 134.291 120.395 Krankheiten des Nervensystems 57.814 88.648
(G40-G47)
Krebs der Atmungsorgane und
10 Krebs der Verdauungsoigae 113.350 86.351  sonstiger Organe im Brustkorb 74.217 82.856

(C15-C26) (C30-C39)

Abbildung 2-2: Die zehn haufigsten Diagnosen fiir Krankenhausbehandlungen ab 65 Jahren
Im Alter ab 65 Jahren sind kardiovaskuldre Erkrankungen bei Mannern und Frauen die Hauptursachen fir
Krankenhausaufenthalte (3).

Durch verbesserte Therapie und Diagnostik konnte unter anderem die Sterblichkeitsrate der
kardiovaskularen Erkrankungen gesenkt werden. Auferdem ist durch verbessertes
Gesundheitsverhalten und Praventionen die Inzidenzrate gesunken. Durch diese

Entwicklungen konnte die Lebenserwartungen weiter steigen (siehe Demografischer Wandel)

(3).

2.1.2.2 Demenz

Nach ICD-10 wird die Demenz als Syndrom, welches durch Krankheiten des Gehirns mit
Stérungen hdherer kortikaler Funktionen einhergeht, definiert. Diese Symptome mussen Uber
mindestens 6 Monate bestehen (8). Anhand der klinischen Symptomatik und daraus
abgeleiteten Kriterien, werden die Demenzen atiologisch zugeordnet. Demnach unterscheidet
man die Demenz bei Alzheimer-Krankheit, die Vaskulare Demenz, die gemischte Demenz, die
frontotemporale Demenz, Demenz bei Morbus Parkinson und die Lewy-Kdérperchen-Demenz
(8). Die Demenzerkrankungen sind in der Haufigkeit im hohen Malde altersabhangig. So
betragt die altersspezifische Pravalenz ab 65 Jahren 6-9%. Bei Menschen Uber 90 Jahre sind
uber 30% an Demenz erkrankt (3). Durch den demografischen Wandel ist mit einer steigenden
Anzahl demenzerkrankter Personen zu rechnen (3). Demenz Erkrankung gehen mit einem
hohen Pflegebedarf einher und stellen die Gesellschaft im Rahmen des demografischen
Wandels vor eine Herausforderung (3). Obwohl sich die Pathophysiologie der verschiedenen

Demenzformen unterscheidet, gibt es auch Uberschneidungen. Eine zerbrovaskuldre
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Dysfunktion ist bei allen Demenzformen von Bedeutung (9). Unter anderem metabolische
Stérungen, Hypoxie, Minderdurchblutung und die zerebrale Hamodynamik flhren zur
Schadigung der zerebralen Gefalle, die neurotoxisch wirken und eine Demenzerkrankung
beginstigen (9). Die mit dem Alter assoziierten Erkrankungen wie Fettleibigkeit, Diabetes und
Alzheimer Erkrankung haben (berschneidende pathophysiologische Vorgange. Vor allem
oxidativer Stress/ mitochondriale Dysfunktion und Entzindung zeigen sich in den
unterschiedlichen Krankheitsentitaten (10). Beispielsweise konnte eine erhéhte Konzentration
von AGEs im Gehirn von Alzheimer Patienten festgestellt werden. AGEs beglinstigen die
Bildung von Amyloid Plaques und erhdhen deren Zytotoxizitat. Aullerdem flhrt eine erhdhte
Konzentration von AGEs zu einer vermehrten Expression von RAGE, der unter anderem auch
Amyloid Beta als Liganden bindet (10). Dies verdeutlicht, dass Diabetes mellitus und das Alter,
die jeweils mit einer Erhéhung der AGEs einhergehen (45), auch als Risikofaktor fur die

Entwicklung einer Demenz gelten.

2.1.2.3 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) ist die gemeinsame Bezeichnung fir heterogene
Stoffwechselerkrankungen, deren gemeinsames Merkmal eine chronische Hyperglykamie ist
(11). Die Klassifikation des DM unterscheidet zwischen Typ-1-Diabetes, Typ-2-Diabetes (siehe
Diabetes mellitus Typ Il (DMII)), anderen spezifischen Diabetesformen und dem
Gestationsdiabetes. Dem Typ-1-Diabetes liegt ein absoluter Insulinmangel aufgrund einer
immunologisch vermittelten B-Zell-Zerstorung zugrunde. Auch der LADA (latent autoimmune
diabetes in adults) wird zum Typ-1-Diabetes gezahlt. Unter anderen spezifischen
Diabetesformen werden Erkrankungen des exokrinen Pankreas (z.B. Pankreatitis,
Pankreaskarzinom), Endokrinopathien (z.B. Cushing-Syndrom zumeist medikamentds
induziert durch Glukokortikoide), Infektionen, seltene Formen eines Diabetes im Rahmen
anderer Autoimmunerkrankungen und genetische Defekte der B-Zell Funktion (z.B. MODY)
oder der Insulinwirkung zusammengefasst. Der Gestationsdiabetes ist eine diagnostizierte
Glukoseverwertungsstorung, die erstmals wahrend der Schwangerschaft auftritt (12). Die
Pravalenz des Diabetes mellitus steigt in der ganzen Welt. Dies liegt unter anderem in einer
zunehmend ungesunden Lebensweise mit Ubergewicht, in einer zunehmenden Alterung der
Population aber auch einer besseren Therapie und daraus resultierendem langeren Uberleben
begriindet. Durch die steigende Rate an Ubergewichtigen Kindern, tritt DMII auch vermehrt
bereits im Kindesalter auf (13). Insgesamt korreliert die Pravalenz des Diabetes mellitus mit
einem zunehmenden Lebensalter (13). Das metabolische Syndrom ist ein bedeutender
Risikofaktor fur die Entwicklung des DMII und fur die Entwicklung kardiovaskularer
Erkrankungen (siehe kardiovaskuladre Erkrankungen). Das metabolische Syndrom umfasst

den Symptomkomplex der abdominellen Adipositas (oder BMI > 30kg/m?) plus mindestens



zwei aus folgenden Faktoren: Blutdruck > 130/85 mmHg, Nuchtern-Blutzucker > 100 mg/dI,
HDL-Cholesterin < 50 mg/dl (w) oder < 40 mg/dl (m) und Triglyceride > 150 mg/dl (14).

Pravalenz von Diabetes mellitus nach Alter und Geschlecht (in Prozent)
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Abbildung 2-3: Pravalenz von Diabetes mellitus nach Alter und Geschlecht
Die Pravalenz des DM steigt mit dem Lebensalter (15).

2.1.2.4 Diabetes mellitus Typ 11

DMII ist mit etwa 90% die haufigste Form des Diabetes (13). Die Symptome des Diabetes
mellitus kdnnen sich vielfaltig auern. Neben unspezifischen Allgemeinsymptomen wie
Mdudigkeit und Leistungsminderung kénnen auch Polyurie, Durst und Polydipsie als Folge der
Hyperglykdmie und Glukosurie mit osmotischer Diurese auftreten. Des Weiteren leiden
Diabetiker an nachtlichen Wadenkrampfen und Sehstérung. Neben Hauterscheinungen mit
Pruritus und Mykosen koénnen auch Potenzstorungen und Amenorrhd auftreten. DMII
manifestiert sich, im Gegensatz zum Diabetes mellitus Typ |, schleichend und bleibt lange
unbemerkt (16). In der Entstehung des DMII sind neben Umweltfaktoren auch eine starke
erbliche Komponente von Bedeutung. Die Vererbung verlauft multifaktoriell, mit
Genmerkmalen, die fur eine Insulinresistenz oder Beta-Zell Funktionsstérung pradisponieren
(17). Wenn ein Elternteil an DMII leidet, liegt die Wahrscheinlichkeit bei 40%, dass das Kind
im Laufe des Lebens auch an DMII oder zumindest einer pathologischen Glukosetoleranz
erkranken wird (17). Neben der genetischen Pradisposition fiihrt eine Insulinresistenz zur

reaktiven Steigerung der Insulinproduktion. Wenn diese durch die Beta-Zellen nicht mehr
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aufrecht erhalten werden kann, kommt es zu einer Hyperglykdmie (13). Neben einer
quantitativen Stérung kommt es auch zu einer qualitativen Stérung der Insulinproduktion. Im
Laufe der Erkrankung kann es so zu einem fortschreitenden Verlust der Beta-Zell Funktion,
mit der Notwendigkeit einer Insulintherapie, kommen (17). Die Behandlung des DMII ist
komplex und bedarf ein individualisiertes Therapieregime nach partizipativer
Entscheidungsfindung. Neben Basismaflinahmen, wie Gewichtsreduktion,
Erndhrungsumstellungen, Schulungen und Tabakentwdhnung kommt eine Pharmakotherapie
infrage. Wenn Antidiabetika alleine oder in Kombination keinen ausreichenden Effekt erreichen

kann auf eine Insulintherapie eskaliert werden (18).

2.2 Komplikationen des Diabetes mellitus

Diabetes mellitus hat durch seine zahlreichen Folgekrankheiten einen stark mindernden
Einfluss auf die Lebensqualitat. Es stellt eine besondere medizinische als auch pflegerische
Herausforderung dar, Komplikationen und Folgen des Diabetes mellitus frihzeitig mithilfe
eines Screenings zu diagnostizieren und dann entsprechend zu behandeln. Neben
makroangiophathischen Beschwerden z.B.: KHK, pAVK und ischamische Schlaganfalle,
leiden Diabetiker unter mikroangiopathischen Folgen wie der diabetischen Retinopathie,
diabetischen Neuropathie und diabetischen Nephropathie. Unter anderem in Folge der
zahlreichen Komplikation ist trotz der verbesserten Therapiemdglichkeiten 2019 alle acht
Sekunden ein Mensch zwischen 20-79 Jahren an den Folgen des Diabetes mellitus gestorben
(13).

2.3 Kkardiovaskulidre Erkrankungen

Diabetes mellitus und eine hohe Blutzuckerkonzentration erhdhen das Risiko an einer
kardiovaskularen Krankheit zu leiden um etwa das Doppelte (13). Viele der klassischen
kardiovaskularen Erkrankungen, wie die KHK, die pAVK, die zerebrovaskulare Krankheit und
auch Herzinsuffizienz sind mit dem Diabetes mellitus vergesellschaftet. Diese Erkrankungen
sind in Form von Herzinfarkten und Schlaganfallen nicht nur ein haufiger Grund fir eine
Krankenhausbehandlung sondern auch fir das Versterben (vgl. kardiovaskulare
Erkrankungen) (13). Die bei Diabetes mellitus gesteigert vorkommenden AGEs fihren zu
multiplen Veranderungen der Gefalle. In Tiermodellen mit einem RAGE Knockout zeigte sich
eine deutlich verminderte Proliferation von glatten Muskelzellen, Migration und neointimaler
Expansion und in der Konsequenz deutlich reduziert vorkommenden atherosklerotischen
Plaques (19). Durch eine AGE-induzierte gestdrte Plasma Clearance des Low density
lipoprotein (LDL) kommt es zu einer erhdhten Konzentration von LDL, welches als zentraler
Risikofaktor fiir die Entwicklung von Atherosklerose gilt (19). Uber die Bindung von AGEs an
RAGE kommt es zur vermehrten Bildung von ROS und NF-kB (siehe AGE-RAGE-System). In
Folge der vermehrten Bildung des Transkriptionsfaktor NF-kB entstehen Molekule (ICAM-1;
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VCAM-1, MCP-1, PAI-1 tissue factor, VEGF und RAGE), die mit Atherosklerose assoziiert sind
(19). Aulerdem bilden die AGEs eine extrazellulare Matrix, die zu einer herabgesetzten
Elastizitat der Gefalie fihren (19). Des Weiteren flihrt unter anderem ein erhdhter oxidativer
Stress zu einer Stérung der NO-vermittelten Vasodilatation (19). Es konnte in mehreren
Studien gezeigt werden, dass endotheliale progenitor Zellen (EPCs) bei Diabetikern tGber das
AGE-RAGE-System geschadigt werden. EPCs werden vermehrt apoptotisch, an der
Migration, Adhasion gehindert und in ihrem Wachstum gestért. In der Folge ist die Funktion
der vaskularen Reparatur durch die EPCs gestort (19). AulRerdem werden Uber AGEs die
osteoblastische Differenzierung der mikrovaskularen Pericyten geférdert und flhren in der

Konsequenz zur Kalzifikation (19).

Outcome Impact Data systems / study Reference
Prevalence of Any cardiovascular disease: 32% 57 cross-sectional studies Einarson et al,, 2018"
cardiovascular Coronary heart disease: 21%
diseases Myocardial infarction: 10%
Stroke: 7.6%

Coronary heart 160% increased risk 102 prospective studies Emerging Risk Factors
disease Collaboration, 2010
Ischaemic heart 127% increased risk 102 prospective studies Emerging B'Sk Factors
di Collaboration, 2011%

isease
Haemorrhagic 56% increases risk 102 prospective studies
stroke
Cardiovascular 132% increased risk 97 prospective studies

diseases death

Years of life lost 5.8 years for men age 50 97 prospective studies
6.4 years for women age 50

Abbildung 2-4: Risikoerh6hung kardiovaskulédrer Erkrankungen durch Diabetes
Im Rahmen des DM gibt es eine hohe Pravalenz an kardiovaskularen Erkrankungen (32%). Es konnten 6,4 Jahre fiir 50-jahrige
Frauen und 5,8 Jahre fiir 50-jahrige Manner an Lebenszeitverkiirzung festgestellt werden (13).

2.4 Diabetische Nephropathie
Die Diabetische Nephropathie (DN) ist in Europa und den USA die haufigste Ursache flr die

Dialyse (16). Die DN umfasst als klinisches Syndrom eine persistierende Albuminurie, erhéhte
Blutdruckwerte, eine erniedrigte glomerulare Filtrationsrate und ein erhéhtes Risiko an
kardiovaskularen Erkrankungen zu erkranken und/oder zu sterben (20). Aufgrund der
Hyperglykédmie kommt es zu hamodynamischen Anderungen, einer erhohten Aktivitat des
Renin-Angiotensin-Aldosterone-Systems (RAAS), Entzindungen und Ischamie, die
letztendlich im Endstadium der DN zu einer Nierenfibrose fuhren (20). Erhohte
Blutzuckerwerte fuhren Uber Insulin-Like Growth Factor (IGF-1), Glucagon, Stickstoffmonoxid
(NO), VEGF und Prostaglandinen zu einer Dilatation der afferenten Arteriolen. Durch eine
Hochregulation der Sodium Glucose Transporter 2 (SGLT2) kommt es zu einer erhdhten
Natrium Konzentration und durch den Feedback Mechanismus zu einer Dilatation der
afferenten Arteriole und Konstriktion der efferenten Arteriole, was zu einer glomerularen
Hypertonie fuhrt (20). Des Weiteren fluhren die Veranderungen bei Diabetes mellitus auch an
7



der Niere zu einer Erhéhung von ROS, aktivierter Proteinkinase C (PKCs) und AGEs. In der
Summe flhrt dies zu einer Endotheldysfunktion, wodurch Mediatoren wie Endothelin-1 (ET-1)
erhéht sind. Diese Erhdhung ist assoziiert mit Vasokonstriktion, Podocytenverlust, oxidativen
Stress, Entziindung und Fibrose (20). Bei der fortgeschrittenen DN kommt es liber mehrere
Mechanismen zu einer reduzierten Produktion von NO. In der Folge wird mehr hypoxia-
inducible factor frei, welches die Nierenfibrosierung begunstigt (20). Auerdem flihren ROS,
AGEs, TNF und NF-kB zu einer Entziindungsreaktion in der Niere. In der Folge wird die
tubulointerstitielle Fibrose und tubuldre Atrophie beglnstigt (20). Auch das hochregulierte
RAAS spielt eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der DN. Durch eine Blockade des
RAAS konnte gezeigt werden, dass die Progredienz der DN, unabhangig von der
Blutdrucksenkung, verlangsamt wird (20-22). Neuere Untersuchungen zeigen, dass
genetische und epigenetische Risikofaktoren, sowie Podocyten Autophagie und
Mitochondriendysfunktion einen pathophysiologischen Einfluss auf die DN haben (20).
Aufgrund der hohen Rate an dialysepflichtigen Patienten und der erhdhten kardiovaskularen
Mortalitat bei Patienten mit DN ist das regelmafige und friihzeitige Screening essentiell (23).
Neben Lebensstilimodifikationen, ist unter anderem medikamentds die Normalisierung von

Blutzucker, Blutdruck und Fettstoffwechselstérungen zu erreichen (23).

2.5 Retina Aufbau und Strukturen

Die Retina (tunica interna bulbi) teilt sich auf in eine Pars optica retinae und eine Pars caeca
retinae. Diese beiden Anteile sind voneinander durch die Ora serrata getrennt. Die Pars caeca
retinae lasst sich unterteilen in eine Pars ciliaris retinae (unpigmentiert), die den Ziliarkérper
bedeckt und eine Pars iridica retinae (pigmentiert), welche die Riickseite der Iris bekleidet. Die
gesamte Pars caeca retinae ist nicht lichtempfindlich. Die Pars optica retinae hingegen
ermdglicht nach Lichteinfall eine neuronale Bildverarbeitung. Die elektrischen Signale werden
Uber den N. opticus zum Sehzentrum des Gehirns weitergeleitet und ermoéglichen den
Sinneseindruck eines Bildes (24). Das Zentrum der Retina enthalt gelbes Pigment (Macula
lutea) und ist grubenférmig eingesenkt (Fovea centralis). In der Fovea centralis kommen
ausschlief3lich Zapfen vor, die nur mit einer bipolaren Zelle und Ganglienzelle verschaltet sind.
Dadurch wird eine hdchstmdgliche Sehscharfe realisiert. In der Netzhautperipherie hingegen
konvergieren viele Fotorezeptoren auf eine Ganglienzelle und das Auflésungsvermégen ist

deutlich schlechter (siehe histologischer Aufbau der Retina) (25).

2.5.1 Histologischer Aufbau der Retina

Histologisch besteht die Retina aus mehreren Schichten, denen man gleichartige Strukturen
zuordnen kann. Von auf3en nach innen kommt zunachst die Bruch-Membran als Membran
zwischen Retina und Aderhaut. Danach folgt das Stratum pigmentosum, welche verbrauchte

Teile der Photorezeptoren phagozytiert, der Ernahrung des Sinnesepithels dient und durch
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seinen hohen Melaningehalt die Bildauflésung und Sehscharfe beeinflusst (24). Das Stratum
neuroepitheliale umfasst die Schicht der Stabchen und Zapfen, sowie die &ulere
Kdrnerschicht. Die Stabchen und Zapfen wandeln Licht in elektrochemische Signale um. Die
Zellkerne der Photorezeptoren bilden die auRere Kérnerschicht. Dem Stratum neuroepitheliale
schlie®t sich die &auRere plexiforme Schicht (Synapsen zwischen den Axonen der
Photorezeptoren und den Dendriten der Bipolarzellen) an, dem folgt die innere Kérnerschicht
(Zellkerne der Bipolarzellen). Die Bipolarzellen bilden das zweite Neuron der Sehbahn. Der
darauffolgenden inneren plexiformen Schicht mit Synapsen zwischen Bipolarzellen und
Ganglienzellen, schliet sich das Stratum ganglionare an. Die darin vorkommenden
Ganglienzellen enthalten als drittes Neuron der Sehbahn Signale von den Bipolarzellen. Das
Stratum neurofibrarum enthalt die Axone der Ganglienzellen und das Stratum limitans
internum, die Gliagrenzschicht dient zur Abgrenzung zum Glaskoérper (24, 25). Neben den
Neuronen der Sehbahn, kommen Interneurone vor. Die Horizontalzellen fihren durch eine
laterale Hemmung zur Kontrastverstarkung. Die heterogenen amakrinen Zellen haben
gemeinsam, dass sie modulierend auf die Signaltibertragung in der Retina wirken (24). Die
Mullerzellen, als Gliazellen der Retina, haben ihre Funktion in der Sicherung des
lonenaustausches und bei der Wiederaufnahme der Neurotransmitter GABA und Glutamat
(24).
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Abbildung 2-5: Schematische Darstellung der Schichtung von Retina und Aderhaut
Links sind die Netzhaut mit ihren drei Neuronen der Sehbahn und die Aderhaut aufgetragen. Rechts zeigt sich eine detaillierte
Darstellung der einzelnen Strukturen (25).

2.5.2 Blutgefiaf3versorgung der Retina

Die Blutversorgung der Retina erfolgt Uber die aus der Arteria ophtalmica entspringenden A.
centralis retinae und den Aa. chorioideae. Die A. centralis verlauft mit dem N. opticus zur
Papille, zweigt sich auf und versorgt die inneren Anteile der Netzhaut. Die duf3eren Schichten
der Retina werden durch die Lamina choricocapillaris der Aderhaut versorgt. Die Papille wird
uber 3-4 hintere Ziliararterien gespeist. Der Blutabfluss erfolgt tber die Netzhautvenolen, die
sich zur V. centralis retinae vereinigen und mit den Sehnerven den Augapfel verlasst um in die
V. Ophtamlica superior zu munden (25). Das retinale GefalRnetzwerk kann man in einen
oberflachlichen, intermediaren und tiefen Gefalplexus unterteilen. Der oberflachliche
Gefallplexus wird von der A. centralis retinae gespeist und liegt primar in der
Ganglienzellschicht. Der intermediare bzw. tiefe Gefalplexus ist topografisch tber bzw. unter
der inneren Kdrnerschicht zu verorten (26). Neben diesen drei Gefallschichten, die durch
vertikale Aussprossung des oberflachlichen Gefalplexus entstehen (vgl. Entwicklung des
Gefaliplexus), besteht in der Nervenfaserschicht ein weiteres Gefalinetzwerk. Die Gefalle des
radial peripapillary capillary plexus verlaufen parallel zu den Axonen der Nervenfaserschicht
(26).
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Abbildung 2-6: Anatomische Lokalisation des GefaBplexus in der menschlichen Retina im Bereich der Macula lutea.

In der Abbildung zeigt sich ein histologischer Schnitt mit seinen einzelnen Schichten (aufgetragen auf der linken Seite) und in
Bezug dazu der GefaRplexus und seine Unterteilung in einzelne Schichten (aufgetragen auf der rechten Seite). Des Weiteren
zeigt sich die aktuelle Nomenklatur im OCTA und eine neu vorgeschlagene, angepasste Nomenklatur. In der aktuellen
Nomenklatur wird lediglich zwischen dem oberflachlichen- und tiefen Gefal3plexus unterschieden (SCP und DCP), wahrend in
der vorgeschlagenen, neuen Nomenklatur zwischen vier Schichten des Gefalplexus unterschieden werden kann. (SVC=
oberflachlicher GefalRkomplex, DVC= tiefer GefaRkomplex, RPCP= radial peripapillary capillary plexus, SVP= oberflachlicher
GefaRplexus, ICP= intermediarer Gefalplexus, DCP= tiefer GefaRplexus, NFL= Nervenfaserschicht, GCL= Ganglionzellschicht,
IPL= innere plexiforme Schicht, INL= innere Kdérnerschicht, OPL= duere plexiforme Schicht und Henle's Faserschicht, ONL=
auBere Kornerschicht, PR= Photorezeptorenschicht, RPE= retinales Pigmentepithel, OCTA= Optische Koharenztomographie
Angiographie) (26).

2.5.3 Pathologien der Retina

Der Grofiteil der Erblindungen und Seheinschrankungen in Europa ist auf altersabhangige
Erkrankungen der Retina zurtickzufuhren (27).

IAItersbedmgte Makuladegeneration (AMD)
40,7%
Glaukom (Griiner Star)
15,4%
Diabetische Retinopathie
9,7%
I Retmms pigmentosa
7 0%
I Hohe Myopie (starke Kurzsichtigkeit)
53%
Andere Ursachen
21,9%

Abbildung 2-7: Prozentuale Darstellung der Erblindungsursachen (Rheinland 2006)
Wahrend die altersbedingte Makuladegeneration die haufigste Erblindungsursache darstellt, ist die DR die dritthaufigste Ursache
und die haufigste bei Personen im erwerbsfahigen Alter (siehe Diabetische Retinopathie) (28).
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2.5.3.1 altersbedingte Makuladegeneration

Die Pravalenz der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) nimmt insbesondere aufgrund
der steigenden Lebenserwartung zu und ist Ursache fir 8.7% der Blindheit weltweit (29). Sie
betrifft vor allem Menschen Uber 55 Jahre und ist in den Industrielandern die haufigste Ursache
fur Blindheit (30). Es wird zwischen einer trockenen- (atrophen) und feuchten
Makuladegeneration  (choroidalen  Neovaskularisationen) unterschieden (30). Die
Pathophysiologie der AMD ist nicht vollstandig verstanden. Es wird eine multifaktorielle
Genese angenommen. Der AMD scheint eine metabolische Dysfunktion, genetische Stérung
und Umweltfaktoren zugrunde zu liegen (31). Im Alter akkumulieren im retinalen
Pigmentepithel (RPE) intrazellulare Residualkérper die Lipofuscin enthalten. In der Folge
dekompensiert die Stoffwechselleistung des retinalen Pigmentepithels und es kommt zur
Ausbildung von Drusen. Diese Drusen fuhren zu einer Verdickung der Kollagenfasern, einer
Degeneration von Elastin, Kollagen und deren Kalzifikation in der Bruch-Membran (31). In
Zwillings-Studien konnte gezeigt werden das die familidre Belastung ein Risikofaktor fur die
Entwicklung einer AMD sein kann. Es konnten Polymorphismen in Genen identifiziert werden,
welche protektiv wirken aber auch solche, die als Risikofaktor gelten (31). Als Beispiel wurden
bestimmte Haplotypen fir CFH gefunden, die ein erhdhtes Risiko flr die Entwicklung der
AMD zeigen. Das veranderte CFH fuhrt zu einer Disinhibition des Komplementsystems. In
diesem Zusammenhang wurde ein vermehrtes Vorkommen von Drusen beobachtet. Des
Weiteren zeigt sich eine erhéhte Konzentration von CFH bei Rauchern und liefert so eine
maogliche Erklarung fir die erhohte Inzidenz der AMD im Vergleich zu Nichtrauchern (31). Im
weiteren Verlauf der Erkrankung fihrt die Dysfunktion des RPE neben einer Dysfunktion der
Bruch Membran zu einem Absterben der Photorezeptoren. Durch die gestérte Funktion der
Bruch Membran kommt es zu einer Hochregulierung von VEGF. In der Konsequenz kommt es
zur Ausbildung von choroidalen Gefalien und schlie3lich im Endstadium der feuchten AMD zu
einem permanenten Verlust des zentralen Sehens (31). Dadurch, dass das RPE keine
Regenerationsfahigkeit besitzt, sind die Behandlungsméglichkeiten oftmals begrenzt.
Allerdings hat sich die Behandlung der feuchten Makuladegeneration durch die EinfGhrung der
intravitrealen anti-VEGF Injektion deutlich verbessert (25). Eine Detektion der Erkrankung in
frihen Stadien und rechtzeitiger Behandlungsbeginn sind essentiell, um die Fahigkeit des
Sehens zu erhalten (30). Bei der trockenen Makuladegeneration kdnnen in individuellen Fallen
eine Einnahme von Nahrungserganzungsmittel (Lutein, Zink, Karotinoide oder Omega-3-
Fettsduren) von Vorteil sein. Die Behandlung der trockenen Makuladegeneration ist momentan
nach wie vor unbefriedigend (25). Supportiv kdnnen Hilfsmittel wie z.B. eine beleuchtete

Leselupe, Lupenbrillen oder eine Videolupe eingesetzt werden (25).
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2.5.3.2 diabetische Retinopathie

Die diabetische Retinopathie (DR) ist in Deutschland die haufigste Erblindungsursache fir
Personen im erwerbsfahigen Alter (25). Bei Patienten mit Diabetes ist eine frihe
augenarztliche Vorstellung wichtig um einen schweren Visusverlust zu vermeiden. Durch eine
gut eingestellte Stoffwechsellage und Behandlung mittels Laserkoagulation und anti-VEGF
Injektionen kann die Erblindung in vielen Fallen verhindert werden (25). Bei der DR
unterscheidet man die leichte- und mittelgradige nicht proliferative Retinopathie, bei der erste
diabetische Veradnderung in Form von Mikroaneurysmen, intraretinalen Punkt- und
Fleckblutungen und beginnenden Lipidablagerungen zu erkennen sind von der schweren nicht
proliferativen Retinopathie, bei der die mikroangiopathischen Schaden an der Retina starker
ausgebildet sind (unter anderem Cotton-wool Flecken, retinale Blutungen und avaskulare
Zonen) (25). In weiter fortgeschrittenen Stadien ist die Blutversorgung von gréReren
Abschnitten in der Retina gestort. Neben der Ischamie kommt es zur vermehrten Bildung von
VEGF und dadurch wird der Ubergang in die proliferative Form geférdert (32). Etwa die Halfte
der schweren nicht proliferativen diabetischen Retinopathien gehen innerhalb eines Jahres in
die proliferative Form Uber. Dieses Stadium ist gekennzeichnet durch Neovaskularisationen,
intraretinale Blutungen, Glaskérperblutungen und Traktionsablatio. Dadurch kann es beim
Patienten zu einer Erblindung kommen (25). Unabhangig vom Stadium der Retinopathie kann
es durch Odeme, Ablagerungen und Ischdmie in der Makula zur diabetischen Makulopathie

mit deutlicher Einschrankung des Sehvermdgens kommen (32).

2.5.3.2.1 Neurovaskuldre Einheit in der diabetischen Retinopathie

Die neurovaskulare Einheit ist Zentrum fir viele biochemische Vorgange, die zur Entwicklung
der DR fuhren (33). Sie beschreibt die funktionelle Kopplung von Neuronen, Gliazellen und
Gefalen, die die retinale Funktion beeinflussen und so unter anderem den retinalen Blutfluss
regulieren (36). Im Rahmen der diabetischen Retinopathie kommt es zu zahlreichen
pathologischen Veranderungen der neurovaskularen Einheit. Durch ein besseres Verstandnis
der Vorgange konnten neue Therapiemoglichkeiten entwickelt werden (32, 34). Eine
verminderte Kontrastempfindlichkeit und Einschrankungen des Farbensehens, die bereits vor
mikrovaskularen Veranderungen bei Patienten mit DR festgestellt werden, verdeutlichen
zugrunde liegende neuronale Veranderungen (34). In Studien konnte gezeigt werden, dass
die innere Kornerschicht im OCT bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und minimaler DR
bereits ausgedinnt ist. AuRerdem zeigten sich die retinalen Ganglionzellen und Amakrinzellen
vermehrt apoptotisch. Retinale Neurone, wie die Photorezeptoren wurden als Quelle fir
oxidativen Stress identifiziert (34). Auch die Gliazellen (Astrozyten und Miiller Zellen)
unterliegen Veranderungen bei Patienten mit Diabetes mellitus. Muller Zellen sterben vermehrt
ab und unterliegen einer reaktiven Gliose. Zusatzlich unterstitzen die pathologisch

veranderten Miuller-Zellen eine Stérung der Blut-Retina-Schranke (BRB) (34). Diabetes
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mellitus fUhrt in der Retina zur subklinischen Entziindung. Unter anderem werden durch eine
verstarkte Leukozyten-Endothel Interaktion die retinalen Gefalle und das umliegende Gewebe
geschadigt. Des Weiteren unterstitzt eine vermehrte Aktivierung von Mikrogliazellen das
proinflammatorische Milieu z.B. durch vermehrte Produktion von VEGF, IL-18 und TNF-a.
Neben der vermehrten Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen werden
Adhasionsmolelle wie E-Selectin und ICAM-1 starker gebildet (34). In den Gefalten kommt es
zur Leckage und Okklusion infolge einer Erkrankung mit Diabetes mellitus (35). Durch eine
vermehrte Bildung von VEGF durch die Gliazellen kommt es Uber die Proteinkinase CB zu
einer ubiquitin-vermittelte Endozytose von Komponenten der tight-junction und in der
Konsequenz zur erhdéhten vaskularen Permeabilitat (35). AuRerdem wird bei der DR ein
Verlust von Pericyten, die fur die Aufrechterhaltung der BRB wichtig sind beobachtet (35).
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Abbildung 2-8: Die neurovaskulére Einheit und beispielhaft deren Verdanderungen bei der diabetischen Retinopathie

In der Abbildung ist die neurovaskulare Einheit mit Veranderungen bei der DR dargestellt. Die neurovaskulare Einheit besteht aus
den Gefallen (Endothelzellen und Pericyten), der Basalmembran, Gliazellen, Mikrogliazellen und Neuronen. Neben einer Gliosis,
kommt es zu einer Aktivierung der Immunzellen mit vermehrter Leukozytenadhasion. Auflerdem zeigt sich eine gestorte
neurovaskulare Kopplung, die in einem veranderten Blutfluss miindet. Die Schadigung der vaskularen Basalmembran flhrt zu
einer dysfunktionalen Zell Interaktion mit Matrixproteinen. Des Weiteren lauft die Pericyten-Endothel Interaktion gestort ab (34).
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2.5.3.2.2 AGEs-RAGE System in der diabetischen Retinopathie

Es konnte gezeigt werden, dass Pericyten AGEs akkumulieren. Durch das AGE-RAGE
System kommt es zu ROS, die den Zelltod der Pericyten induzieren (36). Der Pericytenverlust
ist ein frihes Anzeichen flr die Entwicklung der diabetischen Retinopathie. Es wird postuliert,
dass der Verlust von Pericyten neben der gestérten mikrovaskularen Homdostase zur
Neovaskularisation fiihrt (36). Neben der apoptotischen Wirkung auf die Pericyten, férdern
AGEs die Expression von VEGF in Pericyten. VEGF spielt wiederum eine entscheidende Rolle
in der Entstehung der proliferativen Retinopathie, sowie bei der Dysfunktion der Blut-Retina-
Schranke (36). Im Rahmen einer negativen Feedbackschleife kann es ber die Akkumulation
von AGEs zu einer Hochregulierung des RAGE kommen und zu einem Anstieg von ROS.
Damit wird der zytopathische Effekt der AGEs exponentiell verstarkt (36). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass AGEs die Expression vom intrazellulares Zelladhasionsmolekil-1
(ICAM-1) steigert und damit die Leukozytenadhdsion in den retinalen mikrovaskularen
Endothelzellen férdert. Neben ICAM-1 wird durch AGEs ein monocyte chemoattractant
protein-1  (MCP-1) vermehrt gebildet. Die Konzentration von MCP-1 in der
Glaskoérperflissigkeit korreliert mit der Schwere der proliferativen diabetischen Retinopathie
(36). AulRerdem wird durch die Bindung von AGEs an RAGE die Produktion von Prostacyklinen
inhibiert und der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) induziert. Dadurch wird durch AGEs
die Plattchenaggregation und Fibrinstabilisation beeinflusst und die kapillare Obliteration und
retinale Ischamie gefordert (36). Untersuchungen konnten zeigen, dass das AGE-RAGE-
System Uber den Ras mitogen-activated protein kinase (MAPK) Signalweg nuclear factor-kB
(NF-kB) aktiviert und so die VEGF-Gen Transkription in den mikrovaskularen Endothelzellen
fordert. Damit wird ein wichtiger Mediator der Angiogenese verstarkt gebildet (36). Diese
Vorgange legen einen grofRen Einfluss des AGE-RAGE-Systems auf die Entwicklung der
diabetischen Retinopathie nahe. Eine Blockade des AGE-RAGE-Systems und den
assoziierten Signalwegen (siehe AGE-RAGE-System), konnte eine vielversprechende

therapeutische Komponente werden (36).

2.5.3.3 Friihgeborenenretinopathien

Die Frihgeborenenretinopathie (ROP) ist eine der Hauptursachen fur Sehminderung im
Kindesalter. Sie tritt meist bei Frihgeburten vor der 32 Gestationswoche (ca. 1% aller
Lebendgeburten) auf (37). Es besteht kein Unterschied in der Erkrankungswahrscheinlichkeit
zwischen den Geschlechtern. Mit einem niedrigen Geburtsgewicht und Gestationsalter steigt
das Risiko fur die ROP. In den USA haben 3-4% der Frihgeborenen einen Visus von unter
0,1 infolge der ROP (37). Die ROP geht mit proliferativen Gefaliveranderungen in der Retina
einher. Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen &hneln denen der
Netzhautveranderungen bei Diabetes mellitus (37). Die Pathogenese der ROP wird in zwei

Phasen eingeteilt. In der ersten Phase wird aufgrund einer relativen Hyperoxie (durch exogene
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Sauerstoffzufuhr und/oder frihzeitiger Beginn der Lungenatmung) das GefalBwachstum in die
Peripherie, Richtung Ora serrata, gestort (37). In der zweiten Phase der ROP, ab der 32
Woche postmenstruellen Alters, kommt es in Kombination, mit dem aus der ersten Phase
gestortem GefalRwachstum in die Peripherie und der daraus resultierenden avaskularen Zone,
und dem wahrend des Ausreifungsprozesses erhthten metabolischen Bedarfs zu einer
Gewebehypoxie (37). Infolge der Gewebehypoxie kommt es zum Anstieg von z.B. Hypoxia-
inducible factor 1 alpha (Hif-1a). Neben dem Hypoxie getriggerten Anstieg wird dieser Faktor
zusatzlich langsamer abgebaut und diffundiert in den Zellkern. Dort induziert er als
Transkriptionsfaktor unter anderem die Bildung von VEGF (37). VEGF bindet an
Endothelzellen an den VEGF-Rezeptor 2. Dies fuhrt unter anderem zu einer Aktivierung der
Endothelzellen, Ausbildung der Filopodien, einer erhéhten Gefalpermeabilitat und schlielich
zu einer pathologisch gesteigerten Blutgefalneubildung (37). Protektive Faktoren stellen
dagegen Omega-3-Fettsauren mit ihren antiangiogenen Effekt und der systemische
Wachstumsfaktor IGF-1 dar, die entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung und den
Schweregrad der ROP haben (37). Die Behandlung der ROP erfolgt abhangig vom Stadium
der Erkrankung. Die anti-VEGF-Behandlung zeigt in Studien eine gute Wirksamkeit. Die
Lasertherapie gilt nach wie vor als Standardtherapie. Abschlielende Ergebnisse unter

anderem zur genauen Dosisfindung und Langzeitsicherheit sind noch offen (38).

2.5.4 Entwicklung der Gefaflversorgung

Die Gefallentwicklung in der Retina Iauft in der Maus und im Menschen unterschiedlich ab.
Wahrend bei einem termingerecht geborenen Menschen die Retina bei Geburt vollstandig
entwickelt ist, entwickelt sich die Gefallversorgung der Retina in der Maus erst postnatal.
Dadurch ist die Maus fur Experimente zur Untersuchung der Angiogenese gut geeignet (39).
Die Gefalientwicklung bei der Maus unterscheidet sich zwischen den verschiedenen
Stammen. Die folgende Darstellung bezieht sich auf den C57B1/6-Stamm: In den ersten
Tagen nach der Geburt wachsen die Gefalle vom Nervus opticus in die Peripherie zur Ora
serrata. Dieser Vorgang erfolgt in etwa bis zum achten Tag postnatal. Ab dem siebten
postnatalen Tag wachsen vertikale Gefalie von dem sich zuerst ausbildenden, oberflachlichen
Gefalplexus in die Tiefe. Fir die Aussprossung der vertikalen Gefale spielen die Astrozyten,
welche in der oberflachlichen Schicht vorkommen eine entscheidende Rolle. Die Astrozyten
sekretieren den dafir wichtigen Botenstoff Fibronectin. Im Gegensatz zum oberflachlichen
Gefalplexus, besitzen der mittlere und tiefe Gefaliplexus keine Verbindung zu den Astrozyten
(40). Dort bildet sich bis zum zwdlften Tag die tiefe Gefallschicht in der aul3eren plexiformen
Schicht. Der mittlere Gefaliplexus entwickelt sich als letzter zwischen dem zwdlften und 15.
Tag. Am Ende der dritten Woche ist die retinale Angiogenese abgeschlossen und die Gefalle
reif (39). Die retinale Angiogenese beginnt beim Menschen in der 16. Gestationswoche. In den

frhen Stadien organisieren sich die Gefal3e ausgehend vom Nervus opticus. Unter anderem
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durchqueren die Gefalle den primitiven Glaskorper in die vorderen Abschnitte des Auges. In
der weiteren Entwicklung durchlaufen die in den frihen Stadien gebildeten hyaloiden Gefale
eine so genannte "hyaloid regression" (39). Diese hyaloide regression wird unter anderem
durch intraokuldre Makrophagen, der VEGF-Konzentration und einer veranderten
Hamodynamik beeinflusst. Die hyaloide regression wird ausgeldst durch eine Apoptose der
Endothelzellen und findet beim Menschen in der Mitte der Schwangerschaft statt, wahrend sie
bei Nagetieren erst kurz vor der termingerechten Geburt abgeschlossen ist. (41). Die nasalen
Abschnitte sind etwa in der 36- und die temporalen Abschnitte in der 40 Gestationswochen

vollstandig ausgebildet (39).

Abbildung 2-9: Entwicklung des oberflachlichen GefaBplexus in der Maus
Die Entwicklung des oberflachlichen GefaRplexus beginnt am ersten postnatalen Tag (P1N). Die GefalRe wachsen vom N. opticus
ausgehend in die Peripherie zur Ora serrata (39).

2.6 AGEs-RAGE System

Uber eine nichtenzymatische Glykierung (Maillard Reaktion) entstehen AGEs, welche bei
Patienten mit Diabetes verstarkt akkumulieren. Sie binden an den RAGE und initileren einen
Signalweg, der zu zellularen Stress, zellularer Dysfunktion, Organschdden und
Komplikationen bei Diabetes fiihrt (42). Neben dem Diabetes mellitus kommt es im Rahmen
des Alterungsprozesses zu einer verstarkten Bildung von AGEs. Des Weiteren kdnnen AGEs
mit der Nahrung aufgenommen werden und treten gehauft bei Urdmie und der Alzheimer
Demenz auf (43). Endprodukte der Maillard Reaktion sind die AGEs. Durch eine Reaktion von
reduzierten Zuckern mit Aminosauren von Makromolekiilen (Proteine, Lipide oder auch
Nukleinsdure) entsteht, Uber den Zwischenschritt der Bildung einer Schiff'schen Base, das
Amadori-Produkt (I-Aminodesoxyketose). Diese Schritte laufen jeweils nicht enzymatisch ab
(44). Dieses Amadori- Produkt kann durch Oxidation, Elimination, Kondensation sowie
Dehydrierung in ein AGE umgewandelt werden (43).

Die AGEs sind proteaseresistent und kdnnen vom Organismus nur schlecht abgebaut werden

(43). Die Bildung der AGEs hangt unter anderem von der Hdéhe und der Dauer der
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Glukosekonzentration und des biologischen Lebensalters des Proteins ab (44). Ein Beispiel
fur die nichtenzymatische Glykierung in Abhangigkeit der Blutzuckerkonzentration und des
Lebensalters des Proteins stellt die Glykierung des N-terminalen Valins der Beta-Globinkette
von Hamoglobin (HbA1c) dar (44). Der HbA1c spiegelt die Blutzuckerkonzentration der letzten
120 Tage (Lebensdauer Erythrozyten) wieder, wobei die Blutzuckerkonzentration der letzten
30 Tage vor der Messung 50% des HbA1c-Wertes ausmacht (45). Das HbA1c kann unter
anderem zur Diagnosestellung eines Diabetes mellitus verwendet werden (12). Aulderdem
dient der HbA1c als Maly fur die Blutzuckereinstellung der letzten Woche und wird im
Therapiemonitoring des Diabetes mellitus eingesetzt (18).

Der RAGE ist ein 35kDa grolies Polypeptid, welcher als zellmembranstandiger Rezeptor zur
Superfamilie der Immunoglobuline gehért. Der RAGE besteht aus einer V-Typ und zwei C-Typ
Domanen, welche extrazellular liegen. Eine 19 hydrophobe Aminosauren lange
transmembrandse Region, schlielt sich eine hochgeladene intrazellulare Domane an, welche
die intrazellulare Signalkaskade einleitet. Am N-terminalen Ende der V-Typ Domane bindet
der RAGE die AGEs (46)5, 49). Neben RAGE koénnen die AGEs unter anderem an dem AGE-
R1, AGE-R2, AGE R3 und/oder den Macrophage scavanger receptor binden (47). Des
Weiteren gibt es einen sRAGE, welcher als Idslicher Rezeptor die Auslésung, der
Signalkaskade an der Zielzelle verhindert, indem er den Liganden vor Bindung an den
Rezeptor abfangt (42, 48).
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Abbildung 2-10: Bildung von advanced glycation endproducts und die Effekte der Bindung von verschiedenen AGE-
Rezeptoren AGE-R1= AGE Rezeptor R1; AGE-R2= AGE Rezeptor R2; AGE-R3= AGE Rezeptor R3; RAGE= Rezeptor fir
advanced glycation endproducts; sSRAGE= soluble-form RAGE (49).

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit sSRAGE zu einer signifikanten
Senkung der vaskularen Lasionen fiihrte (50). RAGE kommen unter anderem auf Monozyten/
Makrophagen, Lymphozyten, Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Neurone, Hepatocyten,
Kardiomyocyten, Podocyten und den Pneumocyten vor (48). Es gibt verschiedene Isoformen
des RAGE. Die unterschiedlichen Isoformen entstehen infolge von alternativem Splicen und
metalloproteasen-vermittelter Spaltung. Diese Isoformen unterscheiden sich beispielsweise in
der Ligandenbindung und ihrer pathophysiologischen Konsequenz (51). Auflerdem
unterscheidet sich die SRAGE/RAGE Ratio in den verschiedenen Geweben (52, 53).

2.6.1 Pathomechanismus
An den RAGE kénnen mehrere Liganden binden. Unter anderem binden AGEs, aber auch
S100/calgranulins, high mobility group box-1 (HMGB1) (54) oder Amyloid 8 an den RAGE (55).
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Abbildung 2-11: RAGE Liganden
Neben AGEs binden andere Liganden im Zusammenhang mit vielen Erkrankungen an den RAGE (56).

Eine dauerhafte Stimulation des RAGE fiihrt zu einer Hochregulation des Rezeptors an den
Geweben (50). Der RAGE flhrt durch die Bindung seiner Liganden zu zellularer Dysfunktion.
In vielen chronischen Erkrankungen wie dem Diabetes mellitus, der Amyloidose oder auch
Tumorerkrankungen konnte ein Einfluss des RAGE beobachtet werden. In Tierstudien konnte
nachgewiesen werden, dass der RAGE zu der Entwicklung von diabetischen Komplikationen
wie der diabetischen Neuropathie, - Nephropathie und makrovaskularen Erkrankungen
beitragt (57).

Der Effekt des AGE-RAGE Systems auf das Altern wird kritisch diskutiert. Auf der einen Seite
wird postuliert, dass AGEs das Altern beschleunigt. Auf der anderen Seite besteht die
Hypothese, dass das AGE-RAGE System eine entscheidende Rolle beim physiologischen
Alter hat. Unzweifelhaft besteht jedoch ein Zusammenhang zwischen den AGEs und dem
oxidativen Stress (58).

Im Rahmen der Bildung von AGEs kommt es zu oxidativem Stress. Ein Beispiel, wodurch dies
verdeutlicht wird, sind die bei der Oxidation von Glukose zu Dicarbonyl-Intermediaten (3-
Deoxyglucason und Methylglyoxal), entstehenden Superoxidradikalen. Diese kénnen zu
Hydrogenperoxid dismutieren und bei Vorhandensein von Ubergangsmetallen zu dem hoch
reaktiven Hydroxylradikal reagieren (43). Aullerdem werden AGEs bei Vorhandensein von
oxidativem Stress vermehrt gebildet (43, 50). Durch die Aktivierung von RAGE kommt es zur
Bildung von intrazellularem oxidativem Stress. Durch die Bindung eines Liganden, aber auch
durch den oxidativen Stress wird NF-kB aktiviert (43).

Die Signalkaskade beinhaltet beispielsweise JAK/STAT, PKC/PI3K/Akt, MAPK/Erk und
Src/RhoA/Cdc42 welche NF-kB aber auch den Transkriptionsfaktor Egr1 aktivieren kdnnen
(48). Nach Aktivierung des RAGE kommt es zu einer Phosphorylierung und Degradation des
zytosolischen Inhibitors IkBa. AnschlieRend wird NF-kB in den Zellkern transloziert (57). Im
Zellkern fordert NF-kB die Transkription von Zytokinen, Adhasionsmolekiilen,
prothrombotische-, vasokonstriktive Genprodukte und RAGE selber. Des Weiteren werden
antiapoptotische wirkende Genprodukte wie Bcl-XI und Bcl-2 durch die Aktivierung von NF-kB
beeinflusst (57). AuRerdem wird auch vermehrt NF-kB selbst gebildet (57). Eine Besonderheit
der Aktivierung von NF-kB durch RAGE ist die Dauer der Aktivierung. So konnte gezeigt

20



werden, dass die RAGE-vermittelte NF-kB Aktivierung in vitro beim Endothel Ianger als sechs
Tage andauerte (43).
In der Mitochondria free radical theory of aging (MFRTA) wird ein Zusammenhang zwischen
dem vermehrten Vorkommen von ROS und dem Altern gesehen (59, 60). Untersuchungen
konnten jedoch zeigen, dass ROS nicht als Initiatoren des Alterns dienen und die Beziehung
zwischen ROS und dem physiologischen Alterungsprozess weit komplexer sind (59). Bis zu
einem bestimmten Level sind ROS notwendig, da sie als Mediatoren flir Prozesse dienen,
welche nachfolgend die Adaptation des Stoffwechsels ermdéglichen (60). Kommt es dariber
hinaus zu einer weiteren Erhéhung von ROS werden dagegen toxische Prozesse ausgeldst.
Um dies zu verhindern ist die Expression von antioxidativen Enzymen und Proteinen fur den
Organismus essentiell. Hier sind insbesondere die Superoxiddismutase (SOD), Catalase,
Glutathionperoxidase (GPX), Crystallin AB und DJ1 zu nennen. Durch die SOD werden zwei
Superoxide durch die Disproportionierung in Sauerstoff und Wasserstoffperoxid umgewandelt
(44).

20; +2H* - 0, + H,0,
Die SOD kann durch oxidativen Stress induziert werden (61). Man unterscheidet drei
Isoformen der Superoxiddismutase. Die SOD1 befindet sich gréRtenteils im Cytoplasma,
wahrend die SOD2 mitochondrial und die SOD3 extrazellular vorkommt (44).
Die Catalase katalysiert die Umwandlung von Wasserstoffperoxid in Sauerstoff und Wasser
(61).

2H,0, = 0, + 2H,0

Eine Stérung der Funktion der Catalase wird in Zusammenhang mit einer Vielzahl an
altersbedingten degenerativen Erkrankungen gebracht. Unter anderem mit der Pathogenese
von einer Alzheimer Demenz, Parkinson-Erkrankung oder DM ist eine Malfunktion der
Catalase vergesellschaftet (62). Die B-Zellen des Pankreas reagieren empfindlich auf
oxidativen Stress. Durch fehlende oder verminderte antioxidative Abwehr, durch Stérung der
Funktion der Catalase kann es zu einem Untergang der B-Zellen und damit zu einer
Entwicklung eines DM kommen (62).
Die Glutathionperoxidase (GPX-1) wandelt Wasserstoffperoxid in Wasser um. Dabei wird
Glutathion Uber die GSSH-Reduktase in oxidiertes Glutathion umgewandelt. Die GSSG-
Reduktase arbeitet NADPH/H* abhangig, welches zu einem grof3en Teil tUber die Glucose-6-

Phosphatdehydrogenase zur Verfigung gestellt wird (44).
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Abbildung 2-12: GPX-1 wandelt Wasserstoffperoxid in Wasser um (44).
GPX-1 findet sich in allen Zellen und ist sowohl im Zytosol, den Mitochondrien als auch den

Peroxisomen lokalisiert (63).

Crystallin-AB gehort zu der Familie der kleinen Hitzeschockproteine. Es dient als molekulares
Chaperon und hat antiapoptotische Eigenschaften. Dadurch schitzt Crystallin-AB die Zellen
vor Schadigungen (64). Crystallin-AB wird als Chaperon fur VEGF in Bezug auf die proliferative
diabetische Retinopathie als potentielles therapeutisches Target weitergehend untersucht
(65).

Homozygote Mutationen im DJ-1 konnten mit einem autosomal-rezessiven primaren
Parkinsonismus in Verbindung gebracht werden (66). Man geht davon aus, dass DJ-1 wie ein

Chaperon Proteine bei der Faltung unterstiitzt und so die Zellen vor ROS schitzt (66).
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Abbildung 2-13: Zellulare und molekularer Pathomechanismus ausgewéhlter AGE-RAGE Interaktion

PMN=  polymorphkernige  Leukozyten; NAPDH=  Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat; ROS= reaktive
Sauerstoffspezies; RNI= reaktive Stickstoffspezies; MAPK= Mitogen-activated protein kinase; ERK= extracellular-signal regulated
Kinases; MyD88= Mpyeloid differentiation primary response 88; NFkB= nukledrer Transkriptionsfaktor; IL-6= Interleukin-6;
TNFalpha= Tumornekrosefaktor alpha; IL-2= Interleukin-2; IFN-gamma= Interferon gamma; IL-10= Interleukin-10; ICAM=
intercellular adhesion molecule; IL-8= Interleukin-8; VEGF= vascular endothelial growth factor (58).
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2.7 Fragestellung
Der Einfluss des AGEs-RAGE System auf Erkrankungen, die eine hohe Progredienz im

héheren Lebensalter besitzen, wie beispielsweise das metabolische Syndrom und Diabetes
mellitus, ist bislang nicht zufriedenstellend geklart. Zu den Spatkomplikationen des Diabetes
mellitus gehort die diabetische Retinopathie. Aktuelle Studien beschaftigen sich damit,
inwieweit der RAGE und das AGE-RAGE System als Zielstruktur fir therapeutische
MalRnahmen geeignet ist (67). Insbesondere fur die diabetische Retinopathie werden hier
Ansatze diskutiert (36). Hinsichtlich der Entwicklung einer Atherosklerose konnte im Tiermodell
bereits gezeigt werden, dass eine Behandlung mit SRAGE zu einer Suppression fihrt (68).
Insgesamt wird der Einfluss der AGEs auf den Alterungsprozess kontrovers diskutiert, eine
AGE arme Diat sowie eine medikamentdse Blockade als eine mogliche Strategie eines
gesunden Alterns aber immer wieder postuliert (69). Dabei ist auch die Beziehung zwischen
ROS und Alterung Gegenstand aktueller Untersuchungen (59). Es gibt Hinweise darauf, dass
die Stimulierung des AGE-RAGE Systems zu oxidativem Stress fuhrt (43). Bereits 1956 hat
Harman eine Verbindung des Alterns und degenerativen Erkrankungen mit den freien
Radikalen beschrieben und postuliert (70). Mittlerweile wird die Beziehung zwischen ROS und
dem physiologischen Alterungsprozess akzeptiert, aber keine direkte Korrelation, sondern ein
komplexer Mechanismus angenommen, der bislang nicht vollstandig verstanden ist (59).

Um den Einfluss des AGEs-RAGE System mit Fokus auf die Retina im Alterungsprozess zu
untersuchen, wurde der B6.Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J RAGE -/- (RAXYFP) mit dem B6.Cg-
Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J (YFP) zu verschiedenen Alterszeitpunkten (4, 12, 36 und 72 Wochen)
verglichen. Die beiden Stadmme unterscheiden sich durch fehlende Expression der
extrazelluldaren Domane des RAGE im RAXYFP Stamm. Hierzu wurden folgende Parameter

untersucht:

Bestimmung von Gewicht, Blutzucker, HbA1c und Triglyceride im Serum

2. Fluoreszenzmikroskopische Analyse des retinalen Gefal3plexus mit nachfolgender
Differenzierung in die einzelnen Schichten und Quantifizierung des Volumens

3. Fluoreszenzmikroskopische Beurteilung von Pericyten und Astrozyten in den retinalen
Gefalden

4. Analyse der Genexpression des membranaren Abschnittes des RAGE sowie der
antioxidative Enzyme und Proteine SOD1, SOD2, GPX1, Catalase, Crystallin AB, DJ1

in der Retina
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien Hersteller
PBS PAA Laboratories
PBS 10x Lonza Group
BSA (Bovine Serume Albumine; Albumin Carl Roth
Fraktion V)
Triton X-100 (t- Sigma Ultra
Octylphenoxypolyethoxyethanol)
Roti®Mount FluorCare Carl Roth
3.1.2 Antikorper
Antikorper Spezies Hersteller
Priméarer Isolectin GS-IB4 Ak, Griffonia simplicifolia ThermoFisher
AT Alexa Fluor 594
Anti GFAP antibody  Huhn Abcam
(polyklonal)
Sekundarer Alexa Fluor ® 405 Ziege Abcam
Antikorper Anti-Huhn-IgY
3.1.3 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien Hersteller

1,5 ml Reagiergefal
2 ml Reagiergefaly
Deckglas
Objekttrager

Pipetten Gelb/Grau/Blau

FreeStyle Blutzucker Teststreifen
Fluoview-Immersionsél F4A0CC Typ F
EDTA-R&hrchen

BD Microlance 3 30G, REF: 304000
BD Microlance 3 25G, REF: 300400
Omnifix®-F Solo 1 ml, REF: 9161406V
Reagenzkassetten, DCA ® HbA1c Reagnet
Kit

Reflotron Cholesterin Teststreifen
Reflotron HDL Teststreifen

Reflotron Triglycerid Teststreifen

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Gerhard Menzel B. V. & Co. KG
Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH

Eppendorf

Abbott Laboratoeries

Olympus

Sarstedt AG & Co. KG

Becton Dickinson GmbH

Becton Dickinson GmbH

B. Braun Melsungen AG

Siemens Healthcare Diagnostics Ltd.

Roche Diagnostics Gmbh
Roche Diagnostics Gmbh
Roche Diagnostics Gmbh

3.1.4 Gerite
Gerate Hersteller
ADVIA®2120/120 Siemens Healthineers AG
Reflotron ® Plus Hoffmann-La Roche AG

HbA1c-POC, DCA Vantage Analyzer

Siemens Healthcare Diagnostics Ltd.

25



FluoView FV10i Olympus
Mikroskop, Carl Zeiss OPMI MD Universal Carl Zeiss AG

S3
Mikroskop, Carl Zeiss Stemi 2000 Carl Zeiss AG
Lampe, Olympus Highlight 3001 Olympus

Bindehautpinzette Modell Krefeld, 100mm, Geuder AG
chirurgisch G-31230

Irispinzette Modell Bonn, 8mm, abgewinkelt, Geuder AG
anatomisch, G-18911

Irishakchen nach Jacobi, G-16180 Geuder AG

Chirurgische Schere Aesculap

Chirurgische Pinzette Krauth + Timmermann

bauchiges Skalpell, Prazisa Figur 11/21 Dahlhausen Medizintechnik GmbH
Kataraktmesser Paramount® Surgimed LTD.
Mikro-Federschere Aesculap AG

Schitteltisch UniEquip Gmbh

Schuttelinkubator TH30, SM30 Edmund Bihler GmbH
Schitteltisch Janke & Kunkel

Prazisionswaage Sartorius Basic

Vortexer, Reax 2000 Heidolph Instruments GmbH & CO.

3.1.5 Software

Software Hersteller

Imaris Oxford Instruments

Citavi 6 Swiss Academic Software
Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation
Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation
GraphPad Prism 5 GraphPad Software

3.2 Tierexperimentelles Modell

Um den Einfluss des RAGE auf die Alterung zu untersuchen wurden der B6.Cg-Tg (Thy1-
YFP)16Jrs/J Stamm des Jackson Laboratory und der B6.Cg-Tg (Thy1-YFP)16Jrs/J RAGE -/-
Stamm gegenlbergestellt. Letzterer wurde im Institut fir Medizinische Biochemie und
Molekularbiologie der Universitatsmedizin Rostock (IBIO) durch Kreuzung auf Basis des B6
RAGE-/- Stamms der Forschergruppe um Prof Nawroth (Heidelberg) generiert. Dabei wurden
Tiere der Altersgruppe von 4 Wochen, 3 Monate, 9 Monate und 18 Monate mannlichen und
weiblichen Geschlechts verwendet. Die Tierversuche wurden entsprechend dem geltenden
Tierschutzgesetz und der Nutzerordnung der Zentralen Versuchstierhaltung der
Universitatsmedizin Rostock durchgefiihrt. Die Mause bekamen Nagetierfutter (SSNIFF der

Firma Soest) und Wasser frei zur Verfliigung.
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3.3 Organentnahme und Blutentnahme

Die Mause wurden gewogen und anschlielend mittels CO, getétet. Danach wurde der
Brustkorb der Maus mit einer chirurgischen Schere erdffnet und das Herz mit einer Kaniile
punktiert und das Blut in eine Spritze aufgesogen. Das aspirierte Blut wurde zu einer Halfte in
ein EDTA-R&hrchen, zur Blutbildanalytik mittels ADVIA, und die andere Halfte in ein
vorbereites Reagiergefald geflllt. Dieses Reagiergefal® wurde spater mit dem Vortexer Reax
2000 zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert und bei -20°C gelagert. Mit dem Skalpell
wurde ein Zentimeter des Schwanzendes der Maus abgetrennt und in 700pl TailBuffer
inkubiert. Dieses Material diente zum Nachweis des RAGE Knockout mittels Southern-Blotting

im IBIO. Die Probe wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3.1 Praparation der Retina

Die Augen der Maus wurden weit gedffnet und mit der Pinzette wurde hinter das Auge
gegriffen. Durch leichten Zug konnte das Auge hervorgezogen werden um mit der Federschere
das Auge aus der Augenhoéhle herauszuldsen. Danach wurde das Auge flr 3-5 Minuten in
einer 2% Formalinlésung inkubiert. Danach konnte die Sklera und Choroidea vom Sehnerv
ausgehend eingeschnitten und die freigelegte Retina mit dem Irishackchen in die vorbereiteten
Reagiergefalle gelegt werden. Fir die Immunfluoreszenz wurde die praparierte Retina flr
etwa 16 Stunden Uber Nacht in Formalin inkubiert, bevor mit der Farbung begonnen wurde.
Fir die Genexpression wurde sie in einer in RLT-Puffer mit Mercaptoethanol aufgenommen.
Dieses Reagiergefal® wurde an Herrn Justus Hosseini Ubergeben, der die RNA lIsolation,
cDNA-Synthese und finale quantitative Real Time PCR durchfuhrte. Hierzu verwendete er
FAM markierte Gensonden der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) fir AgeR
(MmO01134790_g1), Catalase (Mm01340247_m1), Crystallin AB (Mm00515567_m1), DJ1
(MmO00498538 m1), GPX1 (Mm00656767_g1), SOD1 (MmO01700393_g1) und SOD2
(Mm00690588 m1) sowie G6pdx (Mm00656735) als Referenzgen.

3.4 Blutanalytik

3.4.1 Glukose

Die Glukose im Blut wurde mit dem FreeStyle Freedom Blutzucker Messsystem bestimmt.
Nach Aufforderung zum Blutauftrag auf dem Messgerat wurde direkt nach der Blutentnahme
(siehe 3.2) ein Tropfen Vollblut auf den Probenbereich des Teststreifens aufgetragen. Die
Glukosekonzentration wurde mittels der Coulometrie-Technologie bestimmt. Bei der
Coulometrie werden die Elektronen gemessen, die aus der Reaktion auf dem Teststreifen
entstehen. Auf dem Teststreifen befindet sich das Enzym Glukose-Dehydrogenase (GDH) mit
dem Coenzym Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD). Wenn Blut auf den Teststreifen aufgetragen

wird, wird Glukose durch die GDH zu Gluconsaure/Gluconolacton oxidiert und das Coenzym
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FAD durch Ubertragung von Elektronen und Wasserstoff zu FADH; reduziert. FADH; reagiert
mit der oxidierten Form des Mediators (Medox) zur reduzierten Form des Mediators (Medreq).
Durch den angelegten Polarisationsstrom am Messgerat wird die Med,.q wieder zur Medox und
die freigesetzten Elektronen werden gemessen. Die Menge der gemessenen Elektronen ist

somit proportional zur Glukosekonzentration (71).

3.4.2 HbAlc

Das Hamoglobin A1 wurde mit dem DCA™ Vantage Analysesystem gemessen.
1 ul Vollblut wurde direkt nach der Blutentnahme (siehe 2.3) in die Glaskapillare des
Kapillarhalters gefillt. Der Kapillarhalter wurde in die Kassette des Hamoglobin A1c-
Reagenzkit eingesetzt. Die Kassette wurde gescannt und in den DCA Vantage eingesetzt.
Das Gesamthamoglobin wird gemessen, indem das Hamoglobin mit Kalium-Eisencyanid zu
Methamoglobin oxidiert. Dieses Methamoglobin reagiert mit Thiocyanat zum gefarbten
Thiocyanat-Methamoglobin. Die Farbentwicklung des Thiocyanat-Methamoglobin bei einer
Wellenlange von 531nm wird durch den DCA Vantage gemessen und ist proportional zur
Gesamt-Hamoglobinkonzentration. Zur Messung des HbA1. verwendet das System einen
Agglutinator mit immunreaktiven Stellen fir HbA1.. Dieser Agglutinator agglutiniert mit Latex,
welches mit HbA1. spezifischen monoklonalen Maus-Antikérpern beschichtet ist. Das HbA1.
aus der Blutprobe konkurriert mit dem antikdrperbeladenen Latex um die Bindungsstellen am
Agglutinator. Dies hat eine geringere Agglutination, somit auch eine geringere Streuung und
folglich einer verringerten Absorption des Lichtes bei 531nm zur Folge. Dieser Wert kann
mithilfe einer Kalibrationskurve in eine HbA1.-Konzentration quantifiziert werden.

Der prozentuale HbA1c Anteil wird mit der folgenden Formel berechnet: (72, 73)

[HbA1c]
[Gesamthémoglobin]x

%HbAl1c = 100

3.4.3 ADVIA

Nach der Blutentnahme (siehe 2.3) wurde das EDTA Blut tGber Nacht in den Kihlschrank bei
+8°C gelagert. Am Folgetag erfolgte die Blutanalytik am ADVIA®2120/120. Dazu wurden die
zu untersuchenden Blutproben, sowie die Kontrollblutproben aus dem Kihilschrank
genommen und mit einem Uberkopfschittler mindestens zehn Minuten auf Raumtemperatur
gebracht. Nach der Messung der Kontrollblutproben, welche zur internen Eichung fihrte,
wurde das Blutbild aus der zu untersuchenden Blutprobe erstellt. Dazu bendtigte man 180pl

Vollblut pro Probe, die automatisiert durchflusszytometrisch analysiert wurden.

3.4.4 Reflotron
Das HDL, das Cholesterin und die Triglyceride wurden mit EDTA Blut am Reflotron®Plus
bestimmt. Das Messprinzip des Reflotrons beruht auf der Reflexionsmessung in Abhangigkeit

von der Farbentwicklung der Teststreifen. Das Blut, welches am Vortag abgenommen und im
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Kuhlschrank bei +8°C gelagert wurde, ist auf die entsprechenden Teststreifen pipettiert (30ul)

und dann in die Messkammer eingefiihrt worden (74).

3.5 Immunfluoreszenz

Die Anfarbung der RetinagefalRe wurde ,basierend auf der Arbeit von Milde et al. mittels
Immunfluoreszenz, entwickelt (40). In Erganzung hierzu wurden ebenfalls die Gliazellen
angefarbt. Da es sich hierbei um eine Neuentwicklung handelt, die erst im Laufe der Arbeit
entstanden ist, erfolgte die Farbung nur exemplarisch bei einigen Tieren. Die im Folgenden
vorgestellte Methode ergab sich nach Vorversuchen mit verschiedenen Verdlinnungen. Die
verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden auf Vorrat angesetzt und vor Gebrauch

auf Haltbarkeit Uberpruft.

3.5.1 Immunfluoreszenz der Gefaf3e

Nachdem die Retina prapariert war, wurde diese in zweiprozentiger Formalinldsung bei 4°C
uber Nacht inkubiert. Danach wurde die Retina dreimal fir zehn Minuten mit PBS (phosphate
buffered saline) bei Raumtemperatur auf dem Schutteltisch von Resten der Choroidea und
Sklera befreit. AnschlieRend wurde die Retina mit PBS-0,1%Triton X100-1%BSA (PBS-TX-
BSA) fur zwei Stunden blockiert. Im nachsten Arbeitsschritt wurde die Retina mit einer
Verdinnung von 1:200 mit Isolectin B4 + Alexa 594 Gber Nacht bei 4°C dunkel gelagert. Das
Isolectin IB4 ist ein 114 kDa grofes Glykoprotein, welches von den Samen der tropischen
Hulsenfrucht Griffonia simplicifolia isoliert wird. Es kann als Sonde fir die spezifischen
Markierung von Endothelzellen dienen. Die B Untereinheit bindet an a-D-Galactosyl Reste, die
sich unter anderem auf Erythrocyten der Blutgruppe B und den Endothelzellen befinden. Durch
die Konjugation des Isolectins mit Alexa 594 konnen diese Strukturen uUber die
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden (75). Am nachsten Tag wurde die Retina
viermal fir dreiRig Minuten bei Raumtemperatur mit PBS-0,1%Triton X100 (PBS-TX) auf dem

Schuttler inkubiert, bevor die Retina eingedeckt werden konnte (40).

3.5.2 Immunfluoreszenz der Gliazellen

Um die Gliazellen mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar machen zu kénnen, wurde die
Retina, nachdem sie in zweiprozentiger Formalinldsung Uber Nacht inkubierte, dreimal mit
PBS und anschliefsend tiber zwei Stunden mit PBS-TX auf dem Schiittler gewaschen. Danach
wurde die Retina mit dem Anti-GFAP Antikérper, mit einer Verdiinnung von 1:500 tber Nacht
bei 4°C im Kihlschrank, inkubiert. Dieser primare Antikérper bindet an das GFAP der
Astrozyten in der Retina. Am nachsten Tag wurde die Retina erst dreimal fir 20 Minuten mit
PBS-TX-BSA bearbeitet, bevor sie mit Alexa 405 Goat Anti-Chicken IgY (Verdinnung: 1:1000)
fur eine Stunde abgedunkelt eingelegt wurde. Das Alexa 405 Goat Anti-Chicken IgY bindet als

sekundarer Antikdrper an den Anti-GFAP Antikorper und bringt die Astrozyten unter dem
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Fluoreszenzmikroskop zum fluoreszieren. Im nachsten Arbeitsschritt wurde das Praparat
dreimal fir 20 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schittler gewaschen und dann mit dem
Isolectin B4 (wie unter 3.4.1 beschrieben) tiber Nacht im Kiihlschrank gelassen. Abschliel3end

wurde die Retina mit PBS-TX-BSA dreimal fir 20 Minuten gewaschen und dann eingedeckt.

. Enzymkonjugierter sekundarer Antikérper
(Alexa 405 Goat Anti-Chicken IgY)

< Primarer Antikérper (Anti-GFAP Antikdrper)

A A <4+— Epitop (GFAP)

Abbildung 3-1: Indirekte Inmunhistochemie (Farbung der Gliazellen). Modifiziert nach (76).

3.6 Eindecken der Retina

Zum Eindecken der Retina wurde das Zeiss Stemi 2000 Mikroskop zusammen mit der
Olympus Highlight 3001 Lampe genutzt. Das Praparat wurde mit der Wélbung nach unten auf
den Objekttrager gelegt und dann viermal eingeschnitten (wie in Abbildung 3-2 dargestellt).
Die entstanden ,Fligel* wurden glattgestrichen und die Ubrig gebliebene Flissigkeit mit
Zellstoffpapier aufgesogen. Danach wurde ein Tropfen des Roti-Mount Fluor Care auf die
Retina getropft und mit einem Deckglaschen unter Vermeidung von entstehenden Luftblasen
bedeckt. Nachdem das Praparat angetrocknet war, wurden die Rander mit Nagellack fixiert.

Abbildung 3-2: Einschneiden der Retina (40).

3.7 Fluoreszenzmikroskopie mit dem Fluoview 10i

Bei der konfokalen Laserscanning Mikroskopie wird das Praparat zur Erstellung des
Gesamtbildes mittels eines Scans untersucht. Dadurch erfolgt die Anregung jeweils nur
punktuell mittels des Lasers, wodurch die Entstehung von Streulicht minimiert wird. Das

sogenannte "Pinhole", eine Lochblende vor dem Detektor blendet das Licht aul3erhalb des
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Focus zusatzlich aus. So erreicht nahezu nur Licht aus der Focus-Ebene den Detektor. Durch
multiple Aufnahmen in Z wird auch in dieser Achse eine gute Auflésung erreicht und eine 3D-
Rekonstruktion der untersuchten Gewebeabschnitte erméglicht (77).

Das verwendete Fluoview10i System von Olympus ist ein automatisches konfokales
Laserscanning Mikroskop (78). Nach der Auswahl der benétigten Anregungswellenlangen, in
Abhangigkeit von der Art der Farbung (LD Laser 405nm mit 22 mW flir Alexa Fluor 405 und
LD Laser 559nm mit 18 mW flr Alexa Fluor 594), wurde durch den Autofocus die richtige
Ebene aufgefunden.

Durch Bestrahlung kommt es zu einer Anregung eines Elektrons im Fluorophor, welches
dadurch in eine hdhere Schale und damit in einen instabilen Zustand fallt. Beim Ubergang von
diesem instabilen Zustand in den stabilen Zustand kommt es zu einer Energiefreisetzung. Die
resultiert in einem fluoreszierenden Licht mit langerer Wellenlange (77).

Es wurden pro Praparat zwei Bildmodalitdten aufgenommen. In der 10-fach VergréRerung
(Luftobjektiv) wurde zunachst automatisiert eine Mappe von 3 x 3 Einzelbildern aufgenommen,
sodass ein zusammenhangendes groleres Bild der Retina Uber den Computer generiert
werden konnte. In der 60-fach VergroRerung wurde von jedem Flugel (siehe Abbildung 3-2),
mittels des Olimmersionsobjektiv (NA 1.35, UPLSAPO 60x O), ein Bild mit einer Aufldsung
von 1024x1024 Pixel (x, y) eines moglichst reprasentativen Abschnitts erstellt. Die

Schichtdicke des z-Stapels zur Aufnahme des gesamten Gefalplexus betrug 1um.

3.8 Bildbearbeitung mittels Imaris

Die Bildbearbeitung erfolgte mittels des Programms Imaris (Oxford Instruments). Das am
Fluoview10i generierte 3D-Bild wurde in Imaris gedffnet. Im sogenannten ,Slice View“ konnte
das Bild (x,y) in den einzelnen z-Schichten schrittweise betrachtet und die Pericyten manuell
ausgezahlt werden.

Dabei wurde darauf geachtet, dass Pericyten, die in mehrere Schichten auftreten, lediglich
einmal gezahlt wurden. Des Weiteren konnte durch die fehlende Anfarbung nur sicher

identifizierte kapillare und postkapillare Pericyten gezahlt werden.
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Abbildung 3-3: Charakterisierung von Pericyten [modifiziert nach (79)] (links) und Auszédhlung der Pericyten (markiert
mit Pfeilen) im ,Slice-View“ exemplarisch gezeigt an einer 9 Monate alten RAxXYFP Maus (rechts).

AnschlieBend wurde der Gefallplexus in drei verschiedenen Schichten eingeteilt:
oberflachlicher (siehe 4.3.1) — intermediarer (siehe 4.3.2) — tiefer Gefalplexus (siehe 4.3.3).
Aufgrund von unvermeidbaren Unebenheiten im Praparat wurde die Einteilung manuell
vorgenommen und die jeweilige Region (region of interest, ROI) markiert. Nachfolgend wurde
die ROl im ,Surface-Tool“ des Programms genutzt um automatisiert eine Oberflache des
jeweiligen Gefaliplexus zu generieren. Die farbliche Markierung kann im Programm frei
gewahlt werden. Zur besseren Auffindbarkeit wurde in dieser Arbeit einheitlich der obere
Gefalplexus grun, der intermediare blau und der tiefe rot markiert (siehe Abbildung 4-7).
Imaris berechnet das Volumen der Gefaliplexus, die in einer Excel-Tabelle als Number of
voxels ausgegeben wurden und zur graphischen Darstellung und statistischen Auswertung

der Resultate in das Programm GraphPad Prism 5 Ubertragen wurden.

3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 5. In dem vorliegenden
Studiendesign handelt es sich um parametrisch verteilte, stetige Zielgréen. Des Weiteren
sind die Altersgruppen unverbunden, da die Tiere fur die Untersuchungen getétet werden
mussten und so nur eine einmalige Messung zu einem Zeitpunkt pro Tier moglich war. Um die
Werte zwischen den Stdammen und/oder der Alterskohorte zu bestimmen wurde eine
Varianzanalyse (ANOVA) (80) in Form eines 1way- (Einfluss des Stammes) oder 2way
ANOVA (Einfluss des Stammes und Alter) durchgeflihrt. Anschliel’end wurde ein Bonferroni-

post Test angewendet, um die falschliche Annahme einer Hypothese zu minimieren (81).
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4 Ergebnisse

In dieser Studie wurden der B6.Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J (YFP) Stamm des Jackson
Laboratory und der B6.Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/d RAGE -/~ (RAGExYFP) Stamm
gegenubergestellt. Die Tiere waren 4-, 12-, 36- oder 72 Wochen alt. So konnte der Einfluss
des RAGE Knockout altersabhangig untersucht werden.

Fuar eine grofiere Stichprobe wurden die Werte der Blutanalytik mit den Messwerten von Herrn
Justus Hosseini zusammengeflhrt und in die Statistik mit einbezogen.

Im Folgenden werden der RAXYFP (schwarze Saulen) mit dem YFP (weile S&ulen) der
verschiedenen Altersgruppen miteinander verglichen. Die Abbildungen zeigen den Mittelwert
+ den Standartfehler (SEM). Die Signifikanzen zwischen den Stdmmen wurden mit ,**
markiert, wahrend mit ,,+“ Unterschiede zwischen den Altersgruppen hervorgehoben wurden.
Eine Tendenz wurde bei 0.1=p>0.5 festgestellt. Des Weiteren wurde zwischen p<0.05 (* oder
+), p< 0.01 (** oder ++) und p< 0.001 (*** oder +++) unterschieden.

In den folgenden Abschnitt genannte Werte sind, solange nicht anders beschrieben, die

Mittelwerte der jeweiligen Untersuchung.
4.1 Blutanalytik

4.1.1 Blutzucker

Im Alter von 4 Wochen lag der Mittelwert der Blutglukose bei den RAXYFP Tieren bei 8,7
mmol/l und damit um 1,8 mmol/l héher als die Blutglukose der 4 Wochen alten YFP Tiere (6.9
mmol/l). Die relativ hohe Blutglukose der RAXYFP Tiere im Alter von 4 Wochen (8,7 mmol/l)
sank mit der Alterung ab. Die YFP Tiere zeigen einen gegenlaufigen Trend. So ergab die
Auswertung bei den 12 Wochen alten Tieren keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Stammen, wahrend bei den 36 Wochen alten Tieren die Blutglukose der YFP Tiere (8,9
mmol/l) um 1,9 mmol/l hdher war als bei den RAXYFP Tieren (7,0 mmol/l). Auch in der
Altersgruppe der 72 Wochen alten Tiere war die Blutglukose der YFP Tiere (8,7 mmol/l) héher
als die der RAXYFP Tiere (6,9 mmol/l).
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Abbildung 4-1: Blutglukose von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiR) Tieren im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen
4 Wochen (n= 19-20); 12 Wochen (n= 17-34); 36 Wochen (n= 22-23); 72 Wochen (n= 13-30); *, p<0.05; 1way ANOVA/ Bonferroni
Korrektur.

4.1.2 HbAlc

Der HbA1c zeigte sich korrelierend zur Blutglukose bei den RAXYFP Mausen im Alter von 4
Wochen (9,9 mmol/l) und 12 Wochen (22,8 mmol/l) héher als bei den YFP Tieren der gleichen
Altersgruppe (4 Wochen YFP bei 6,5 mmol/l und 12 Wochen YFP bei 19,4 mmol/l). Bei den
36 Wochen alten Tieren gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Stammen.
Analog zur Blutglukose gab es eine Umkehr im hdéheren Alter. Im Alter von 72 Wochen zeigten
sich die Werte der YFP Tiere (24,1 mmol/l) um 3,9 mmol/l héher als die Werte der RAXYFP
Mause (20,2 mmol/l).

34



w
g

™ ’ Bl RAXYFP

2 = 0O YFP
O 20 -
<
I§l *%*
£
o 10-]
<
Ie)
I ﬂ

0' T T T T

4 12 36 72
Alter (Wochen)

Abbildung 4-2: HbA1c von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tieren im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen
4 Wochen (n= 17-20); 12 Wochen (n= 17-28); 36 Wochen (n= 15-20); 72 Wochen (n= 10-27); *, p<0,05; **, p<0,01; 1way ANOVA/
Bonferroni Korrektur.

4.1.3 Blutfettwerte

4.1.3.1 Triglyceride

Bei den Triglyceriden gab es bei den 4 Wochen alten Tieren keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Stammen. Mit der Alterung der Tiere stiegen die Triglycerid-Werte des RAXYFP
Stammes deutlich, wahrend die Triglyceride des YFP-Stammes auf einem ahnlichen Niveau
verblieben. So ergab sich, dass im Alter von 12 Wochen die Werte der RAXYFP Tiere (140,9
mg/dl) signifikant héher waren als die Werte des YFP Stammes (108,7 mg/dl). Auch im Alter
von 36 Wochen verblieben die Werte des RAXYFP Stammes signifikant hdher als die
Triglyceride des YFP-Stammes. In der Altersgruppe der 72 Wochen alten Tieren lag mit 56,4
mg/dl der grote Unterschied zwischen den Stdmmen (RA-YFP (154,1 mg/dl); YFP(97,7
mg/dl)) vor.
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Abbildung 4-3: Triglyceride von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tieren im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen
4 Wochen (n= 13-21); 12 Wochen (n= 16-21); 36 Wochen (n= 15-21); 72 Wochen (n= 18-30); *, p<0,05; **, p<0,01, ***, p<0,001;
1way ANOVA/ Bonferroni Korrektur.

4.1.3.2 HDL

Die HDL waren bei den RAXYFP Tieren insgesamt hdher als bei den YFP Tieren. Generell
zeigte sich im Rahmen der Alterung bei beiden Stdmmen ein ahnlicher Verlauf. Die HDL-Werte
waren bei den 4 Wochen alten Tieren am niedrigsten und nehmen mit der Alterung zu. Bei den
36 Wochen alten Tieren erreichten beide Stamme ihr Maximum (RAXYFP= 49.0 mg/dl; YFP=
39,9 mg/dl), bevor die HDL bei den 72 Wochen alten Tieren wieder abnahmen. Bei keiner

Alterskohorte konnte jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden.
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Abbildung 4-4: HDL von RAxYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tieren im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen
4 Wochen (n= 14-18); 12 Wochen (n= 16-22); 36 Wochen (n= 15-21); 72 Wochen (n= 18-30); 1way ANOVA/ Bonferroni Korrektur

4.1.4 Blutbild

Das Blutbild wurde mit dem ADVIA®2120/120 aus dem abgenommenen EDTA-Blut erstellt.
Das Hamoglobin stieg von 8,4 g/dl (4 Wochen) auf 11,1 g/dl (12 Wochen) bei den RAXYFP
Mausen. Das entspricht einem prozentualen Anstieg von 32,14%. Bei dem YFP Stamm zeigte
sich ein vergleichbarer Anstieg des Hamoglobins von den 4 Wochen alten Tieren (8,3 mg/dl)
zu den 12 Wochen (11,4 mg/dl) alten Tieren um 37,35%. Der Hamoglobinwert blieb wahrend
der Alterung auf einem ahnlichen Wert wie bei den 12 Wochen alten Tieren und zeigte zu
keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied zwischen den Stammen.

Die weiflden Blutkdrperchen (white blood cells, WBC) waren im Alter von 4 und 12 Wochen bei
den RAXYFP Tieren jeweils signifikant hoher als bei den YFP Tiere. Bei den 4 Wochen alten
RAXYFP Mausen lagen die WBC bei 9,8x10”3/ul und blieben bis zum Alter von 12 Wochen
konstant (10x1073/pul). In der weiteren Alterung sank der Wert um 20% auf 8x1073/ul. Bei den
36 und 72 Wochen alten Mausen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Stammen. Beim YFP-Stamm zeigten sich die WBC relativ konstant. Zwischen den 4 Wochen
alten YFP Tieren (7,8x1073/pl) und den 72 Wochen alten Tieren (7,4x10”3/ul) des gleichen
Stammes lag lediglich ein Unterschied von 5,13% vor.

Bei den Neutrophilen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Stammen. Bei
beiden Stdmmen zeigte sich, dass die Neutrophilen im Rahmen der Alterung zunahmen. Je
dlter die Tiere beider Stamme, desto hoher wurde auch der prozentuale Anteil der
Neutrophilen. Bei den 4 Wochen alten Tieren lag der prozentuale Anteil der Neutrophilen bei
5,2% (RAXYFP) bzw. 5,9% (YFP). Mit der Alterung kam es beim RAXYFP Stamm im Vergleich
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zwischen den 4 Wochen alten Tieren und den 72 Wochen alten Tieren zu einem Anstieg von
155,8% auf 13,3%. Bei dem YFP Stamm kam es im gleichen Zeitraum zu einem Anstieg von
137,3%.

Die Monozyten zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den Stadmmen. Der
prozentuale Anteil der Monozyten lag bei jeder Altersgruppe beim YFP-Stamm héher als beim
RAXYFP-Stamm. Bei beiden Stdmmen war der Anteil der Monozyten bei den 72 Wochen alten
Mausen mit 3,1% am hdchsten.

Die Lymphozyten zeigen bei den Mausen im Vergleich zum Menschen einen hohen
prozentualen Anteil. Im Alter von 4 Wochen lag der prozentuale Anteil der Lymphozyten beim
RAXYFP Stamm um 5,66% signifikant héher als beim YFP Stamm. Mit der Alterung nahm der
Anteil der Lymphozyten bei beiden Stammen ab. Bei den 72 Wochen alten Tieren lag der Wert
bei 78,1% (RAXYFP) und 75,3% (YFP) und damit um 12% bzw. 9,7 % niedriger als bei dem 4

Wochen alten Tieren.
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Abbildung 4-5: Blutbild von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tieren im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen

Hamoglobin: 4 Wochen (n= 15-17); 12 Wochen (n= 10-22); 36 Wochen (n= 14-23); 72 Wochen (n= 16-28)
: White blood cells: 4 Wochen (n= 15-17); 12 Wochen (n= 10-22); 36 Wochen (n= 14-23); 72 Wochen (n= 16-28)
Neutrophile: 4 Wochen (n= 15-17); 12 Wochen (n= 10-22); 36 Wochen (n= 14-23); 72 Wochen (n= 16-28)
Monozyten: 4 Wochen (n= 15-17); 12 Wochen (n= 10-22); 36 Wochen (n= 14-23); 72 Wochen (n= 16-28)
Lymphozyten: 4 Wochen (n= 15-17); 12 Wochen (n= 10-22); 36 Wochen (n= 14-19); 72 Wochen (n= 16-28)
*, p<0,05; **, p<0,01, ***, p<0,001; 1way ANOVA/ Bonferroni Korrektur

moowz
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4.2 Gewichtsverlauf

Der Gewichtsverlauf zeigte sich bei beiden Geschlechtern vergleichbar. Mit zunehmendem
Alter nahmen die Mause bei beiden Geschlechtern und Stdmmen an Gewicht zu und waren
mit 72 Wochen am schwersten. Die RAXYFP Tiere waren in allen Altersgruppen schwerer. Bei
den 72 Wochen alten weiblichen Tieren war dieser Unterschied signifikant. Die 72 Wochen
alten RAXYFP Tiere waren mit 32,8g um 6,3g schwerer als die YFP Tiere der gleichen
Altersgruppe. Bei den Mannchen waren die 4 Wochen alten RAXYFP Tieren signifikant
schwerer als die YFP Mause. Ebenso zeigte sich bei den 36 und 72 Wochen alten Tiere ein
Unterschied. Die RAXYFP Tiere waren mit 34,4g (36 Wochen) bzw. 38,0g (72 Wochen)
signifikant schwerer als die YFP Tiere (30,5g (36 Wochen) bzw. 34,6g (72 Wochen)).

72
Abbildung 4-6: Gewichtsverlauf von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tieren im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen,
Weibchen (w) versus Médnnchen (m)

4 Wochen w (n= 10-11), m (n=9); 12 Wochen w (n= 12-19), m (n=5-15); 36 Wochen w (n= 6-10), m (n= 11-14); 72 Wochen w
(n=6-11), m (n=7-19); *, p<0,05; **, p<0,01, ***, p<0,001; 1way ANOVA/ Bonferroni Korrektur.

Weibchen Mannchen

B
o
1
a
o

*k

1 T (1N (10 (R 18 1

36 72 6
Alter (Wochen) Alter (Wochen)

w
o
1
»
o
1

w
o
1

Gewicht in [g]
N
o
Gewicht in [g]
N
o

-
o

-

o

o

Bl RAXYFP 3 YFP

4.3 Retina

Die am Fluoview10i (Olympus) mit 60-facher VergréRerung aufgenommenen 3D Bilder wurden
wie unter 3.6 beschrieben im Programm Imaris (Oxford Instruments) ausgewertet. Die
Festlegung der Oberflachen erfolgte manuell, wahrend das Programm nachfolgend aus den
generierten Oberflachen automatisch das Volumen berechnete (Number of Voxels). Im
Folgenden ist ein Beispiel der Aufteilung in die drei GefalRplexus und die Bearbeitung mit

Imaris gezeigt.
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Abbildung 4-7: Darstellung der Bildbearbeitung und Auswertung der mittels Isolectin B4 + Alexa 594 angefarbten GefaRe
in der Retina am Beispiel einer 9 Monate alten weiblichen Maus des YFP-Kontrollstamm.
Die erste Zeile zeigt den dreidimensionalen, gesamten Gefalplexus (GP). Die nachste Zeile stellt den oberflachlichen
GefaBplexus (OG) dar. Darunter befindet sich die Darstellung des intermediaren GefaRplexus (IG) und ganz unten des tiefen

GefaRplexus (TG). Links ist jeweils das unbearbeitete Bild dargestellt, wahrend rechts das mittels des Surface Tool von Imaris
(Oxford Instruments) bearbeitete Bild zu sehen ist.




4.3.1 Oberflichlicher Gefaf3plexus

Beim oberflachlichen Gefaliplexus zeigte sich bei den 4 Wochen alten Tieren ein signifikant
héheres Volumen im RAXYFP als im YFP Stamm. In der Altersgruppe der 12 Wochen alten
Mausen war das Volumen bei den YFP Tiere hoher als das Volumen der RAXYFP Tiere. Bei
den 36 Wochen alten Tieren kam es wiederum zu einer Umkehr und das Volumen der RAXYFP
Tiere Uberstieg das Volumen der YFP Tiere. Die Unterschiede in den beiden Alterskohorten
waren jeweils nicht signifikant. Bei den alten Tieren (72 Wochen) gab es auch tendenziell keine
Unterschiede zwischen den Stdmmen. Altersabhangig zeigten beide Stdmme ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 4-8 Das Volumen des oberflachlichen GefaBplexus von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tieren im Alter von
4,12, 36 und 72 Wochen

4 Wochen (n= 32-33); 12 Wochen (n= 28-30); 36 Wochen (n= 30-35), 72 Wochen (n= 32); *, p<0,05; Tendenz= 0.1>p>0.5; 1way
ANOVA/ Bonferroni Korrektur.
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Abbildung 4-9: Exemplarische Darstellung des oberflachlichen GefaBplexus jeweils eines RAXYFP (linke Spalte) und
YFP (rechte Spalte) Tiers im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen.




4.3.2 Intermediirer Gefif3plexus

Im Intermedidaren Gefalplexus gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Stammen der gleichen Alterskohorte. Wahrend in den Altersgruppen von 4- und 12 Wochen
jeweils der RAXYFP Stamm ein gréReres Volumen hatte, kam es in der Altersgruppe von 36
Wochen zu einer Angleichung der Volumina. In dieser Altersgruppe lag das Volumen der YFP
Tiere mit 374118 number of voxels héher als das Volumen der RAXYFP Tiere mit 357418
number of voxels. In der Altersgruppe von 72 Wochen war die Differenz mit 81691 number of
voxels zugunsten des YFP Stammes grofer, jedoch nicht signifikant. Des Weiteren zeigte sich
die signifikante Abnahme des Volumens im RAxXYFP Stamm in der Altersgruppe von 12

Wochen im Vergleich mit den 36 Wochen alten Tieren des gleichen Stammes.
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Abbildung 4-10: Das Volumen des intermedidren GefaBplexus von RAxXYFP (schwarz) und YFP (wei) Tieren im Alter von
4,12, 36 und 72 Wochen

4 Wochen (n= 32-34); 12 Wochen (n= 28-30), 36 Wochen (n= 30-35); 72 Wochen (n= 32); +++, p<0,001; 1way ANOVA/ Bonferroni
Korrektur.
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Abbildung 4-11: Exemplarische Darstellung des intermedidren GefaBplexus jeweils eines RAXYFP (linke Spalte) und YFP
(rechte Spalte) Tiers im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen.




4.3.3 Tiefer Gefif3plexus

Im tiefen Gefalplexus stieg das Volumen im RAXYFP Stamm von der Altersgruppe der 4
Wochen alten Tieren zu den 12 Wochen alten Tieren. Dieser Unterschied war nicht signifikant.
Im Vergleich der 12 Wochen alten RAXYFP Tieren zu den 36 Wochen alten Tieren des
gleichen Stammes sank das Volumen signifikant ab. Mit der weiteren Alterung, von 36 Wochen
auf 72 Wochen stieg das Volumen des tiefen Gefaliplexus wieder signifikant an. Beim YFP
Stamm gab es dagegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Altersgruppen. Bei den 4, 12 und 72 Wochen alten Tieren war das Volumen des RAxXYFP
Stammes jeweils grof3er als das Volumen des YFP Stammes. Nur in der Altersgruppe der 36
Wochen alten Tiere war das Volumen im YFP Stamm gréf3er als im RAXYFP Stamm. Diese

Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abbildung 4-12: Das Volumen des tiefen GefaBplexus von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiR) Tieren im Alter von 4,12,
36 und 72 Wochen

4 Wochen (n= 32-34); 12 Wochen (n= 28-30), 36 Wochen (n= 30-35); 72 Wochen (n= 32); ++, p<0,01; 1way ANOVA/ Bonferroni
Korrektur.
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Abbildung 4-13: Exemplarische Darstellung des tiefen GefaBplexus jeweils eines RAXYFP (linke Spalte) und YFP (rechte
Spalte) Tiers im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen.




4.3.4 Vergleich der Schichten des Gefifdplexus iiber die Zeit in den Stimmen

In der Altersgruppe der 4 Wochen alten Mausen gab es innerhalb des RAXYFP Stammes
keinen signifikanten Unterschied im Volumen der unterschiedlichen Gefaliplexus. Bei den 12
Wochen alten Tieren war der tiefe Gefal3plexus mit 762997 number of voxels signifikant groRer
als der obere (537949 number of voxels). Mit der Alterung (36 Wochen) kam es zu einer
Umkehr des Verhaltnisses und der obere Gefaliplexus hatte signifikant mehr Volumen als der
tiefe. Auch der Volumenunterschied der Gefalle zwischen dem oberflachlichen - und
intermediaren Gefalplexus war signifikant. Im Alter von 72 Wochen hatte der tiefe
Gefallplexus dann wieder am meisten Volumen. Der Unterschied zum intermediaren
Gefallplexus in dieser Altersgruppe war signifikant, der Unterschied zum oberflachlichen

Gefaliplexus tendenziell.
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Abbildung 4-14: Das Volumen der einzelnen Schichten des retinalen GefaBplexus im Alterungsprozess des RAxYFP
Stammes
OG= Oberflachlicher Gefaliplexus (griin); IG= intermediarer GefalRplexus (blau); TG= tiefer Gefaliplexus (rot); 4 Wochen (n= 33-
34); 12 Wochen (n= 28); 36 Wochen (n= 30); 72 Wochen (n= 32); *, p<0,05; **, p<0,01, ***, p<0,001; 2way ANOVA/ Bonferroni
Korrektur.
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Im YFP Stamm zeigte sich in der Altersgruppe der 4 Wochen alten Tiere, dass der tiefe
Gefallplexus am meisten Volumen (593543 number of Voxels) hat. Der obere- (473959
number of voxels) sowie der intermediare Gefaliplexus (463118 number of voxels) besallen
in dieser Altersgruppe untereinander nur eine kleine Differenz im Volumen. Der jeweilige
Unterschied zum tiefen Gefaliplexus war allerdings nicht signifikant. Bei den YFP Tieren hatte
der intermediare Gefallplexus in allen Altersgruppen am wenigsten Volumen. Bei den 12
Wochen alten Tieren hatte der obere Gefaliplexus deutlich an Volumen zugenommen, so dass
nun ein signifikanter Unterschied zum intermediaren Gefal3plexus detektiert werden konnte.
Bei den 36 Wochen alten Tieren glichen sich die Volumina des oberflachlichen (613006
number of voxels) und des tiefen Gefaliplexus (602891 number of voxels) weiter an. Die
Gefalle dieser beiden Schichten hatten signifikant mehr Volumen im Vergleich zum
intermediaren Gefaliplexus. Bei den 72 Wochen alten Tieren zeigt sich ein vergleichbares Bild
zum RAXYFP Stamm. Das Volumen des tiefen Gefalplexus war am groften und der

Unterschied zum intermediaren, aber nicht zum oberflachlichen Gefaliplexus, signifikant.

800000.0-
-~ YFP Surface 1

700000.04 - YFP Surface 2

-~ YFP Surface 3
600000.0- { ok

**

*k*

500000.0- el

400000.0

Volumen (number of voxels)

300000.0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Alter (Wochen)

Abbildung 4-15: Das Volumen der einzelnen Schichten des retinalen GefdBplexus im Alterungsprozess des YFP
Stammes
OG= Oberflachlicher Gefalplexus (grun); IG= intermediarer Gefalplexus (blau); TG= tiefer Gefallplexus (rot); 4 Wochen (n= 32);
12 Wochen (n= 30); 36 Wochen (n= 35); 72 Wochen (n= 31-33); *, p<0,05; **, p<0,01, ***, p<0,001; 2way ANOVA/ Bonferroni
Korrektur.
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4.3.5 Vergleich des gesamten Gefifdplexus zwischen den Stimmen

Um den gesamten retinalen Gefal3plexus des RAXYFP mit dem YFP Stamm vergleichen zu
kénnen, wurden die Volumina der einzelnen Gefalischichten addiert.

Sowohl bei den 4 Wochen alten Tieren als auch bei den 12 Wochen alten Tieren war das
Volumen des gesamten Gefaliplexus beim RAXYFP Stamm signifikant héher als beim YFP
Stamm. Mit der Alterung sank das Volumen im RAXYFP signifikant ab (12 im Vergleich zu 36
Wochen) und war im Alter von 36 Wochen im YFP Stamm sogar etwas hoher als im RAXYFP
Stamm. Wahrend der weiteren Alterung (bis 72 Wochen) kam es zu einer vergleichbaren

Volumenzunahme in beiden Stammen.
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Abbildung 4-16: Das Volumen des gesamten retinalen GefaBplexus im Alterungsprozess der RAXYFP (orange) und YFP
(schwarz) Stammes

4 Wochen (n=32-33); 12 Wochen (n= 28-30); 36 Wochen (n= 30-35); 72 Wochen (n= 32); *, p<0,05; **, 2way ANOVA/ Bonferroni
Korrektur.

54



4.3.6 Pericyten

Die Auszahlung der Pericyten erfolgte auf Basis der gleichen 3D Bilder, die fur die Auswertung
des Gefaliplexus verwendet wurden. Sie ergab, dass in den Altersgruppen von 4 und 36
Wochen die Mause des RAXYFP Stammes jeweils signifikant mehr Pericyten hatten als die
Mause des YFP Stammes. Bei den 72 Wochen alten Tieren hatten dagegen die YFP Tiere
mehr Pericyten, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Bei Betrachtung des
Alterungsverlaufs innerhalb eines Stammes liel3 sich erkennen, dass die 4 Wochen alten
RAXYFP Tiere mit 19,5 Pericyten signifikant mehr Pericyten besallen als die 12 (15,0
Pericyten) und 72 Wochen (13,1 Pericyten) alten Tiere. Des Weiteren wiesen die 36 Wochen
alten RAXYFP Mause durchschnittlich 6,4 Pericyten mehr als die 72 Wochen alten Tiere des

gleichen Stammes auf. Dieser Unterschied war signifikant.
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Abbildung 4-17: Die Anzahl der Pericyten von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tiere im Alter von 4,12, 36 und 72
Wochen

4 Wochen (n= 31-32); 12 Wochen (n= 28-30), 36 Wochen (n= 32-35); 72 Wochen (n= 32); +, p<0.05; ++, p<0,01; +++, p<0,001
1way ANOVA/ Bonferroni Korrektur.
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4.3.7 Fluoreszenzmikroskopische Bilder der Astrozyten

Die Astrozyten (Gliazellen) des oberflachlichen Gefafplexus sind zentraler Bestandteil der
neurovaskuldren Einheit der Retina. lhre Dichte wurde in den 12, 36 und 72 Wochen alten
Tieren exemplarisch betrachtet. Da nicht in allen Tieren der Nachweis erfolgte und eine weitere
methodische Entwicklung insbesondere flir den Nachweis in den 4 Wochen alten Tieren
notwendig ist, wurde keine quantitative Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen durchgefihrt. Anhand dieser vorlaufigen Ergebnisse liel3 sich im Altersverlauf im
RAXYFP Stamm keine Veranderung der Interaktion zwischen Astrozyten und Gefal3en
detektieren. Beim YFP-Stamm erschien das Netzwerk der Astrozyten bei den 36 Monate alten
Tieren starker ausgepragt, wahrend es bei den 72 Monate alten Tieren reduziert wirkte.
RAxYIfP » YFP_

A
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Abbildung 4-18: Exemplarische Darstellung der mittels GFAP angefarbten Astrozyten (blau) und deren Interaktion mit
dem oberflachlichen GefaBplexus (rot) jeweils eines RAXYFP (linke Spalte) und YFP (rechte Spalte) Tiers im Alter von
12, 36 und 72 Wochen.
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4.4 Genexpression

4.4.1 Enzyme der antioxidativen Abwehr in der Retina

Die Genexpressionsanalyse von ausgewahlten antioxidativen Enzymen und Proteinen der
Retina sowie des membranaren Anteil des RAGE wurden aus den asservierten Proben durch
Herrn Justus Hosseini am IBIO durchgefihrt. Die Rohdaten wurden zur Verfugung gestellt und
in GraphPad Prism 5 analysiert.

Bei allen untersuchten Enzymen und Proteinen (SOD1, SOD2, GPX, Catalase, Crystallin AB,
DJ1), die zur Reduktion des oxidativen Stresses in der Retina beitragen kénnen, war die
relative Expression bei den 4 Wochen alten Tieren im RAXYFP Stamm héher als im YFP
Stamm. Bis auf die Expression von Crystallin AB waren alle Unterschiede signifikant.

Bei der SOD1 zeigte sich innerhalb des RAXYFP Stammes eine hohe relative Expression in
den jungen Altersgruppen, die im Rahmen der Alterung kontinuierlich abnahm. Im Alter von 4
(6,2x108 relative Expression/G6pdx) und 12 Wochen (6,0x10° relative Expression/G6pdx) war
die relative Expression der SOD1 jeweils signifikant héher als die relative Expression in der
Altersgruppe von 72 Wochen (3,6x10° relative Expression/G6pdx). Bei den YFP Tieren war
die relative Expression dagegen bei den 4 Wochen alten Tieren signifikant geringer als bei den
12 Wochen alten Tieren. Nach diesem Anstieg nahm die relative Expression im Rahmen der
weiteren Alterung wieder ab. Mit 5,4x10° relative Expression/G6pdx war der Wert bei den 12
Wochen alten YFP Mausen signifikant hoher als bei den 72 Wochen (2,8x10° relative
Expression/G6pdx) alten Mausen desselben Stammes.

Mit 1,1x107 relative Expression/G6pdx war die SOD2 in der Altersgruppe von 4 Wochen
innerhalb des RAxXYFP Stammes am hochsten. Der Unterschied zu den Altersgruppen
desselben Stammes war immer signifikant. Im YFP Stamm lie} sich tendenziell erkennen,
dass die relative Expression der SOD2 bis zur Altersgruppe der 36 Wochen alten Tieren
kontinuierlich zunahm, bevor die relative Expression im Alterungsprozess bei den 72 Wochen
alten Tieren wieder abnahm.

Auch die relative Expression der GPX1 war innerhalb des RAXYFP Stammes bei den 4
Wochen alten Tieren signifikant am héchsten. Mit der Alterung nahm die relative Expression
ab, bevor es wiederum zu einem signifikanten Anstieg in der Expression von den 36 Wochen
alten Tieren zu den 72 Wochen alten Tieren kam. Innerhalb des YFP Stammes kam es im
Rahmen der Alterung tendenziell zu einer kontinuierlichen Abnahme der Expression von
GPX1.

Im RAXYFP Stamm war auch bei der Catalase die relative Expression/G6pdx mit 7,6x10° im
Alter von 4 Wochen signifikant héher als in den anderen Altersgruppen. Bei den YFP Tieren
war das Verhaltnis der Expression zwischen den Altersgruppen ahnlich dem Verhaltnis der
Expression der SOD1 im YFP Stamm. Die 12 Wochen alten YFP Méause zeigten mit 4,2x10°
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relative Expression/G6pdx das Maximum. Der Unterschied zu den 36 und 72 Wochen alten
YFP Tieren war signifikant.

Bei der Expression von Crystallin AB zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Stammen im Alter von 12 Wochen. In dieser Altersgruppe exprimierten RAXYFP Tiere mit
4,0x108 signifikant mehr Crystallin AB als die YFP Tiere der gleichen Altersgruppe (1,5x10°
relative Expression/G6pdx). Im RAXYFP Stamm war die Expression bei den 4 Wochen alten
Tieren (5,3x108 relative Expression/G6pdx) am hdchsten, nahm aber zu den 12 Wochen alten
Tieren nur tendenziell ab. Die Expression bei den 4 und 12 Wochen alten Tieren war fir
Crystallin AB jeweils hoher als die Expression bei den 36 und 72 Wochen alten RAXYFP
Tieren.

Die Expression des DJ1 nahm innerhalb des RAXYFP Stammes im Rahmen der Alterung
kontinuierlich ab. Die Expression bei den YFP Tieren nahm dagegen bis zu einem Alter von
36 Wochen (4,4x10° relative Expression/G6pdx) zu, im Vergleich zu den 4 Wochen alten
Tieren war dieser Unterschied signifikant. Mit 2,6x10° relative Expression/G6pdx DJ1 bei den
72 Wochen alten YFP Mausen war die Expression dann signifikant geringer als bei den 36

Wochen alten YFP Mausen. Im YFP Stamm ahnelte das Expressionsmuster dem der SOD2.
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Abbildung 4-19: Genexpressionsanalyse der Retina von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) im Alter von 4,12, 36 und 72
Wochen

A: SOD 1= Superoxiddismutase 1; B: SOD 2= Superoxiddismutase 2; C: GPX1= Glutathionperoxidase 1; D: Catalase; E: Crystallin
AB; F: DJ1 4 Wochen (n= 8-12); 12 Wochen (n= 12), 36 Wochen (n= 12); 72 Wochen (n= 12); +, p<0.05; ++, p<0,01; +++,***
p<0,001 1way ANOVA/ Bonferroni Korrektur.
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4.4.2 Expression des RAGE in der Retina

Im RAXYFP Stamm fehlt die extrazellulare Domane des RAGE (82). Im Folgenden ist die
relative Expression/G6pdx vom verbleibenden membranaren Anteil des RAGE dargestellt.
Innerhalb des RAXYFP Stamm zeigte die RAGE Expression im Alterungsprozess keine
signifikante Veranderung. Tendenziell nahm die Expression zwischen den 4 und 12 Wochen
alten Tieren zu. Im YFP Stamm zeigte sich dagegen ein Anstieg der Expression mit der
Alterung. Die Expression des RAGE erreichte im YFP Stamm bei den 36 Wochen alten Tieren
mit 16088 relative Expression/ G6pdx ihr Maximum. Bei den 72 Wochen alten Tieren
prasentierte sich dagegen eine Abnahme in der Expression auf 59084,6 relative Expression/
G6pdx auf das Niveau der 4 Wochen alten Tiere. Die Unterschiede zwischen den 12 und 36
Wochen alten YFP Mausen zu den anderen Altersgruppen (4 und 72 Wochen alten Mausen)

des gleichen Stammes waren jeweils signifikant.
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Abbildung 4-20: Genexpressionsanalyse des membranédren Anteil des RAGE in der Retina von RAXYFP (schwarz) und
YFP (weiB) Tieren im Alter von 4,12, 36 und 72 Wochen

4 Wochen (n= 8-12); 12 Wochen (n= 12), 36 Wochen (n= 12); 72 Wochen (n= 12); +++, ***, p<0,001 1way ANOVA/ Bonferroni
Korrektur.
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5 Diskussion

Der Einfluss des AGE-RAGE Systems auf eine Vielzahl von altersbedingten Erkrankungen
wurde mehrfach beschrieben (10, 32, 36).

Der schadigende Einfluss des AGE-RAGE Systems auf Gefalde konnte in zahlreichen Studien
nachgewiesen werden. Wie in der Einleitung beschrieben zeigt sich die Pathophysiologie der
diabetischen Retinopathie daher eng mit dem AGE-RAGE System verknipft (83, 84). Durch
die Blockade des AGE-RAGE-Systems erhofft man sich neue Therapieformen (55).

Perkins et al. untersuchten an gesunden ubergewichtigen Menschen den Effekt einer
kontrolliert induzierten Hyperglykdmie und deren Einfluss auf das AGE-RAGE System und
oxidativen Stress (85). Hier konnte gezeigt werden, dass sich die Konzentration von Markern
des oxidativen Stresses als auch die AGEs (bis auf CML) verringern (85). Diese Ergebnisse
sind widersprichlich zu dem Anstieg von AGEs nach postprandialem Blutzuckeranstieg in
Typ-1 Diabetikern (86) und Typ-2 Diabetikern (87). Dieser vermeintliche Widerspruch lasst das
steigende Interesse an personalisierter Medizin gut nachvollziehen. Die personalisierte
Medizin versucht das Individuum auf unterschiedlichen Ebenen (dem Genom und Proteom,
als auch biochemischer Vorgange und dem Verhalten) zu verstehen und eine zielgerichtete,
individuelle Therapie zu verfolgen. Der Gedanke der personalisierten Medizin ist unter
anderem aus der Beobachtung entstanden, dass die gleiche Therapie an zwei
unterschiedlichen Patienten zu verschiedenen Effekten fuhrt. Dadurch lassen sich trotz
gleicher Klassifizierung interindividuell sehr unterschiedliche Krankheitsverlaufe beobachten
(88). Die Idee der personalisierten Medizin zeigt auf, wie wichtig es ist, zumindest die Prozesse
und Veranderungen des physiologischen Alterns zu bericksichtigen, denn haufig liegt der
interindividuelle Unterschied im Lebensalter begriindet.

Um den Einfluss des AGE-RAGE Systems unter Bericksichtigung des Lebensalters zu
untersuchen wurde in dieser Studie der B6.Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J RAGE -/- (RAXYFP) mit
dem B6.Cg-Tg(Thy1-YFP)16Jrs/J (YFP) im Alterungsprozess miteinander verglichen. Es
wurden das Gewicht, Glukose und Triglyceride im Blut, das Blutbild, die GefalRe und die
antioxidativen Enzyme in der Retina untersucht und in verschiedenen Altersgruppen
miteinander verglichen. Der RAXYFP Stamm unterscheidet sich vom YFP Stamm durch das
Fehlen der extrazellularen Domane des RAGE (82).

Im Hinblick auf diese Studie stellt sich die Frage, inwieweit die Blockade des AGE-RAGE
Systems von Vorteil ist und ob dieser Benefit dauerhaft oder auf eine bestimmte Phase des
Lebens beschrankt ist. Des Weiteren gilt es zu diskutieren, inwieweit Effekte, die an RAXYFP
Tieren gezeigt werden, sich mit Ergebnissen einer medikamentdsen Blockade des AGE-RAGE
Systems im Tiermodell vergleichen lassen. Generell gilt es zu hinterfragen, welche der in

Tierstudien gezeigten Effekte auf den Menschen Ubertragbar sind. Haufig werden Experimente
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an diabetischen Jungtieren durchgefiihrt, die nicht ohne Weiteres auf zumeist altere Typ-2
Diabetiker Ubertragbar sind.

12,5 20 30-38 56
Alter in

Mensch Hahran

( [ 20-30 Jahre | | 38-47 Jahre | [ 56-69 Jahre |

Abbildung 5-1 Altersvergleich zwischen Maus (in Wochen) und Mensch (in Jahren) [modifiziert nach (89)]

5.1 Blutanalytik

5.1.1 Blutzucker und HbA1c der RAXYFP Tiere im Vergleich mit den YFP Tieren

Die 4 Wochen alten RAXYFP Tiere zeigten hdohere Blutglukosewerte als die YFP Tiere. Im
Alter von 12 Wochen glichen sich dann beide Tierstamme an. Im Alter von 36 und 72 Wochen
war dann die Blutglukose bei den YFP Tieren héher als bei den RAXYFP Tieren. Daraus lasst
sich ableiten, dass der Effekt des RAGE Knockout altersabhangig ist. Es ist bereits
beschrieben worden, dass das AGE-RAGE System durch die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen, wie zum Beispiel dem TNF-a, zu einer Insulinresistenz und
in der Folge zu einer Stérung der Glukosetoleranz fuhren kann (90). Passend zu diesen
Befunden zeigten sich auch in Rahmen dieser Studie erhdhte Blutglukose- und HbA1c-
Konzentrationen bei den YFP Tieren im hoéheren Alter. Alle ermittelten Werte befanden sich
aber im Normbereich. Eine Hyperglykdmie oder diabetische Stoffwechsellage konnte zu
keinem Zeitpunkt festgestellt werden. Bei den RAXYFP Tieren, kdnnen die AGEs nicht den
RAGE binden und so die Entwicklung einer Insulinresistenz und gestérten Glukosetoleranz
triggern. Um diese Hypothese weiter abzusichern, sollte man bei den 36 und 72 Wochen alten
YFP Tieren einen Glukosetoleranztest und den HOMA-IR bestimmen.

5.1.2 Fettstoffwechsel und Gewicht der RAXYFP Tiere im Vergleich mit den YFP-Tieren

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die HDL Plasmakonzentration durch den RAGE
erniedrigt wird (91). Ein Zusammenhang zwischen einer niedrigen HDL Konzentration und
dem Risiko arteriosklerotischer, kardiovaskuldren Erkrankungen wurde oftmals postuliert.
Neuere Untersuchungen lassen einen antiarteriosklerotischen Effekt des HDL unabhangig von
der Plasmakonzentration vermuten (92). Zudem gelang der Nachweis, dass CML-AGEs den

zellularen Cholesterin Efflux reduzieren und dieser Effekt iber den RAGE vermittelt wird (91).
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In dieser Studie zeigte sich in jeder Altersgruppe das HDL im RAXYFP Stamm hoéher als im
YFP Stamm. Der altersabhangige Verlauf, mit dem Héchstwert der Plasmakonzentration bei
den 36 Wochen alten Tieren, ist bei beiden Stammen gleich. Es ist zu vermuten, dass die
Unterschiede zwischen den Stammen mit einer grélieren Kohorte signifikant sind.

Die Aufnahme von hohen Konzentrationen an AGEs, insbesondere durch hoch verarbeitete
Nahrung, ist ein Pradikator fir die Entwicklung einer friheren Insulinresistenz. Das konnte
sowohl in gesunden Menschen als auch solchen, die an Diabetes mellitus erkrankt sind,
nachgewiesen werden (93). AuRerdem sind AGEs appetitanregend und férdern damit
Uberernahrung und in der Konsequenz Ubergewicht (93).

Uber das AGE-RAGE System kommt es zu einer hoheren Expression von
proinflammatorischen Zytokinen. Neben TNFa, welches die Insulinresistenz und Lipolyse in
Adipozyten fordert, kann Interleukin-6 zu einer Hypertriglyceridamie Uber eine erhdhte Lipolyse
und einer vermehrten Sekretion von Triglyceriden aus der Leber fihren (94). Demgegenuber
konnte aber auch eine Interaktion der AGEs mit CD36 nachgewiesen werden. CD 36 vermittelt
die Endozytose von AGEs in Adipozyten und beeinflusst damit die Entwicklung von
Ubergewicht und Insulinresistenz (95).

In dieser Studie bekamen die Tiere beider Stamme die gleiche Standarddiat ad libitum.
Trotzdem war bei den RAXYFP Tieren beider Geschlechter das Gewicht hdher als bei den
YFP Tieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass der RAGE einen Einfluss auf die
Gewichtsentwicklung hat. Es lasst sich vermuten, dass der RAGE im Vergleich zu anderen
AGE-Rezeptoren bei der Entwicklung von Ubergewicht von untergeordneter Rolle ist.
Dadurch, dass die AGEs im RAXYFP Stamm nicht an den RAGE binden konnen, lasst sich
postulieren, dass anderen Signalwege, mdglicherweise vermittelt Gber CD 36, vermehrt aktiv
sind und es so zu einer erhohten Gewichtszunahme der RAXYFP Tiere im Vergleich mit den
YFP Tieren kommt.

Bei den Triglyceriden zeigte sich eine hdhere Konzentration von Triglyceriden im Plasma bei
den RAXYFP Tieren. Dieser Unterschied wurde ab der Altersgruppe der 12 Wochen alten
Tieren signifikant. Diese Ergebnisse lassen sich gut mit dem Zusammenhang zwischen
Hypertriglyceridamie und Ubergewicht in Einklang bringen. Demgegeniiber steht die erhdhte
Blutglukose bei den YFP Tieren im hohen Alter. In den aktuellen Empfehlungen zur
Behandlung der Hypertriglyderidamie sind Lifestyle-Modifikation, Blutzuckermanagement und
Gewichtsreduktion die ersten und vordergriindigen Interventionen mit einem Potential die
Triglyceride um bis zu 70 % zu senken (96). Ob eine Abnahme der AGEs hierbei eine Rolle

spielt, gilt es weiterfiihrend zu klaren.

5.1.3 Das Blutbild der RAXYFP Tiere im Vergleich mit den YFP-Tieren

In dieser Studie erfolgte erstmalig die Auswertung von Blutbildern fir Alterskohorten von 4 bis

72 Wochen im Mausmodell. Sowohl fur die YFP-Tiere als auch fur die RAXYFP Tiere konnten
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in der bestehenden Literatur keine solchen Referenzwerte Uber einen vergleichbar grof3en
Altersbereich gefunden werden. Auch fir zuklnftige Studien bieten die im Ergebnisteil
dargestellten Werte einen Mehrwert, um Abweichungen vom Normalwert und somit
Pathologien zu detektieren. Hierbei ist jedoch die Methodik der Blutuntersuchung und deren
Vergleichbarkeit zu bericksichtigen.

Beim Hamoglobin zeigt sich bei beiden Stammen der bekannte Anstieg in der
Hamoglobinkonzentration zwischen den 4 und den 12 Wochen alten Tieren. Im Vergleich mit
den anderen Alterskohorten zeigt der Hamoglobinwert keine signifikanten Unterschiede. Auch
die beiden Stamme unterscheiden sich nicht in der Hamoglobinkonzentration. Dies zeigt, dass
die Effekte im HbA1c nicht auf einer unterschiedlichen Hadmoglobinkonzentration zwischen den
beiden Stdmmen beruhen kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass der RAGE direkten Einfluss auf die Leukozyten Migration
besitzt (97). In nekrotischen Geweben wird Uber den RAGE und HMGB1 die Migration von
Neutrophilen vermittelt (98). RAGE beeinflusst die T-Zell Differenzierung in friihen Stadien (99)
und die Expression von RAGE auf T-Zellen ist mit einer Aktivierung der Signalkaskade
assoziiert (100). Durch diese Ergebnisse wird die Verbindung des RAGE auf die Immunantwort
und insbesondere auf die Entziindung deutlich. Vor allem bei Diabetikern erhofft man sich
durch Modulation des RAGE Komplikationen und Spatfolgen zu lindern beziehungsweise zu
reduzieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Konzentrationen der Leukozyten im Blut bei
den Altersgruppen der 4- und 12 Wochen alten RAXYFP Tieren signifikant héher sind. Im
Verlauf der weiteren Alterung gleicht sich die Konzentration der Leukozyten bei beiden
Stammen an. Man kann postulieren, dass durch die fehlende extrazellulare Domane des
RAGE, die Leukozyten schlechter ins Gewebe migrieren kdnnen. Um diese Hypothese weiter
zu untersuchen, kénnte man die Konzentration von Leukozyten in verschiedenen Geweben
messen. Auch in Hinblick auf eine mdgliche Adaptation im Rahmen der Alterung wéaren weitere
Untersuchungen der Leukozytenmigration in unterschiedliche Gewebe sinnvoll. Des Weiteren
konnte sich eine kompensatorische Hochregulierung der Leukozyten im jungen Alter
erschopfen, sodass es zu einer Angleichung der Leukozytenkonzentration im Alter kommt.
Zudem konnten signifikant héhere Lymphozyten in den 4 Wochen alten RAXYFP Mausen im

Vergleich zu den YFP-Tieren ermittelt werden.
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Abbildung 5-2: Ubersicht iiber die signifikanten Unterschiede des RAXYFP- im Vergleich mit YFP-Stamm in den
Altersgruppen der 4,12, 36 und 72 Wochen alten Tieren.

5.2 Das retinale Gefafdsystem der RAXYFP Tiere im Vergleich mit den YFP-

Tieren
Das Auftreten von AGEs in retinalen Blutgefalen ist mit dem Schweregrad der diabetischen
Retinopathie assoziiert (101). Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine Behandlung mit
dem sRAGE zu einer Suppression der Entwicklung von Atherosklerose fihrte (68) wird das

AGE RAGE System als ein vielversprechender therapeutischer Ansatzpunkt in der
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Behandlung von diabetischen makroangiopathischen, aber auch mikroangiopathischen
Spatschaden, wie der diabetischen Retinopathie, angesehen.

Der Verlust von Pericyten ist die erste morphologische Veranderung in einer diabetischen
Retina (102). Pericyten exprimieren den RAGE. Uber die Bindung von AGEs und die in der
Folge entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies kommt es zur Apoptose der Pericyten (103).
In dieser Studie zeigt sich, dass bei den jungen Tieren das Volumen des Gefaliplexus im
RAXYFP Stamm hoéher ist. Das Volumen des gesamten Gefaliplexus nahm nach dem
Erreichen des Lebensalters von 12 Wochen innerhalb des RAXYFP Stamm signifikant ab.
Damit ware die Ausschaltung der extrazellularen Doméane des RAGE bei der Entwicklung des
Gefaliplexus, welcher bei der Maus mit der 4. Lebenswoche abgeschlossen ist (40), von
Vorteil. Passend zu dieser Hypothese resultierte, dass der obere Gefaliplexus, der sich zuerst
entwickelt, bei den 4 Wochen RAXYFP Mausen ein signifikant gréReres Volumen hat als der
oberflachliche Gefalplexus der 4 Wochen alten YFP Tiere. Auch bei den 12 Wochen alten
Tieren lag das Volumen des Gefalplexus bei den RAXYFP Tieren signifikant hoher als bei den
YFP Tieren. Im Rahmen der weiteren Alterung (36 Wochen) kam es dann aber innerhalb des
RAXYFP Stamm zu einer signifikanten Reduktion des Volumens, wahrend dies im YFP-Stamm
unverandert blieb. Mit Alterung geht der Vorteil der Ausschaltung der extrazellularen Domane
des RAGE im Vergleich zum Kontrollstamm damit vollstandig verloren.

In Studien wurde bereits nachgewiesen, dass die Gabe von sRAGE zu einer Reduktion von
Atherosklerose fuhrte. Jedoch wurden diese Effekte nur an 8 bis 11 Wochen alten Mausen
durchgeflihrt und nachgewiesen (104). Das Alter der Mause entspricht beim Menschen dem
Alter eines Jugendlichen. In Kontrast hierzu zeigt sich eine altersabhangige Pravalenz
insbesondere des Typ-2-Diabetes. Die Lebenszeitpravalenz an Diabetes mellitus zu erkranken
in Deutschland betragt bei den unter 50 jahrigen 2-3%, wohingegen bei den tber 70 Jahrigen
die Pravalenz auf bis zu 22% ansteigt (16). Auch das Vorkommen der diabetischen
Retinopathie korreliert mit der Erkrankungsdauer (16). Es wird das Problem deutlich, dass ein
grol3er Unterschied zwischen dem Alter der Tiere in Tierstudien und dem Alter der Menschen
in mdglichen klinischen Studien besteht. Diese Diskrepanz erfordert ein kritisches Hinterfragen
von einigen in Tierstudien ermittelten Effekten.

Des Weiteren muss zwischen einer medikamentdsen Blockade des AGE-RAGE Systems und
einem Tiermodell mit einem RAGE Knockout unterschieden werden. In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass es zur oben dargelegten altersabhangigen Adaptation des Volumens
des retinalen Gefallplexus durch Ausschaltung der extrazellularen Domane des RAGE kommt.
Ob es bei einer medikamentdsen Blockade des AGE-RAGE Systems bei Mausen im Alter von
12 und 36 Wochen zu vergleichbaren Effekten kommt, kann hieraus nicht geschlossen

werden. Da bei diesen Tieren die vorangegangene Entwicklung unter einem physiologischen
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AGE-RAGE System erfolgte, waren auch andere Effekte denkbar. Solche Experimente sollten
zukUnftig durchgefiihrt werden.

Bei der Pericytenauszahlung hat sich gezeigt, dass die Anzahl der Pericyten in der
Altersgruppe der 4, 12 und 36 Wochen alten Tieren im RAXYFP Stamm grésser ist als im YFP
Stamm. Dabei war der Unterschied in der Altersgruppe der 4 und 36 Wochen alten Mause
signifikant. Bei den 72 Wochen alten Tieren besald der YFP Stamm mehr Pericyten im
Vergleich zu dem RAXYFP Stamm. Diese Ergebnisse korrelieren mit den bereits diskutierten
Ergebnissen zum Volumen des Gefalplexus. Beim Vergleich der Pericyten mit dem
Gefallvolumen prasentiert sich fur die Pericyten ein vom Gefallvolumen unabhangiger Effekt.
Denn am Beispiel der 36 Wochen alten RAXYFP Tiere zeigt sich, dass weniger Gefallvolumen
nicht automatisch mit einer geringeren Anzahl an Pericyten einhergeht. Es ist allerdings
anzumerken, dass die Pericyten Auszahlung im Gegensatz zur Volumenbestimmung eine
deutlich subjektive Komponente enthalt. Es wurden etablierte Kriterien zur Auszahlung
festgelegt, aber keine separate Anfarbung der Pericyten durchgefihrt. Fur die weiterfuUhrende
Interpretation der Ergebnisse ware die Kalkulation der Anzahl der Pericyten bezogen auf das
Volumen der Gefalde interessant, um den Einfluss des AGE-RAGE Systems auf die Pericyten

unabhangig vom Volumen des Gefal3plexus zu untersuchen.

5.3 Die antioxidative Abwehr in der Retina der RAXYFP Tiere im Vergleich
mit den YFP-Tieren

Sowohl AGEs als auch der oxidative Stress steigen mit der Alterung an (105). Eine hohe
Konzentration von AGEs korreliert unabhangig vom Alter mit einem erhéhten oxidativen Stress
(105). Oxidativer Stress ist definiert als die Imbalance zwischen der Generierung von reaktiven
Sauerstoffspezies und der Elimination durch Antioxidantien (106). Durch eine
hyperglykdmische Stoffwechsellage wird oxidativer Stress verstarkt. Der gesteigerte oxidative
Stress fuhrt zu mitochondrialen Schaden, zelluldre Apoptose, Entzindung und funktionellen
und strukturellen Anderungen in der Retina. Somit tragt der oxidative Stress entscheidend zu
der Entwicklung einer diabetischen Retinopathie bei (101). Als Mal} fir den oxidativen Stress
wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression von Antioxidantien vom RAXYFP mit dem
YFP-Stamm verglichen. Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Justus Hosseini am
IBIO erhoben. In der Retina sind die antioxidativen Enzyme bei den 4 Wochen alten RAXYFP
Tieren hoher exprimiert, im Vergleich zu den YFP Tieren. Mit der Alterung nimmt die
Expression innerhalb des RAXYFP Stammes ab. Innerhalb des YFP Stammes zeigte sich kein
einheitliches Muster in der Expression der antioxidativen Enzyme.

Die Retina ist aufgrund des hohen Sauerstoffbedarfes, dem hohen Anteil an ungesattigten
Fettsduren und dem direkten Lichteinfall besonders anféllig fur oxidativen Stress (107) .Sie

besteht aus funktionell sehr unterschiedlichen Schichten. Die Durchblutung in der Retina wird
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unter anderem durch die neurovaskulare Einheit, bestehend aus retinalen Neuronen,
Gliazellen und Endothelzellen, reguliert (108). Sowohl fir die Mitochondrien als auch die
NAPDH Oxidase der Photorezeptoren konnte gezeigt werden, dass diese reaktive
Sauerstoffspezies bilden und so entscheidend zu vaskularen Lasionen bei der diabetischen
Retinopathie beitragen (109). Neben den Photorezeptoren konnten die Millerzellen und
Endothelzellen als Quelle fur oxidativen Stress identifiziert werden (109). In Studien konnten
die Catalase (110), die SOD (107), DJ-1 (111) und die GPX (112) die Retina vor oxidativen
Stress schiitzen. aB-Crystallin wird vom Crystallin AB (CRYAB) Gen codiert und gehdrt zu der
Familie der kleinen Hitzeschockproteine und dienen als Chaperon, unter anderem fiir VEGF-
A (64), (65). AuRerdem fungiert das aB-Crytsallin als Inhibitor der Apoptose, Zellprotektion und
proteasomaler Interkation (65). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von
VEGF-A in aB-Crystallin -/- Mausen niedrig ist und es zu signifikant weniger
Neovaskularisation kommt (65). Deswegen wird aB-Crystallin als wichtiger, potentieller
therapeutischer Angriffspunkt fur Erkrankungen wie die proliferative diabetische Retinopathie
angesehen.

In der Arbeit zeigte sich eine Angleichung des Expressionsniveaus der antioxidativen Enzyme
zwischen den unterschiedlichen Altersgruppen der Stamme. Bei den Jungtieren fihrt die
Blockade des RAXYFP zu einer erh6hten Expression von antioxidativen Enzymen. Die Frage,
ob die vermehrte Expression verminderten oxidativen Stress oder aber reaktiv, infolge
erhéhter Produktion von ROS/RNS entsteht (113), lasst sich ohne weitere Untersuchungen
vorerst nicht beantworten.

Es konnte nachgewiesen werden, dass in der frihen Phase der diabetischen Retinopathie, die
Aktivierung von NF-kB zu einer Induktion der Apoptose in retinalen Endothelzellen und
Pericyten fuhrt. Antioxidantien besitzen einen protektiven Faktor (114). Das in dieser Arbeit
ermittelte gesamte retinale Gefallvolumen ist in den jungen Altersgruppen ebenfalls im
RAXYFP Stamm signifikant hoher als im YFP Stamm. Diese Korrelation der Daten des
retinalen Gefallvolumen und der Expression der Antioxidativen Enzyme legt einen protektiven
Einfluss von antioxidativen Enzymen vor einer apoptotischen Zerstérung von retinalen
Endothelzellen nahe, wobei der Effekt in diesem Modell auf das jlingere Lebensalter
beschrankt bleibt.

Vergleichend zur Expression der antioxidativen Enzymen in der Retina wurden die Enzyme
durch Herrn Justus Hosseini in der Cornea des Auges untersucht (siehe Anhang). Es konnte
gezeigt werden, dass ein RAGE Knockout bei 8-12 Wochen alten diabetischen Mausen einen
schiitzenden Effekt auf den Nervenfaserverlust in der Cornea besitzt (115). Uber RAGE wird
die Phosphatidylinositol-3 kinase (P13k) aktiviert. P13k flihrt unter anderem zu einer Anhaufung
von oxidativem Stress, der Aktivitdt von Caspase-3 und nukledrer DNA-Degradation. Der

Konsum des Antioxidans alpha-Liponsaure hat einen protektiven Einfluss (116). Durch die

70



Gabe von sRAGE konnten Nervenschaden, sowohl in vitro als auch in vivo, vorgebeugt
werden (116). Im Gegensatz zur Retina ist die Cornea nicht vaskularisiert. Die altersabhangige
Expression der antioxidativen Enzyme prasentierte sich nicht nur in der Retina, sondern auch
in der Cornea zwischen den Stammen unterschiedlich. Beim YFP-Stamm war die Expression
bei den 4 Wochen alten Jungtieren hoch und nahm dann ab. Die Expression der antioxidativen
Enzyme war bei den 4 Wochen alten Tieren des RAXYFP Stamms niedriger als im
Kontrollstamm und stieg danach erst an. Fir SOD1, DJ1, Crystallin AB und Catalase
prasentiert sich das Maximum der Expression in der 12 Lebenswoche. Im Gegensatz dazu
befand sich die hdchste Expression des SOD 2 in der 36 Wochen. Die SOD 2 liegt im
Gegensatz zur SOD 1 vor allem in den Mitochondrien (44), die méglicherweise erst verzogert
oxidativen Stress ausgesetzt sind.

Wir konnten nachweisen, dass sich die Expression der antioxidativen Enzyme der RAXYFP
von denen des YFP-Kontrollstammes unterscheidet. Wahrend das Maximum der Expression
der antioxidativen Enzyme in der gut vaskularisierten Retina schon bei den 4 Wochen alten
Jungtieren liegt, prasentiert sich das Maximum der antioxidativen Enzyme in der Cornea erst
bei den 12 Wochen alten Tieren. Beide Gewebe unterscheiden sich aber altersabhangig, und
dabei aber insbesondere in jungem Lebensalter, in der Expression der antioxidativen Enzyme
vom Kontrollstamm. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Blockade des AGE-RAGE-
Systems in diesem Alter protektiv sein kdnnte. Eine Inhibition des AGE-RAGE Systems konnte
so bei jungen Typ-I-Diabetikern das Auftreten einer diabetischen Neuropathie,
beziehungsweise diabetischen Retinopathie verzégern. Mit einer solchen Intervention sollte
moglicherweise bereits vor der Manifestation von Spatschdden begonnen werden. Die
Blockade des AGE-RAGE Systems im hohen Alter (Typ-2-Diabetikern) lasst jedoch keinen
schutzenden Effekt Uber das antioxidative System vermuten, wobei die Mdglichkeit einer

reaktiven Steigerung der Expression nicht ausgeschlossen werden darf.

5.4 Die Expression des RAGE in der Retina der RAXYFP Tiere im Vergleich
mit den YFP Tieren

Die Expression des RAGE prasentiert sich wahrend der Alterung in der Retina innerhalb des
RAXYFP Stammes auf einem konstant niedrigen Niveau. Durch Bindung von AGEs und in der
Konsequenz Aktivierung von NF-kB kommt es zu einer Erhéhung der Expression von RAGE
(117). Passend zu den steigenden AGEs im Alter (46) und der aktiven AGE-RAGE Achse im
Vergleich zum Knockout zeigt sich bei den Kontrolltieren ein Anstieg des RAGE bis zu den 36
Wochen alten Tieren. Mit der weiteren Alterung nimmt die Expression des RAGE wieder ab.
Soulis et. al konnten nachweisen, dass AGEs und RAGE in der inneren plexiformen Schicht
und der inneren Grenzmembran der Retina nebeneinander bestehen (118). In

glaukomerkranketen Augen konnte RAGEs auch auf Gliazellen nachgewiesen werden. Vor
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allem auf Muller-Zellen konnte der RAGE nachgewiesen werden (119). Diese Verteilung des
RAGE in der Retina unterstreicht den pathophysiologischen Zusammenhang des AGE-RAGE
Systems in der Entwicklung der diabetischen Retinopathie (siehe AGE-RAGE-System in der
diabetischen Retinopathie). Anschlielende Studien waren notwendig, um beurteilen zu
kénnen, ob das AGE-RAGE Systems im Alter an Bedeutung verliert oder ob es zu einer
gezielten Herunterregulation des RAGE im Sinne eines Adaptionsmechanismus an die
steigenden AGEs im Alter kommt. Zur Beantwortung dieser Frage ware beispielsweise eine

Messung der NF-kB-Aktivitat sinnvoll.

5.5 Ausblick

Die Blockade des AGE RAGE System wird als therapeutischer Ansatzpunkt in verschiedenen
Erkrankungen untersucht.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine Blockade des AGE-RAGE Systems durch
die Verwendung eines RAGE Knockout Stammes zu einem héheren Volumen des retinalen
Gefallplexus in den jungen Altersgruppen fihrt. Inwieweit die signifikant erhdhten
antioxidativen Enzyme hierzu beitragen gilt es weiterfuhrend zu klaren. Beispielsweise kdnnte
die Retina auf Marker oxidativer Proteinschadigung (Carbonylgruppen) oder oxidativen
Lipidschadigungen (Lipidhydroperoxide) untersucht werden um Hinweise zu finden, ob die
Expression durch erhdhte ROS getriggert ansteigt oder tUber andere Mechanismen reguliert
wird. Weiterhin ist die Expressionsanalyse des VEGF als Signalmolekil der Angiogenese von
Interesse. Zudem gilt es zu klaren, ob im Alter das AGE-RAGE System an Bedeutung verliert
und andere Signalwege beispielsweise andere AGE Rezeptoren dominanter werden.

Die oben diskutierten Ergebnisse zeigen, dass die Blockade des AGE-RAGE Systems
altersabhangig zu unterschiedlichen Effekten flhrt. Dies sollte auch in klinische Studien
bertcksichtigt werden. Es stellt sich die Frage zu welchem Zeitpunkt und flr welchen Patienten
die Blockade des RAGE von Vorteil ist. Vorab gilt es aber, den altersabhangigen Effekt einer
Blockade mittels sSRAGE mit dem in dieser Studie gezeigten altersabhangigen Verlauf der

Blockade mittels RAGE Knockout zu Uberprfen.

6 Zusammenfassung

Diabetes mellitus ist eine haufig vorkommende Stoffwechselerkrankung und die Prévalenz ist
weltweit steigend. Eine unerkannte Diabeteserkrankung oder ein unzureichend behandelter
Diabetes mellitus ist mit Spatfolgen wie der diabetischen Retinopathie vergesellschaftet. Im
Rahmen der Alterung und verstarkt durch eine Diabeteserkrankung kommt es zu einer
steigenden Konzentration von AGEs, die Uber Bindung an den RAGE die Pathogenese
beschleunigen. Uber Blockade des AGE-RAGE System, beispielsweise mittels sRAGE
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Erhéhung, wird versucht, fir den Diabetes mellitus aber auch eine Vielzahl weiterer
Erkrankungen einen therapeutischen Ansatzpunkt zu entwickeln.

Mit dieser tierexperimentellen Studie sollte daher der Einfluss des AGE-RAGE Systems in der
Alterung mit Fokus auf die Retina untersucht werden. Dazu wurde der RAXYFP Stamm, bei
dem das AGE-RAGE System durch Fehlen der extrazellularen Domane blockiert ist, mit dem
YFP Stamm als Kontrollstamm verglichen. Die Analyse erfolgte zu den Alterszeitpunkten 4,
12, 36 und 72 Wochen. Neben den GefalRen des retinalen Gefallplexus wurden Blut und
Gewicht analysiert. Aulerdem wurde die Expression des RAGE sowie antioxidativer Enzyme
und Proteine untersucht.

Blutzucker und korrelierend dazu der HbA1c waren bei den 4 Wochen alten RAXYFP Tieren
signifikant hoher als bei den YFP Tieren. Mit der Alterung stieg jedoch der Blutzucker und
damit auch der HbA1c im YFP Stamm verglichen mit dem RAxXYFP Stamm an. Eine
diabetische Stoffwechsellage konnte jedoch in beiden Stammen nicht nachgewiesen werden.
Das Gewicht der RAXYFP Tiere war signifikant hdher als das Gewicht der YFP Tiere. Bei den
Blutfetten war die HDL-Konzentration der RAXYFP Mause tendenziell niedriger als die HDL-
Konzentration der YFP-Tiere. Die Triglyceride waren ab einem Alter von 12 Wochen bei den
RAXYFP Mausen signifikant hdher. Mittels Blutbilder wurden beide Stamme weiterfuhrend
charakterisiert. Hoheren Leukozyten und Lymphozyten Konzentration im RAXYFP Stamm bei
den jungen Altersgruppen (4 und 12 Wochen), standen tendenziell erniedrigte Monozyten
Konzentrationen im Vergleich zum YFP-Stamm gegentiber.

Das Volumen des retinalen Gefal3plexus war in den jungen Alterskohorten (4 und 12 Wochen)
bei den RAxXYFP Tieren hoher als bei den YFP Tieren. Mit 36 Wochen erfolgte eine
Angleichung der Volumina und nachfolgend eine vergleichbare Zunahme zum Alter von 72
Wochen in beiden Stdmmen. Bei der Betrachtung der einzelnen Gefal3schichten zeigte sich
ein signifikant hdheres Volumen in dem sich zuerst ausbildenden oberflachlichen Gefaliplexus
im RAxXYFP Stamm. Signifikante Veranderungen des retinalen Gefaliplexus im RAxXYFP
Stammes gingen mit einer erhdhten Pericyten Zahl im Vergleich zum YFP Stamm einher. Die
antioxidativen Enzyme (SOD1, SOD2, GPX und Catalase) und die vor oxidativem Stress
schitzenden Chaperone DJ1 und Crystallin AB waren bei den 4 Wochen alten Tieren in der
Retina des RAXYFP-Stamms signifikant héher exprimiert, bevor es mit der Alterung zu einer
Angleichung der Expression an den YFP Stamm kam.

Zusammengenommen deuten alle Ergebnisse auf einen Entwicklungsvorsprung im jungen
Lebensalter durch die Blockade AGE-RAGE System im RAXYFP Stamm hin. Durch die
dauerhafte Ausschaltung des Systems, welches sich durch die niedrige unveranderte
Expression des membranstandigen Anteils des RAGE bestatigen lie3, scheint es allerdings zu
einer Adaptation im Alter zu kommen, die im Vergleich zum Kontrollstamm keine dauerhafte

Protektion erkennen lasst. Der RAGE scheint auch in der Retina in die Homoostase von
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protektiven und aggressiven Faktoren integriert zu sein, worauf die erhéhte Expression vor
allem im mittleren Lebensalter im Kontrollstamm hindeutet. Eine dauerhafte Blockade des
AGE-RAGE Systems muss daher genauso hinterfragt werden, wie der Einsatz bei Typ-II-
Diabetikern, bei denen sich die Erkrankung zumeist im fortgeschrittenen Lebensalter
manifestiert. Aus diesen Ergebnissen lasst sich aber ein Benefit der Antagonisierung des AGE-
RAGE Systems bei jungen Typ-I-Diabetikern vermuten, bei denen frihzeitig Komplikationen

wie eine retinale Veranderung auftreten.
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7 Thesen

1.

10.

11

12.

Parallel zur Inzidenzsteigerung des Diabetes mellitus (DM) nimmt auch die diabetische
Retinopathie als mikrovaskulare Komplikation der Erkrankung zu, die schon jetzt die
Hauptursache flr eine Erblindung im erwerbsfahigen Alter ist.

Advanced Glycation End Products (AGE) sind im Alter und bei Diabetes mellitus erhdht
und tragen durch Bindung an den Receptor for AGE (RAGE) zur Entwicklung
mikrovaskularer Komplikationen bei.

Da die altersabhangige Veranderung im AGE-RAGE System noch kaum untersucht ist,
wurden in dieser Studie vier unterschiedliche Alterskohorten (4, 12, 36, und 72
Wochen) eines RAGE Knockout Stamms (RAXYFP) und eines Kontrollstamms (YFP)
von B6/J Mausen untersucht.

Die RAXYFP Tiere waren im gesamten Altersverlauf schwerer als die YFP Tiere.

Der Stoffwechsel der RAXYFP Tiere war im Vergleich zum YFP-Stamm verandert und
zeigte in den jungen Alterskohorten einen signifikant hdheren Blutzucker und HbA1c,
im Alter dagegen signifikant erhdhte Triglyceride.

RAXYFP Jungtiere (4 Wochen) hatten eine signifikant hohere Leukozytenzahl als YFP
Tiere.

In der Retina war zum selben Alterszeitpunkt die Expression von antioxidativen
Enzymen (SOD1, SOD2, GPX und Catalase) und die vor oxidativem Stress
schitzenden Chaperone DJ1 und Crystallin AB signifikant erhoht.

Das Volumen des fluoreszenzmikroskopisch dargestellten retinalen Gefalplexus
wurde quantifiziert und war bei den 4 und 12 Wochen alten RAXYFP Tieren signifikant
hoher als bei den YFP Tieren.

Die Auswertung der einzelnen Gefalischichten zeigte ein signifikant hdheres Volumen
in dem sich zuerst ausbildenden oberflachlichen Gefaliplexus in RAXYFP Jungtieren.

Die Veranderungen durch den RAGE Knockout lassen sich mit Fokus auf die Retina

als Entwicklungsvorsprung im jungen Lebensalter interpretieren.

. Da die RAGE Expression im Kontrollstamm altersabhangig signifikante Unterschiede

zeigte und nicht wie im Knockout Stamm dauerhaft niedrig war, scheint der RAGE aber
auch in der Retina in die Modulation der Homoostase von protektiven und aggressiven
Faktoren integriert zu sein.

Bezogen auf die Pathogenese des DM scheint eine dauerhafte therapeutische
Blockade daher ungeeignet, bei jungen Typ-I DM Patienten mit frihzeitigen Anzeichen

einer diabetischen Retinopathie aber moglicherweise sinnvoll.
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8 Anhang

8.1 Enzyme der antioxidativen Abwehr in der Cornea

Diese Daten wurden von Herrn Justus Hosseini am IBIO ermittelt. Da die Cornea sich in
Expression der antioxidativen Enzyme und Proteine im Vergleich zur Retina (Kapitel 4.4.1)
deutlich unterschieden hat und damit wichtige Ansatzpunkte fir die Diskussion der Daten
geliefert hat, werden die Daten nachfolgend dargestellt und kurz erlautert.

Bei der SOD 1 stieg die relative Expression innerhalb des RAxXYFP Stammes von der
Altersgruppe der vier Wochen alten Tieren zu den 12 Wochen alten Tieren. Mit der Alterung
sank die relative Expression wieder. Im YFP Stamm prasentierte sich ein anderer Verlauf. Die
relative Expression war bei den 4 Wochen alten Tieren hdher als in den anderen
Altersgruppen. Bis zum Alter der 36 Wochen alten Tieren sank die relative Expression, nahm
dann bis zur Altersgruppe der 72 Wochen alten Tieren wieder zu. Die relative Expression der
SOD 1 war bei den 12 und 36 Wochen alten RAXYFP Tieren signifikant hdher als bei den YFP
Tieren der gleichen Altersgruppe.

Bei der SOD 2 prasentierte sich ein vergleichbarer Verlauf der relativen Expression. Innerhalb
des RAXYFP Stamm stieg die relative Expression bis zur Altersgruppe der 36 Wochen alten
Tieren. Hier erreichte die SOD 2 ein Maximum bei 1,1x108 relative Expression/G6pdx. Danach
sank die relative Expression wieder ab. Beim YFP Stamm war die Expression der SOD 2 bei
den 4 Wochen alten Mausen héher und sank mit der Alterung, ehe die Expression der SOD 2
von der Alterskohorte der 36 Wochen alten Tieren bis zu den 72 Wochen alten Tieren wieder
stieg.

Die Expression der GPX1 stieg innerhalb des RAXYFP mit der Alterung kontinuierlich.
Innerhalb des YFP Stammes zeigte sich kontrdr dazu eine kontinuierliche Abnahme der
Expression. Mit 1,0x10° war die relative Expression/G6pdx bei den 4 Wochen alten YFP
Mausen am hochsten. Die Abnahme der Expression im Vergleich der 36 zu den 72 Wochen
alten Tieren des gleichen Stammes war signifikant. Aulerdem war der Unterschied der
Expression bei den 4 und 12 Wochen alten Tieren zwischen den Stammen signifikant.

Die Expression der Catalase in der Cornea zeigte innerhalb des RAXYFP Stammes keine
signifikanten Unterschiede. Die Expression bei den 4 Wochen alten Mausen war mit 58915,7
relative Expression/G6pdx innerhalb des RAXYFP Stammes am niedrigsten. Im Vergleich
dazu war die Expression der Catalase bei den 12 Wochen alten RAXYFP Tieren am hochsten
(87032,8 relative Expression/G6pdx). Beim YFP Stamm war die Expression mit 327314
relative Expression/G6pdx bei den 4 Wochen alten Tieren am hdchsten. Mit der Alterung zeigte
sich eine kontinuierliche Abnahme in der Expression der Catalase. Diese Unterschiede

zwischen den Alterskohorten des YFP Stammes waren signifikant.
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Das Crystallin AB wurde im RAXYFP Stamm bei den 4 Wochen alten Tieren mit 2,2x107
relative Expression/G6pdx exprimiert. Bis zu der Altersgruppe der 12 Wochen alten Tieren
stieg die Expression auf 3,0x107, ehe sie auf 7,5x10° relative Expression/G6pdx bei den 72
Wochen alten Mausen absank. Der YFP Stamm prasentierte eine hohe Expression des
Crystallin AB bei den 4 Wochen alten Jungtieren. Mit der Alterung sank die Expression auf
4,2x108 relative Expression/ G6pdx bei den 12 Wochen alten Tieren. Im weiteren
Alterungsprozess stieg die Expression vom Crytallin AB wieder kontinuierlich an.

Beim RAXYFP erreichte die Expression des DJ1 mit 4,8x108 relative Expression/G6pdx (12
Wochen alte Tiere) den Héchstwert innerhalb des RAXYFP Stammes. Im Vergleich zu den 4
und 72 Wochen alten Tieren des gleichen Stammes waren die Unterschiede signifikant. Im
YFP Stamm préasentierte sich erst eine kontinuierliche Abnahme der Expression vom DJ1 bis

zu den 36 Wochen alten Mausen. Danach stieg die Expression wieder an.
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Abbildung 8-1: Genexpressionsanalyse der Cornea von RAXYFP (schwarz) und YFP (weiB) Tieren im Alter von 4,12, 36
und 72 Wochen

A: SOD 1= Superoxiddismutase 1; B: SOD 2= Superoxiddismutase 2; C: GPX1= Glutathionperoxidase 1; D: Catalase; E: Crystallin
AB; F: DJ1 4 Wochen (n=7-12); 12 Wochen (n= 12), 36 Wochen (n= 12); 72 Wochen (n= 12); +,*, p<0.05; ++,**, p<0,01; +++,***,
p<0,001 1way ANOVA/ Bonferroni Korrektur
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