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Meiner Familie

The more | study nature, the more | stand amazed at the work of the Creator.

Louis Pasteur (1822-1895)
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I Einleitung

.1 Die Anatomie der Retina

Der sensorische Apparat, die Retina (Netzhaut), liegt im hinteren Abschnitt des Augapfels
(Bulbus oculi) und wird auch als innere Augenhaut bezeichnet. Sie ist in der Lage die
einfallenden Lichtimpulse in neuronale Reaktionen zu transferieren, die an das Gehirn weiter-
geleitet werden. Histologisch lasst die Retina sich in 10 Schichten einteilen, von denen 9
Schichten zur neurosensorischen Retina zahlen, die apikal an den Glaskorper grenzt. Die basal
gelegene zehnte Schicht ist das Retinale Pigmentepithel (RPE), auf dessen zentrale Bedeutung
in Abschnitt I.1.1. ndher eingegangen wird. Uber die basalen Einstiilpungen des RPE hat die
Retina direkten Kontakt mit dem angrenzenden Kompartiment, der Bruch-Membran und der
darunter liegenden Choroidea (Aderhaut) (Abb. 1). Auf die duRerste Schicht der Retina, das
RPE, folgt nach apikal die Photorezeptorschicht, die duRere Grenzschicht, die duRere
Koérnerschicht, die duBere plexiforme Schicht, die innere Kérnerschicht, die innere plexiforme

Schicht, die Ganglienzellschicht, die Nervenfaserschicht und die innere Grenzschicht (Abb. 1b).
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Abbildung 1: Ultrastruktur der Photorezeptorzelle und die Lagebeziehung zu den Retinaschichten.

Dargestellt ist der schematische Aufbau (a) einer Photorezeptorzelle (PR), deren AuRensegmentspitze
manschettenartig von den retinalen Pigmentepithel-Zellen (RPE) umfasst wird. Basal folgt der
funktionelle Komplex aus Pigmentepithel, Bruch-Membran und Choroidea. Die PR-Zelle wird in ihrer
Lage zu den Retinaschichten (b) abgebildet, die aus der ersten Schicht, dem RPE, und den neun
Schichten der neurosensorischen Retina besteht (zusammengesetzt aus: (a) Kellner und Wachtlin 2008
und (b) Schiinke et al. 2015)
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In Abbildung 1 ist (a) der schematische Aufbau der Photorezeptorzellen (PR) (Kellner et al.
2008) sowie deren Lagebeziehung zu den (b) Retinaschichten (Schiinke et al. 2015) dargestellt.
Die Photorezeptoren bestehen aus einem kurzen axonalen Fortsatz, dem Perikaryon, das der
duBeren plexiformen Schicht zuzuordnen ist. Das Perikaryon befindet sich in der dufleren
Koérnerschicht. AuBerdem bestehen die Photorezeptoren aus einem lichtempfindlichen
Fortsatz in der Photorezeptorschicht, dessen Spitze manschettenartig von den retinalen
Pigmentepithelzellen (RPE) umfasst wird. Die sensorischen Fortsdtze bestehen aus dem
Innensegment, welches das metabolische Zentrum der Zelle darstellt und dem
lichtempfindlichen Aullensegment, das das in Biomembranen eingebaute Sehpigment
Rhodopsin enthélt. An diesen sensorischen Fortsdtzen geschieht die Phototransduktion. Die
Aullensegmente werden permanent erneuert, indem Pakete von Membranstapeln an der
Spitze der AuBensegmente abgeworfen werden, um vom RPE phagozytiert und abgebaut zu
werden (Lillmann-Rauch und Asan 2019). Fiir die Funktionsfahigkeit der Photorezeptorzellen
sind ein hohes MaR an Sauerstoff, Glukose und Schutzmechanismen vor destruktiven
Einflissen entscheidend (Bhutto und Lutty 2012; Klettner 2015a). Es werden zwei Typen der
Photorezeptorzellen unterschieden. Dabei handelt es sich zum einem um Stabchenzellen, die
Uber eine hohe Lichtempfindlichkeit verfligen und fiir das Dammerungssehen zustandig sind
und zum anderen um die Zapfenzellen. Sie dienen vor allem dem Farbsehen bei Tag und
verfligen lber eine geringere Lichtempfindlichkeit. Die farbeempfindlichen Zapfen sind am
meisten in der Macula lutea (gelber Fleck) vorzufinden, einem Bereich von 3 mm
Durchmesser, der fiir das prazise Sehen verantwortlich ist. In diesem Bereich befindet sich die
Fovea centralis (Sehgrube), eine trichterformige Vertiefung der Retina, die den Ort des
scharfsten Sehens darstellt. In der Fovea befinden sich fast ausschlieRRlich Zapfen und es liegt
ein 1:1 Verhaltnis der Photorezeptoren zu den nachgeschalteten Neuronen vor, was eine hohe
Sehscharfe ermoglicht. Die Vertiefung kommt dadurch zustande, dass in der Fovea die apikal
von den Photorezeptoren liegenden Retinaschichten an den Trichterrand verlagert sind und
es somit nicht zu Lichtstreuung durch die dariber liegenden Schichten kommt. So erfolgt hier
die Versorgung der Photorezeptoren komplett tiber die Choroidea (Aderhaut) und nicht aus
dem retinalen Kapillarnetz der A. centralis retinae, wobei die Diffusion durch die Bruch-
Membran (BrM) und das RPE erfolgen muss (Lillmann-Rauch und Asan 2019). In der Gbrigen

peripher gelegenen Retina ist die Choroidea etwa zu 90% und die retinalen Gefdlle etwa zu
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10% fur die Versorgung der Photorezeptoren mit Nahrstoffen und Sauerstoff verantwortlich

(Wangsa-Wirawan und Linsenmeier 2003; Klettner 2015b).

1.2 Das Retinale Pigmentepithel (RPE)

Die Retinale Pigmentepithelschicht stellt den dulRersten Anteil der zehnschichtigen Retina dar
und vermittelt vor allem den Stoffaustausch zwischen der Choroidea und den
Photorezeptoren. Sie interagiert direkt mit den AuBensegmenten indem es diese
manschettenartig Giber lange Mikrovilli umfasst. Basaolateral haftet sie der Bruch-Membran
(BrM) fest an und ist hier in tiefe Falten geworfen (Strauss 2005). Das RPE ist ein einschichtig
kubisches Epithel aus hexagonalen Zellen. Diese sind durch Haftkomplexe mit Zell-Zell-
Verbindungen (tight junctions) miteinander verbunden und bilden mit dem Endothel der
retinalen BlutgefalRe die Blut-Retina-Schranke. Die Zellen enthalten im Gegensatz zum basalen
unpigmetierten Anteil, der den Zellkern tragt, im anterioren Bereich zahlreiche Melanosomen
im Zytoplasma. Das Pigment Melanin verhindert Lichtreflexe, was die Photorezeptoren vor
Streulicht schitzt und somit zur Sehscharfe beitragt (LUllmann-Rauch und Asan 2019).
AulRerdem verfligt es (iber eine Vielzahl von Funktionen, die zur Aufrechterhaltung des
Sehvorgangs unerlasslich sind und im Weiteren genauer ausgefiihrt werden. In Abbildung 2
sind diese Funktionen schematisch dargestellt. Dabei wird deutlich, dass ein Untergang des
RPE nicht mit einer langfristig fortwahrenden Photorezeptorfunktion vereinbar ist (Strauss

2005; Bhutto und Lutty 2012; Klettner 2015a).

p mmunprivileg sorption Photorezeptoren | Zykius gozy Sekretion

0 o ) O O ® /n © @ @ Y ) O OB( 0 o 0 U
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II \\

PR I\
/I \\
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RPEF| Ya['Y "‘-“.4 @ " ailtrans-retinoll @ - l.
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Abbildung 2: Zusammenfassung der Funktionen des retinalen Pigmentepithels. Dargestellt ist das
einschichtig kubische retinale Pigmentepithel (RPE), das eine Vielzahl von Funktionen erfillt, die fir
das Uberleben der Photorezeptoren (PR) und die Aufrechterhaltung ihrer Funktion von zentraler
Bedeutung sind. PEDF = Pigment Epithelium Derived Factor; VEGF = Vascular Endothelial Growth
Factor (nach Richert 2017 und Strauss 2005).
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1.2.1 Aufgaben des Retinalen Pigmentepithels (RPE)

[.2.1.1 Blut-Retina-Schranke

Wie unter .2 beschrieben, bilden die RPE Zellen mit dem Endothel der retinalen BlutgefaRe
die Korrelate der Blut-Retina-Schranke. Sie dient in erster Linie der Neuroretina als
Schutzbarriere und schirmt die Photorezeptoren vom Blutkreislauf und damit vor moglichen
Schadstoffen ab. So tragt die Blut-Retina-Schranke auch zur Aufrechterhaltung des
Immunprivilegs bei, was unter 1.3 naher erlautert wird (Klettner 2015b). Da die
Photorezeptoren durch die Barriere keinen Kontakt zum BlutgefaRsystem haben, missen alle
Metabolite das RPE passieren, was eine weitere wichtige Funktion des RPE darstellt (Strauss

2005).

[.2.1.2 Transportfunktion und Versorgung der Photorezeptoren

Das RPE gewahrleistet einen bestandigen transzelluldaren Transport von Sauerstoff und
anderen Nahrstoffen und dient den Photorezeptoren als unverzichtbares Transportorgan.
Zum einem transportiert das RPE Elektrolyte, Wasser und metabolische Endprodukte der PR
vom subretinalen Raum zur Aderhaut (basolaterale Seite). In die andere Richtung werden
Glukose und andere Nahrstoffe wie Vitamin A (all-trans-Retinol) vom Blut zu den
Photorezeptoren (apikale Seite) transportiert (Strauss 2005). Die standige Eliminierung von
Wasser aus dem subretinalen Raum erzeugt aullerdem Adhasionskrafte, die in enger
struktureller Wechselwirkung mit dem Stiitzgewebe der Neuroretina stehen (To und Hodson

1998; Léveillard et al. 2019; Sinha et al. 2020).

1.2.1.3 Visueller Zyklus - Phagozytose und Recycling der

Rezeptoraullensegmente

Das RPE ist des Weiteren fiir die Phagozytose der Photorezeptor-AulRensegmente
verantwortlich, die permanent von den Rezeptorspitzen abgeworfen werden. Das all-trans-
retinal wird durch das RPE einem Recyclingprozess zugefiihrt, wahrend die Ubrigen
phagozytierten Membranpakete abgebaut und liber Exozytose an die Choroidea abgegeben
werden (Flannery et al. 1990). Der GroRteil des 11-cis-Retinals wird wahrend des Sehzyklus
zwischen RPE und Photorezeptoren ausgetauscht, in dem all-trans-Retinal vom RPE

aufgenommen, zu 11-cis-Retinal isomerisiert und an die Photorezeptoren abgegeben wird, wo
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es erneut die Phototransduktionskaskade initiieren kann (Strauss 2005). Durch das RPE kann
der visuelle Zyklus ungestort ablaufen und die Photorezeptoren bleiben konstant erregbar

(Shin et al. 2018).

[.2.1.4 Schutz vor oxidativem Stress

Durch die starke UV-Einstrahlung, die hohe metabolische Aktivitdit und einen hohen
Sauerstoffgehalt sind die Zellen der Retina einem hohen oxidativem Stress ausgesetzt. Die RPE
Zellen verfligen daher Uber einige protektive Mechanismen, wie z.B. das eingelagerte
Melanin, detoxifizierende Systeme, Autophagie oder die Sekretion von Wachstumsfaktoren,
wie VEGF, um sich gegen Schaden durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu schitzen

(Klettner 2012; Mitter et al. 2014; Zhang et al. 2020).

[.2.1.5 Sekretion von Wachstumsfaktoren

Ein weiterer protektiver Faktor fir die Neuroretina ist die Produktion und Ausschittung
zahlreicher Wachstumsfaktoren durch das RPE. Sie dienen der Aufrechterhaltung der
Integritat des funktionellen Komplexes aus RPE, BrM und Aderhaut. Zu ihnen zahlen
beispielsweise Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Adamis et al. 1993), sein
natiirlichen Gegenspieler der Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF) (Tombran-Tink et al.

1995) und der Transforming Growth Factor beta (TGF-R) (Lee et al. 1999).

.3  Aufrechterhaltung des Immunprivilegs und Regulation von Entziindung

Das Auge ist im Allgemeinen ein immunprivilegierter Raum, indem die erworbene
Immunantwort aktiv unterdriickt wird, wahrend das angeborene Immunsystem das Gewebe
schitzt. Hierbei spiel das RPE eine Schliisselrolle, indem es verschiedene immunregulatorische
Funktionen Ubernimmt (Zamiri et al. 2007; Klettner 2015b). Das RPE schirmt die
Photorezeptoren in Form der Blut-Retina-Schranke vom Blutkreislauf ab, was zum Schutz vor
moglicherweise schadlichen Bestandteilen, wie Krankheitserregern oder immunreaktiven
Zellen aus dem Blut, wie z.B. T-Zellen oder Makrophagen, dient. Es verhindert zudem die
Aktivierung des Komplementsystems sowie der T-Zellen und Makrophagen (Niederkorn 2006;
Zamiri et al. 2007) und kann proapoptotische Liganden wie z.B. den Fas-Liganden exprimieren,

der die T-Zellapoptose einleiten kann (Jgrgensen et al. 1998). Dadurch entsteht das
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Immunprivileg der Netzhaut (Klettner 2015a). Das RPE fordert ein immunsupprimiertes
Milieu, da eine Aktivierung des Immunsystems und mogliche Entzlindungsprozesse zu einer
irreversiblen Schadigung der Photorezeptoren sowie einer Triibung und Narbenbildungen und
damit einhergehend einer Sehstarkenverschlechterung fiihren kénnen (Kim et al. 2002;

Streilein et al. 2002).

Zusatzlich Gbt das RPE eine Wachterfunktion aus und reguliert Entzindung. So konnte in
einem in vivo Mausmodell gezeigt werden, dass eine akute systemische virale Infektion zu
lokalen Verdanderungen der Genexpression im RPE bezogen auf eine Aktivierung des
Komplementsystems und die Rekrutierung inflammatorischer Zellen fiihrte (Faber et al. 2019).
Die Regulation von Entziindung erfolgt dabei unter anderem Uber Toll-like-Rezeptoren (TLR).
TLR gehoren zu den Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors) und sind
eine wichtige Komponente des angeboren Immunsystems (Kumar et al. 2004; Kaarniranta und
Salminen 2009). Zellen erkennen Uber sie pathogen-assoziierte molekulare Muster und
aktivieren und modulieren daraufhin Immunreaktionen. Es ist bekannt, dass das RPE unter
anderem TLR-3 und -4 exprimiert (Alexopoulou et al. 2001; Kumar et al. 2004; Klettner et al.
2013b; Mulfaul et al. 2018). Uber TLR-3 und 4 werden pathogene Gefahrenquellen detektiert.
TLR-3 bindet beispielsweise pathogene Doppelstrang-RNA (dsRNA) und stellt dadurch einen
wichtigen Rezeptor fiir die Detektion viraler Infektionen dar, denn viele RNA Viren tragen ihr
Genom in Form einer dsRNA und produzieren diese wahrend ihrer Replikation. Bindet der
TLR-3 virale dsRNA fiihrt dies zu einer antiviralen Genexpression der Zelle (Doyle et al. 2003;
Ebihara et al. 2007). Allerdings ist TLR-3 nicht spezifisch fiir eine virale Infektion, sondern kann
auch mRNA nekrotischer Zellen binden und daraufhin eine Immunantwort initiieren (Kariké et
al. 2004). Der vom RPE exprimierte TLR-4 bindet andere exogene und endogene pathogene
Substanzen. Zu den exogenen Substanzen zdhlt das Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS),
welches ein Bestandteil der duReren Zellmembran gramnegativer Bakterien ist. Bindet LPS an
den TLR-4 Rezeptor folgt eine transmembrandse Signaltransduktion, welche zu einer
proinflammatorischen Genexpression fihrt (Elner et al. 2005). Weiter konnte gezeigt werden,
dass Teile des Komplementsystems die TLR-4 Expression induzieren kdnnen (Zhu et al. 2015).
Diese Beobachtung unterstreicht die komplexen Aufgaben der TLR in Bezug auf die

Wachterfunktion des RPE.
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Ein weiteres Korrelat der Wachterfunktion stellt die Bindung des TNFa und die darauffolgende
Zellantwort des RPE dar. TNFa ist ein Hauptregulator der RPE Zellaktivitdt indem es die
Zelladhasion, -migration, -proliferation und die Chemotaxis beeinflusst (Burke 1989; Jin et al.
2000; Yang et al. 2007). Auf die Wachterfunktion und die Regulation von Entziindung durch
das RPE wird in Kapitel I.5 und 1.6 im Zusammenhang mit der Pathogenese der AMD

ausfuhrlicher eingegangen.

.4 Die altersabhangige Makuladegeneration — AMD

Die altersabhdngige Makuladegeneration (AMD) ist in ihrer Spatform die haufigste
Erblindungsursache alterer Menschen in der westlichen Welt (Schrader 2006; Bourne et al.
2018). Etwa 4,5 Mio. Menschen sind in Deutschland betroffen (Knauer und Pfeiffer 2006).
Nach Katarakt und Glaukom ist die AMD die weltweit dritthdufigste Ursache fiir Erblindung
(Wolfram et al. 2019) und es wird im Jahr 2040 schatzungsweise 288 Millionen Erkrankte
geben (Wong et al. 2014). Bis heute wurde die komplexe Pathologie der fortschreitenden
degenerativen Erkrankung noch nicht vollstandig verstanden (siehe 1.4.2). Eine Rolle spielen
jedoch die physiologischen Alterungsprozesse, die durch andere krankheitsauslésende
Faktoren wie die Dysregulation von Entziindungs- oder Immunreaktionen und andere
dysbalancierte Prozesse verstarkt werden und in eine AMD umschlagen kénnen (Xu et al.
2009). So gibt es eine Vielzahl von Faktoren, deren Zusammenspiel zu pathologischen
Verdanderungen im Bereich der Choroidea, BrM und des RPE sowie der neurosensorischen
Netzhaut fiihren. Dadurch kommt es in der Spatform der AMD zu einem zentralen

Visusverlust, da die fiir prazises Sehen verantwortliche Makula betroffen ist.

1.4.1 Formen der AMD

Im Allgemeinen wird klinisch zwischen einer Friihform der AMD sowie zwei Spatformen, der
geographischen Atrophie und der exsudativen (feuchten) AMD, unterschieden (Ammar et al.
2020). Etwa 85-90% der Patienten sind von der friihen nicht-exsudativen (trockenen) Form
der AMD betroffen, die zu Beginn symptomlos verlaufen kann und mit einem langsam
fortschreitenden Sehverlust einhergeht. Sie ist durch das Auftreten von ,weichen” Drusen
(> 63 um) als auch Veranderungen des RPE in Form von Atrophie gekennzeichnet (Schuman

et al. 2009). Diese Verdanderungen kénnen durch die Spiegelung des Augenhintergrundes
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(Funduskopie) diagnostiziert werden (Davis et al. 2005). Kleine ,harte” Drusen (< 63 um)
zahlen noch zum normalen Alterungsprozess (Ferris et al. 2013). Im Verlauf kann es zu einem
Ubergang der trockenen AMD in die Spatform kommen (Cascella et al. 2014). Denn im Zuge
der Atrophie des Pigmentepithels folgt auch eine Degeneration der Choroidea und der
Photorezeptoren. Bei einer flachigen Ausbreitung wird diese Pathologie als geographische
Atrophie (GA) bezeichnet (Bhutto und Lutty 2012). Auf die GA wird in Kapitel 1.4.4. im
Zusammenhang mit der Anti-VEGF Therapie ausfihrlicher eingegangen. Des Weiteren kann es
zum Ubergang einer trockenen AMD in eine exsudative (feuchte) AMD kommen. Diese macht
zwar nur etwa 10-15 % der betroffenen Patienten aus, verursacht aber den grofReren Anteil
der Erblindungen durch die AMD (Bhutto und Lutty 2012; Nguyen et al. 2013). Bei der
exsudativen (feuchten) Form kommt es zu Verdanderungen im Bereich der Choriocapillaris, die
zu Netzhautédemen fihren. GefdRaussprossungen der Aderhaut proliferieren unkontrolliert,
sowohl unter dem RPE als auch zwischen dem RPE und der sensorischen Netzhaut (Ferris et
al. 2013). Diesen pathologischen Prozess bezeichnet man als choroidale Neovaskularisationen
(CNV), bei dessen Entstehung die Uberexpression des proangiogenen Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) eine entscheidende Rolle spielt (Spilsbury et al. 2000; Miller et al. 2013).
Durch Odeme und Blutungen kann es im Rahmen dessen auch zur plétzlichen Visusminderung
oder akut auftretenden Metamorphopsien (verzerrtes Sehen) kommen (Garcia-Layana et al.
2017). Klinisch kommt es zu einer zentralen Visusverschlechterung, die bei der feuchten AMD
durch die CNV und deren destruktiven Charakter deutlich schneller als bei der trockenen AMD

fortschreiten kann und unbehandelt zur Erblindung fiihrt (Bhutto und Lutty 2012).

1.4.2 Pathogenese der AMD

Bei der Entstehung der Erkrankung, speziell in der trockenen und atrophischen AMD, scheint
der Verlust der RPE Funktion und die Degeneration der RPE Zellen eine grofRe Rolle zu spielen,
was eine mangelnde Versorgung und den Untergang der Photorezeptoren nach sich zieht
(Bhutto und Lutty 2012; Fleckenstein et al. 2018; Inana et al. 2018). Warum es bei der AMD
zur Degeneration des RPE kommt, konnte noch nicht abschlieRend geklart werden. Die
Pathogenese der AMD ist multifaktoriell. Zu den Hauptfaktoren in der Entstehung zahlen
Alterungsprozesse, genetische Pradispositionen, oxidativer Stress sowie Lebenstil- und

Umweltfaktoren, wie hyperkalorische Erndhrung oder Rauchen (Hyman und Neborsky 2002;
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Myers et al. 2014; Nowak 2014; Fritsche et al. 2016; Datta et al. 2017). Weitere Risikofaktoren
sind Bluthochdruck, Arteriosklerose, AMD in der Familienanamnese, hoher Body-Mass-Index,
fettreiche Erndhrung, geringe Aufnahme von Antioxidantien und Zink, friihere Katarakt-
operationen, Vorgeschichte von Herz-Kreislauf-Erkrankungen, hdheres Plasmafibrinogen und

Diabetes (Hyman und Neborsky 2002; Guymer und Chong 2006; Chakravarthy et al. 2010).

Es wird vermutet, dass Inflammation eine hohe Relevanz in der Entwicklung der AMD hat, im
Besonderen langwierige Inflammation (Xu et al. 2009; Kauppinen et al. 2016; Datta et al.
2017). Um die komplexen Bezlige der molekularbiologischen Prozesse in der AMD-
Pathogenese zu veranschaulichen, wurde ein Konzept vorgeschlagen, das auf vier Saulen

basiert, die miteinander interagieren (Richert 2017). Zu diesen vier zahlen Veranderungen im

Lipidstoffwechsel, oxidativer Stress, Inflammation und die Angiogenese (Abb. 3).

/
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Abbildung 3: Molekularbiologisches Konzept der AMD-Entstehung. Nach aktuellen Erkenntnissen
setzt sich die AMD-Pathogenese aus vier Sdulen zusammen. Zu diesen Sadulen zdhlen Veranderungen
im Lipidstoffwechsel, oxidativer Stress, inflammatorische Prozesse und eine Induktion der Angio-
genese speziell bei der exsudativen Form der AMD. Bei der multifaktoriell bedingten Erkrankung
interagieren diese Sdulen miteinander. So fiihrt ein gestorter Lipidstoffwechsel zu verstarktem
oxidativen Stress und Inflammation. Der oxidative Stress wiederum beeinflusst den Lipidstoffwechsel,
die Inflammation und die Angiogenese bei der feuchten AMD. Die dritte Saule, die Inflammation fihrt
ebenfalls bei der feuchten AMD zur Induktion der Angiogenese (nach Richert 2017).

Pathogenese

Zur ersten Sadule zahlen intra- und extrazelluldre Lipidablagerungen. Das RPE metabolisiert

Lipoproteine, die aus den duBeren Segmenten des Photorezeptors, dem systemischen
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Kreislauf und dem RPE stammen, welches auch selbst Lipoproteine synthetisiert (Miller 2016).
Diese akkumulieren subretinal entlang der Bruch-Membran, fiihren zu einer Verdickung und
letztendlich zu Drusen, die charakteristisch fiir die AMD sind und klinisch durch die Spiegelung
des Augenhintergrunds (Funduskopie) diagnostiziert werden (Sarks 1980; Davis et al. 2005).
Veranderungen der BrM haben direkten Einfluss auf die RPE-Funktion, die Adhasion,
Proliferation und Differenzierung (Bhutto und Lutty 2012). Eine Verdickung der Membran
durch Drusenablagerungen fihrt zur Storung des transepithelialen Transports und somit zur
Verschlechterung der Versorgung der Photorezeptoren mit Nahrstoffen (Klettner 2015a). Die
Verkniipfung der AMD Pathogenese mit diesen Storungen des Lipidstoffwechsels wird unter
dem Namen Oil-spill theory diskutiert (Curcio 2018). Zusatzlich lagern sich unl6sliche Stoffe,
sogenannte Lipofuszine (,Alterspigment”) innerhalb des RPE ab (Sarks et al. 1999). Dadurch
wird die Fahigkeit vermindert, Molekilkomplexe zu verdauen was wiederum unter der
Einwirkung von kurzwelligem Licht zu verstarktem oxidativem Stress fihrt (Wang et al. 2009;
Klettner 2015a; Jones et al. 2017). Es wird angenommen, dass im RPE daraufhin
inflammatorische Prozesse angeschoben werden, welche die dritte Saule in dem Konzept der

AMD-Entstehung darstellen (Abb. 3) (Miller 2016).

Im Allgemeinen ist die Retina durch starke Lichteinstrahlung, eine hohe metabolische Aktivitat
und den hohen Sauerstoffpartialdruck einem erhéhten MaR an oxidativem Stress ausgesetzt,
was die zweite Saule in der AMD-Pathogenese darstellt (Abb. 3). Darunter kommt es zu einem
kumulativen Schaden durch Lipidperoxidationen, DNA-Schadigungen und Protein-
schadigungen (Zhang et al. 2020). Auch wenn das RPE (iber einen Schutzmechanismus gegen
oxidativen Stress verflgt, wie unter 1.2.1.4 beschreiben, kommt es dennoch zur
Funktionsminderung der Zellen, zum Zelltod und zur Degeneration von Gewebe (Klettner
2012; Klettner et al. 2013a; Abokyi et al. 2020). Dies beeinflusst die dritte Saule, die
Inflammation und durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren, wie VEGF, wiederum die

vierte Saule, die Angiogenese.

Die dritte Saule der Theorie zur AMD-Pathologie beschreibt inflammatorische Prozesse
(Abb. 3). Denn Entziindung scheint in allen Stadien der AMD von zentraler Bedeutung zu sein
- nicht nur in ihrer Entwicklung, sondern auch im Verlauf des mittleren und des Spatstadiums.
Die Ansammlung von zelluldren Uberresten, die von degenerierten RPE Zellen abgesondert

werden und Lipoproteinen zwischen der RPE-Basallamina und der Bruch-Membran scheint zu
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einer chronischen Entziindungsreaktion zu fiihren, die auf das RPE, die Choriocapillaris und
die Bruch-Membran gerichtet ist und einen potenziellen Reiz zur Drusenbildung darstellt
(Anderson et al. 2002; Miller 2016). Hierbei kommt es zur Ablagerung von Komplement-
komponenten sowie zur Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungszellen einschlieflich
zirkulierender Leukozyten, residenter Mikroglia und infiltrierender Makrophagen (Miller

2016).

Die vierte Sdule der AMD-Pathogenese, die Angiogenese, wird durch eine pathologische
Induktion der VEGF-Sekretion hervorgerufen und fiihrt zu choroidalen Neovaskularisationen
(CNV), welche das Hauptmerkmal der feuchten Form der AMD sind und sich durch
unkontrollierte GefaRaussprossungen auszeichnen. Wie in Abb. 3 dargestellt geschieht die
Induktion der Angiogenese durch die drei anderen Saulen der AMD-Pathogenese. Sowohl die
Aktivierung inflammatorischer Prozesse als auch oxidativer Stress und Sauerstoffmangel als
Folge der Lipidablagerungen steigern die pathologische VEGF-Sekretion (Abb. 3) (Klettner
2015a).

1.4.3 Anti-VEGF Therapie

Da ein spezieller Ausloser der AMD noch nicht bekannt ist, sondern eine komplexe
multifaktorielle Pathogenese angenommen wird, gestaltet sich die Suche nach einer kausalen
Therapie schwierig. Fiir die trockene AMD und die geographische Atrophie gibt es zur Zeit
noch keine zugelassene oder wirksame Therapiemoglichkeit (Holz et al. 2014; Jones et al.
2017). Fir die im Rahmen der feuchten oder auch neovaskularen AMD (nAMD) auftretenden
choroidalen Neovaskularisationen wird seit mehr als einem Jahrzehnt die intravitreal
applizierte Anti-VEGF Therapie eingesetzt, denn VEGF reguliert die Angiogenese und induziert
nachweislich die CNV (Okamoto et al. 1998; Tong et al. 2006; Schmidt-Erfurth et al. 2014;
Jones et al. 2017; Finger et al. 2020). Die Einflihrung der Anti-VEGF Therapie flihrte zu einer
effektiven und signifikanten Senkung der Erblindungsrate und einer Verminderung des
Sehverlustes durch die feuchte AMD, in dem es die Bildung der CNV verlangsamt oder
verhindert (Okamoto et al. 1998; Tong et al. 2006; Bloch et al. 2012; Maguire et al. 2016;
Finger et al. 2020). Allerdings werden durch die Therapie bereits vorhandene pathologische
Veranderungen nicht vollstandig zurlickgebildet und bei vielen Patienten bleibt ein optimales

Therapieansprechen aus (Miller et al. 2013). Dazu kommt, dass die Anti-VEGF Substanzen
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kostenintensiv regelmaflig und oftmals Uber viele Jahre intravitreal, also direkt in den
Glaskorper, gespritzt werden missen. Zurzeit werden in der Klinik hauptsachlich drei
verschiedene VEGF-Antagonisten eingesetzt: das Antikorperfragment Ranibizumab
(Lucentis®), das Fusionsprotein Aflibercept (Eylea®) und der humanisierte vollstandige
Antikérper Bevacizumab (Avastin®) (Klettner 2015a; DOG et al. 2020). Diese Substanzen
weisen eine unterschiedliche Affinitat zu VEGF und verschiedene molekulare Eigenschaften
auf (Klettner 2014). Daher ist es wichtig, die Substanzen einzeln zu testen und miteinander zu
vergleichen. Nicht zuletzt, um herauszufinden, ob eine der Substanzen die Ausbildung einer
geographischen Atrophie befordert (siehe Kapitel 1.4.4). In der vorliegenden Studie wurden
Aflibercept und Bevacizumab verwendet. Aflibercept ist seit 2012 fiir die Therapie der nAMD
zugelassen (F.D.A 2011; Mehta et al. 2018) und weist eine dhnliche Wirksamkeit wie
Ranibizumab auf (Heier et al. 2012; Schmidt-Erfurth et al. 2014). Es bindet VEGF-A, VEGF-B
und den Plazenta-Wachstumsfaktor (PGF) (Dixon et al. 2009; Jones et al. 2017) und wird nach
initial drei monatlichen Ladungsdosen, im weiteren Verlauf mit einem zweimonatigen
Therapieintervall intravitreal verabreicht (DOG 2020). Bevacizumab wird off-Label bei der
nAMD eingesetzt und bindet als vollstandiger Antikérper an VEGF-A (Klettner und Roider
2009; Klettner 2015a). Bevacizumab wurde in zwei groBen klinischen Studien, der CATT-Studie
in den USA (Comparison of AMD treatment trials) und der IVAN-Studie in GroRRbritannien
(Inhibition of VEGF in age-related chroidal neovascularisation) direkt mit Ranibizumab
verglichen und zeigte eine Wirksamkeit vergleichbar mit Ranibizumab (CATT Research Group

et al. 2011; Martin et al. 2012; Chakravarthy et al. 2013; Maguire et al. 2016).

1.4.4 Geographische Atrophie unter Anti-VEGF Therapie?

Die geographische Atrophie beinhaltet eine fortschreitende Degeneration des RPE, der
Choriokapillaren und der Photorezeptoren (Lim et al. 2012; Zarbin 2016). Es wurde
beobachtet, dass nach Langzeit-Anti-VEGF Behandlung klinische Befunde mit irreversibler
geographischer Atrophie erhoben wurden (Grunwald et al. 2014; Bhisitkul et al. 2015; Sadda
et al. 2020). Besonders traten diese bei kontinuierlicher monatlicher Behandlung auf
(Chakravarthy et al. 2013; Grunwald et al. 2014). Allerdings ist nicht geklart, ob diese
Veranderungen aufgrund der Anti-VEGF Behandlung oder trotz der Behandlung auftreten

(Abdelfattah et al. 2016). Der zunehmende Verlust von RPE Zellen und damit die Entwicklung
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einer geographischen Atrophie kénnte mit der Anti-VEGF Langzeitbehandlung in Zusammen-
hang stehen. Um diese Kausalitat zu priifen, muss die Interaktion der VEGF-Antagonisten mit
dem RPE beleuchtet werden, da die im Fokus der Behandlung stehenden CNV sich direkt
unterhalb des RPE befinden und mit diesem interagieren (McLeod et al. 2009). Zudem ist das
RPE einerseits an der Pharmakokinetik der Antagonisten beteiligt, andererseits ist es

wahrscheinlich, dass die VEGF-Inhibitoren selbst Einfluss auf das RPE austiben (Klettner 2014).

.5 Inflammatorische Stimulation durch Entziindungsmediatoren

Das RPE besitzt, wie in Kapitel 1.3 genauer erldutert wurde, eine Wachterfunktion, indem es
pathogene Stimuli detektiert und darauf reagiert. Diese Gefahrendetektion erfolgt unter
anderem Uber TLR. lhre Aktivierung konnte zu einer proinflammatorischen Zytokin-
ausschittung und degenerativen Veranderungen des RPE fiihren (Ebihara et al. 2007; Klettner
et al. 2013b; Klettner et al. 2014b; Klettner 2015b). Zusatzlich wurde gezeigt, dass die
Aktivierung von TLR zu einer reduzierten Barrierefunktion des RPE fiihren kann (Terheyden et
al. 2020). TLR-3 und -4 Aktivierung wurden bereits mit der Entstehung der AMD in Verbindung
gebracht (Kutty et al. 2016). Dabei werden nicht nur virale (TLR-3) oder bakterielle (TLR-4)
Infektionen den Aktivatoren der TLR zugeordnet, sondern auch zelluldre Bestandteile, welche
durch die degenerativen Prozesse unter der AMD entstehen kdnnten. Dazu zahlt z.B. mRNA

nekrotischer Zellen (Kariké et al. 2004).

Eine TLR-3 Aktivierung kann RPE Zellen in die Apoptose fiihren und wird mit der Entwicklung
einer GA in Verbindung gebracht (Klettner et al. 2013b). Bei Untersuchungen in Bezug auf
mogliche therapeutische Effekte einer small interfering RNA (siRNA) gegen die AMD wurde
herausgefunden, dass die siRNA Signalgebung lGber TLR-3 ablduft (Kleinman et al. 2008).
Polymorphismen der TLR werden mit der Pathogenese der AMD in Verbindung gebracht
(Edwards et al. 2008). So scheinen verschiedene genetische Varianten des TLR-3 die
Entwicklung der GA zu beférdern (Yang et al. 2008). Es konnte weiter gezeigt werden, dass
TLR-4 eine Rolle bei der Verarbeitung duBerer Photorezeptorsegmente spielt und TLR-4
Polymorphismen mit der Krankheitsschwere der AMD assoziiert sind (Kindzelskii et al. 2004;
Ling und Xiong 2019). Auch wurde beobachtet, dass eine TLR-4 Aktivierung Uber den

Transkriptionsfaktor nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) zu
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einer VEGF-Ausschittung fihren kann, welche eine Schlisselrolle in der AMD Pathogenese

spielt (Chen et al. 2016).

AuRerdem wird das Zytokin Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) fir die Pathogenese der AMD
verantwortlich gemacht. Es konnte gezeigt werden, dass TNFa zu einer VEGF-Ausschiittung
des RPE und damit der Entwicklung von CNV fiihren kann (Oh et al. 1999; Nagineni et al. 2012;
Wang et al. 2016). AuBerdem konnte eine Stérung der Blut-Retina-Schranke uber
Veranderungen des RPE durch TNFa, welches von Mikroglia sezerniert wurde, beobachtet
werden (Jo et al. 2019). Die Rolle von TNFa wird im néachsten Kapitel unter 1.6. im

Zusammenhang mit AMD-relevanten Zytokinen weiter ausgefiihrt.

Zusammengefasst konnten TLR-3 und -4 und TNFa Kernelemente in der Pathophysiologie der
AMD sein. Um die Rolle von TLR und TNFa in der Pathogenese der AMD besser zu definieren,
sind weitere Versuchsreihen erforderlich. Deshalb wurde in dieser Studie der Einfluss einer
TLR-Aktivierung Uber die Stimulation mit dem TLR-3 Agonisten Polyinosin-Polycytidylsaure
(Poly I:C) (Alexopoulou et al. 2001) und dem TLR-4 Agonisten Lipopolysaccharid (LPS) (Chow
et al. 1999) sowie der Einfluss einer Stimulation mit TNFa auf die Zellvitalitdt und die

Zytokinsekretion des RPE untersucht.

.6 AMD-relevante Zytokine

Um die Auswirkungen einer Therapie mit VEGF-Inhibitoren unter inflammatorischer
Stimulation zu erforschen, ist es wichtig die daraus resultierende Zytokinsekretion der RPE
Zellen zu erfassen. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, wie sich die Zytokine IL-1pB, IL-6,

IL-8 und TNFa unter den genannten Voraussetzungen verhalten.

Durch die Evaluation der sezernierten Zytokine kénnte abgeleitet werden, ob das RPE versucht
die Entziindung zu unterdriicken, oder sie weiter beférdert. Sollte das RPE protektive Zytokine
ausschtten, konnte dies einen Versuch darstellen, die Retina vor pathogenen Einfliissen zu
schiitzen. AuRerdem konnten (iber die Zytokinsekretion je nach Stimulation die Signalwege
des RPE weiter erforscht und ggf. eine potenzielle zielgerichtete therapeutische Intervention

daraus abgeleitet werden.

TNFa ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches in vitro und in vivo mit der Pathogenese

der AMD in Verbindung gebracht werden konnte (Theodossiadis et al. 2009; Kutty et al. 2016).
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Es konnte gezeigt werden, dass TNFa in Mausmodellen fiir AMD erhoéht ist (Huang et al. 2017)
und mit der choroidalen Neovaskularisierung in Laser-induzierten CNV Modellen in
Zusammenhang steht (Lichtlen et al. 2010). Zusatzlich wurde beschrieben, dass beispielsweise
Komplementfaktoren die TNFa Proteinexpression im RPE steigern konnen (Lueck et al. 2015).
IL-6 wird mit altersbedingten Erkrankungen in Verbindung gebracht und weist eine starke
chronisch inflammatorische Komponente auf (Maggio et al. 2006). Im Zusammenhang mit der
AMD konnte IL-6 als systemischer Biomarker fiir die Krankheitsaktivitat und pradiktiv fir die
Krankheitsprogression bei geographischer Atrophie als Folge der AMD identifiziert werden
(Krogh Nielsen et al. 2019). Zusatzlich wurden erhohte IL-6 Level im Kammerwasser von
Patienten mit feuchter AMD im Vergleich zu Patienten mit Katarakt festgestellt (Jonas et al.
2012; Mimura et al. 2019). Es ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches als Antwort auf
inflammatorische Reize vom RPE ausgeschiittet werden kann (Elner et al. 1992). So fiihrte eine
kurzzeitige Stimulation mit LPS oder Poly I:C zu einer IL-6 Ausschiittung (Kumar et al. 2004;
Woérnle et al. 2011; Paeng et al. 2015b). Weiter steht es unter dem Verdacht autokrin zur
Degeneration des RPE beizutragen (Leung et al. 2009). Im Gegensatz dazu konnten auch
neuroprotektive und neuroregenerative Eigenschaften des IL-6 in Bezug auf die Retina
nachgewiesen werden (Sappington et al. 2006; Leibinger et al. 2013). Es ist daher von
besonderem Interesse die IL-6 Ausschiittung im Kontext eines proinflammatorischen Milieus
zu verstehen, um die schadlichen und protektiven Reaktionen des RPE auf Entziindungsreize

im Rahmen der AMD tiefer zu verstehen.

Die Betrachtung von IL-8 ist ebenfalls von besonderem Interesse, da IL-8 fiir die Angiogenese
verantwortlich gemacht wird (Ghasemi et al. 2011), im Kammerwasser von Patienten mit
exsudativer AMD erhoht nachgewiesen werden konnte (Jonas et al. 2012; Mimura et al. 2019)
und verschiedene Polymorphismen des IL-8 als Risikofaktoren fiir die AMD betrachtet werden
(Goverdhan et al. 2008). Zudem konnten erhdhte IL-8 Sekretionen des RPE nach Stimulation
mit LPS beobachtet werden. Die RPE Degeneration unter LPS scheint dabei tGiber IL-8 vermittelt

zu werden (Leung et al. 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass IL-1B insbesondere in vorgeschadigtem Gewebe neuro-
degenerativ wirken kann, besonders bei einer langfristigen Exposition (Viviani 2004). Mit Hilfe
von in vitro Studien mit RPE Zellen konnte gezeigt werden, dass IL-1B nach einer kurzfristigen

Stimulation (zwei Stunden) vermehrt exprimiert wurde (Brosig et al. 2015). Vor diesem



| Einleitung 16

Hintergrund ist es interessant zu untersuchen, welche Effekte eine langfristige

inflammatorische Stimulation auf die IL-13 Sekretion des RPE hat.

.7  Zielsetzung dieser Arbeit

In bisherigen Studien wurden fast ausschlieBlich kurzfristige Wechselwirkungen des RPE unter
Inflammation untersucht. Die Inkubationszeiten dieser Studien Uberschreiten selten 24 oder
48 Stunden (z. B. An et al. 2008; Wornle et al. 2011; Klettner et al. 2013b; Brosig et al. 2015;
Koinzer et al. 2015; Paeng et al. 2015a; Chen M et al. 2016; Beckel et al. 2018)

Allerdings scheint vor allem eine langfristige Entziindung fir die AMD verantwortlich zu sein
(Xu et al. 2009; Kauppinen et al. 2016). In dieser Studie wurde daher die Auswirkung einer
Stimulation mit zwei proinflammatorischen Stimuli untersucht, die unterschiedliche TLR
(Poly I:C - TLR-3, LPS - TLR-4) aktivieren und mit einem proinflammatorischen Zytokin, TNFa.
Dabei wurden kurzfristige (24 Stunden), mittelfristige (sieben Tage) und langfristige (vier
Wochen) Effekte beobachtet. Dadurch sollen modellhaft die langwierigen entziindlichen
Prozesse, wie sie in der Pathogenese der AMD vorkommen, in einer in vitro Zellkultur
abgebildet werden. Dabei wurde ein Fokus auf die langfristige proinflammatorische
Stimulation des RPE und die darunter zu verzeichnende Dynamik der Zellvitalitdt und der
Zytokinausschittung im Zeitverlauf gelegt. Auch vier Wochen spiegeln nur sehr bedingt die in
vivo-Situation einer chronischen Netzhautentziindung wider, unterscheiden sich jedoch
deutlich von einer akuten, kurzfristigen Reaktion des RPE. Erst durch zuverlassige Ergebnisse
aus modellhaften in vitro Zellkulturstudien kann in weiteren Schritten die erhoffte
Ubertragung auf den Menschen gewagt werden. Weiter ist die Erforschung der Anti-VEGF
Therapie unter Entziindungsmediatoren in vitro immer noch von grolRer Bedeutung, da trotz
initialer Erfolge eine kontinuierliche klinische Behandlung der exsudativen AMD mit VEGF-
Antagonisten zu atrophischen Veranderungen im RPE flihren kann. Aus dieser Beobachtung
ergab sich die der vorliegenden Studie zu Grunde liegende Hypothese, dass eine
inflammatorische Aktivierung des RPE einen Einfluss auf die Interaktion zwischen RPE und
VEGF-Antagonist hat. Sollte diese Hypothese bestatigt werden und ein Funktionsverlust und
eine Degeneration des RPE festgestellt werden, wiirde dies darauf hinweisen, dass eine
antiinflammatorische Behandlung den degenerativen Verdnderungen entgegenwirken

konnte. Durch eine solche antiinflammatorische Therapie konnte ein langerfristiger
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Behandlungserfolg der Anti-VEGF Therapie in Aussicht gestellt werden. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese wurden die RPE Zellen daher in einem zweiten Schritt mit Bevacizumab und
Aflibercept unter dem oben genannten entziindlichen Milieu stimuliert und die Zellvitalitat

und Zytokinsekretion untersucht.

Die Erforschung der Auswirkungen inflammatorischer Prozesse auf das RPE im
Zusammenwirken mit einer Anti-VEGF Therapie ist die Grundlage eines differenzierten
pathophysiologischen Verstandnisses der AMD und den daraus folgenden zielgerichteten
Therapieansatzen. Das Ziel dieser Arbeit war daher, nach andauernder Inflammation mittels
Poly I:C, LPS und TNFa Stimulation a) den Zelltod und b) die Sekretion der Zytokine IL-18, IL-6,
IL-8 und TNFa zu untersuchen. Ebenso sollten die Auswirkungen auf das Zelliiberleben und
die Sekretion der genannten Zytokine unter einer Stimulation mit den VEGF-Inhibitoren
Aflibercept und Bevacizumab und deren Kombination mit den genannten pro-

inflammatorischen Stimulanzien beobachtet werden.
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1l Material und Methoden

II.L1 Material

I1.L1.1 Gerate und Instrumente

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Instrumente.

Gerate/ Instrumente

Firma/ Firmensitz

Anatomische Pinzette
Autoklav, Varioklav
Brutschrank, CO2 Inkubator
Eismaschine AF80
Feinwaage

Gefrierschranke
-20° C-Schrank

-80° C-Schrank
Mikroskope
Binokular, Stemi SV6

Inverses Lichtmikroskop, Axiovert 100
Mikrotiterplatten-Photometer ELx800
Mischgerate

Rollenmischgerat, RM5 Nr. 348

Wippschuttler
Parafilm
Pipetten
Einkanalpipetten:

2,5 pl, 10 ul, 20 ul, 100 pl, 200 pul, 1000 pl

Mehrkanalpipette: 100 pl
Pipettierhilfe, Pipetus®
Saugpumpe, Vacusafe comfort

Scheren
Federschere

Schere 545A
Sterilbanke
Antair BSK

Safe 2020
Vortexer, VortexGenie 2

Bausch & Lomb GmbH, Berlin, D
Thermo Fisher Scientific, Dreieich, D
Labotec, Gottingen, D

Scotsman, Milan, |

Sartorius analytic, Gottingen, D

Liebherr, Kirchdorf, D
Sanyo, Moriguchi, J
Carl Zeiss AG, Jena, D

Carl Zeiss AG, Jena, D
Biostep, Jahnsdorf, D

Karl Hecht GmbH, Sondheim, D

VWR, Pennsylvania, USA
Bemis Company, Oshkosh, USA

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, D

Integra Bioscience AG, Zizers, CHE

Karl Storz, Tuttlingen, D
Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, D
Sternkopf, Libeck, D

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, D
Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
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Geriate/ Instrumente

Firma/ Firmensitz

Waschautomat ELx50
Wasserbad 1086

Zentrifugen
Servall ST40

Centrifuge 5414

Kihlzentrifuge, Heraeus Fresco 17

11.L1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

BioTek Winooski, VT, USA
GFL, Burgwedel, D

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, D

Verbrauchsmaterialien

Firma/ Firmensitz

Einmalpasteurpipetten 1 ml, 5 ml
Pipettenspitzen, 10 -1000 pl

Rasierklinge T585

Reaktionsgefafie, 1-2 ml

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Zellkultur Testplatten,
12-well, 24-well, 96-well
Zentrifugenréhrchen, 15 ml, 50 ml

I1.L1.3 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien.

Roth, Karlsruhe, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Plano GmbH, Wetzlar, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Th. Geyer, Berlin, D

Th. Geyer Berlin, D

Sarstedt, Nimbrecht, D

Chemikalien

Firma/ Firmensitz

Aqua destillata (A. dest.), Ampuwa®
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendinitriltetraessigsaure (EDTA)
Isopropanol

Methyl thiazolyl tetrazolium (MTT), Pulver
Natriumchlorid (NaCl) 0,9%, fliissig

PBS, Puffersubstanz Dulbecco's

Fresenius Kabi, Bad Homburg, D
ATCC, Manassas, USA

Merck, Darmstadt, D

Sigma, Aldrich, D

Sigma, Steinheim, D

Fresenius, Bad Homburg, D
Serva, Heidelberg, D
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I.L1.4 Zellkulturmedien und Reagenzien

Tabelle 4: Verwendete Zellkulturmedien und -reagenzien.

Zellkulturmedien und -reagenzien

Firma/ Firmensitz

Fotales Kalberserum (FCS)

HEPES, 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperatinyl]-
ethansulfonat (HEPES-Puffer)

HyClone™ Dulbecco's Modified Eagles
Medium (DMEM)

Nicht essentielle Aminosduren, (NEA)

Penicillin/Streptomycin, Pe/St
Sodium Pyruvat

Trypsin

Trypsin/EDTA

Linaris, Wertheim-Bettingen, D
Biochrom, Berlin, D

Biochrom, Berlin, D

Biochrom, Berlin, D
Biochrom, Berlin, D
Biochrom, Berlin, D
PAN Biotech, Aidenbach, D
PAN Biotech, Aidenbach, D

I.L1.5 Zusammensetzung von Puffer und Losungen

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Losungen und ihre Zusammensetzung.

Puffer und L6sungen

Konzentration/ Material

Zellkulturmedium

MTT- Gebrauchslésung

Trypsin-EDTA

PBS, Puffersubstanz Dulbecco's

1.L1.6 ELISA Kits

Tabelle 6: Verwendete ELISA Kits.

500 m|I DMEM high Glucose + Phenolrot
10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin

100 mM Sodium Pyruvat

1 M HEPES

1 % nicht essentielle Aminosauren (NEA)
0,005 g MTT Pulver

10 ml DMEM ohne Phenolrot

0,05 g Trypsin

0,1 g EDTA

100 ml PBS

4,8 g PBS in 500 ml Aqua dest.

ELISA Kits

Firma/ Firmensitz

IL-1-beta Porcine Quantikine® ELISA Kit
IL-6 Porcine Quantikine® ELISA Kit

IL-8 Porcine Quantikine® ELISA Kit
TNF-alpha Porcine Quantikine® ELISA Kit

R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
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11.L1.7 Medikamente und Inhibitoren

Tabelle 7: Verwendete Medikamente und Inhibitoren.

Medikamente und Inhibitoren

Firma/ Firmensitz

Aflibercept, Eylea ® 40 mg/ml
Betaisodona ®

Bevacizumab, Avastin ® 25 mg/ml
Lipopolysaccharid (LPS) aus E.Coli

Bayer AG, Leverkusen, D
Munipharma GmbH, Limburg, D
Novartis, Basel, CH

Sigma, Aldrich, D

Polyinosin-Polycytidylsaure Natriumsalz Tocris Bioscience, Bristol, UK

(Poly 1:C)
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)

11.1.8 Software

Tabelle 8: Verwendete Software.

R&D Systems, Minneapolis, USA

Software

Firma/ Firmensitz

Gen 5
Total Lab TL 100
MS Excel 2007

Biotek GmbH, Jahnsdorf, D
Biosystematica, Mountain Hall, GB
Microsoft, Redmond, Washington, USA
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1.2 Zellbiologische Methoden

Die Durchfuhrung der zellbiologischen Arbeiten erfolgte an einer Sterilbank. Hierbei wurde

mit sterilen, autoklavierten oder duRRerlich desinfizierten Arbeitsmaterialien gearbeitet.

11.2.1 RPE Zellen in der Zellkultur

[1.2.1.1 Praparation von primdren porcinen RPE Zellen aus Schweineaugen

und ihre Kultivierung

Fir die Herstellung des porcinen Retinalen Pigmentepithels wurden Schweineaugen von
regionalen Schlachtereinen bezogen, die nach einer bereits etablierten Methode prapariert
wurden (Wiencke et al. 2003; Klettner und Roider 2008). Es wurden sowohl 12-well-Platten
als auch 24-well-Platten zur Anzucht verwendet. Pro 12-well-Platte wurden zwolf
Schweineaugen prapariert. Auf der 24-well-Platte stellte jede Halfte eine Zellpopulation mit je
12-wells fir einen Versuch dar, fir die jeweils sieben Augen separat prapariert wurden. Es
wurde darauf geachtet, dass diese innerhalb von vier Stunden post mortem prapariert und die

Kuhlkette wahrenddessen nicht unterbrochen wurde.

Zundachst wurden die Schweinebulbi von anhdangenden Geweberesten mittels einer Schere
befreit und zur dufleren Desinfektion flir 5 Minuten in eine auf Eis gekihlte antiseptische und
1:3 verdiinnte Losung, bestehend aus 33 %-iger Betaisodonal6sung und Natriumchlorid (NaCl)
gegeben. AnschlieBend wurden sie in sterilem NaCl bis zur weiteren Verarbeitung unter der
Sterilbank aufbewahrt. Unter der Sterilbank wurde nun das anteriore Segment der Bulbi
mithilfe einer Rasierklinge eroffnet und zirkular abgetrennt. Ebenso wurden die Linse und der
Glaskorper mit einer Pinzette entnommen. Um die Retina restlos zu entfernen, wurde die
verbleibende Augenschale mit 37 °C warmer phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS)
befillt, die Retina mit einer Pinzette abgeldst und mithilfe einer Federschere am Nervus
opticus abgetrennt. Anschliefend wurde das PBS entnommen, 0,25 % Trypsin in die Bulbi
gefillt und fir 10 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation und
Entfernung des Trypsins wurden die Bulbi mit 37°C warmem 0,25% Trypsin/
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) beflllt und fir weitere 45 Minuten inkubiert. Die nun

angelosten RPE Zellen wurden mit einer Eppendorfpipette von der Aderhaut gespilt und in
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einem 50 ml Zentrifugenréhrchen mit 37 °C warmen Medium vermischt, was zu einer
Inaktivierung des Trypsin/ EDTA fihrte. Im Anschluss wurden die Zellen fir 7 Minuten bei
Raumtemperatur und 900 U/min abzentrifugiert. Das resultierende Zellpellet wurde nach
dem Absaugen des Uberstehenden Mediums mit 1 ml 37 °C warmem Medium resuspendiert,
mit 35 ml Medium aufgefullt und erneut fiir 7 Minuten bei 900 U/min zentrifugiert. Erneut
wurde das Uberstehende Medium abgesaugt, das Zellpellet mit 1 ml Medium resuspendiert
und nun mit 11 ml Medium aufgefiillt, sodass danach je 1 ml der Zellsuspension pro well ziigig
auf der 12-well-Platte ausgesat wurde. Die Zelldichte betrug 300.000 Zellen pro well. Fir den
MTT-Assay wurden 24-well-Platten verwendet, wobei die Zellsuspension nur mit 5 ml Medium
aufgefillt und pro well nur 0,5 ml Zellsuspension mit einer Dichte von 150.000 Zellen pro well
ausgesat wurde. Nach der Aussaat wurden die RPE Zellen zunachst zwei Wochen regular
kultiviert, bevor sie in einen Versuch aufgenommen wurden. Die Inkubation der Zellen fand
bei einer Temperatur von 37 °C und einer wasserdampfgesattigten und mit 5% CO*
angereicherten Atmosphédre statt. Zur Kultivierung wurde DMEM-Zellkulturmedium
verwendet, welches zweimal pro Woche gewechselt wurde. Des Weiteren wurden die
Zellkulturplatten einmal pro Woche unter dem Mikroskop betrachtet und auf eine konfluente

Zellschicht hin Gberpruft.

[1.2.1.2 Stimulation der porcinen RPE Zellen

Nach Erreichen einer Konfluenz nach friihestens zwei Wochen regularer Kultivierung wurde
begonnen, die porcinen RPE Zellen zu stimulieren. Das Pipettierschema kann Abbildung 4
entnommen werden. Hierflr wurde zunachst das alte Zellkulturmedium abgesaugt und mit
jeweils 1 ml pro well (12-well-Platte) oder 0,5 ml pro well (24-well-Platte) Zellkulturmedium
aufgefillt. AnschlieRend wurden die proinflammatorischen Agonisten Poly I:.C (1, 10,
100 pg/ml), LPS (0.1, 1, 10 pg/ml) oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) und die Medikamente
Aflibercept und Bevacizumab verabreicht. Die Konzentration der Medikamente betrug
250 pg/ml. Bei den Behandlungszeitraumen von sieben Tagen und vier Wochen wurde dieser

Stimulationsvorgang in einem regelmaBigen Rhythmus alle drei bis vier Tage wiederholt.

Die Experimente wurden mit drei verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt. Es wurden

jeweils drei bis fiinf Wiederholungsexperimente fiir die Behandlungszeitraume 24 Stunden,
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sieben Tage und vier Wochen durchgefiihrt, die sich in der Konzentration der pro-

inflammatorischen Agonisten, Poly I:C, LPS und TNFa unterschieden:
1) geringste Konzentration: Poly I:C 1 pg/ml; LPS 0.1 pg/ml; TNFa 12.5 ng/ml
2) mittlere Konzentration: Poly I:C 10 pug/ml; LPS 1 pg/ml; TNFa 25 ng/ml
3) hochste Konzentration: Poly 1:C 100 pg/ml; LPS 10 ug/ml; TNFa 50 ng/ml

Im Anschluss an den Behandlungszeitraum wurden die Uberstinde fiir die ELISA
Untersuchungen gewonnen (siehe Kapitel 11.3.1) und mit den RPE-Zell-Platten der MTT-Assay
durchgefiihrt (siehe Kapitel 11.2.2).

Poly I:C LPS TNFa

unbehandelte

Kontrolle 0.1/1/10

ug/mi

12.5/ 25/ 50
ng/ml

1/ 10/ 100
ug/mi

2 Aflibercept Poly I:C -
N + X )

o 250 pg/ml Aflibercept Aflibercept Aflibercept
2 Bevacizumab Poly I:C .

9] . . )

N

™ 250 pg/m| Bevacizumab Bevacizumab Bevacizumab

Abbildung 4: Pipettierschema einer 12-well-Platte. Die unbehandelte Kontrolle oben links wurde mit
reinem Zellkulturmedium befillt. Die weiteren zwei wells in der linken Spalte wurden nur mit
Aflibercept (250 pg/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) behandelt. Die drei wells der ersten Zeile
wurden ausschlieBlich mit den drei Entziindungsmediatoren Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml) LPS (0.1, 1,
10 pg/ml) oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) stimuliert. Die Platten wurden je Versuch entweder mit der
geringsten (Poly I:C 1 pg/ml, LPS 0.1 pg/ml und TNFa 12.5 ng/ml), mittleren (Poly I:C 10 ug/ml, LPS
1 pg/ml und TNFa 25 ng/ml) oder hochsten (Poly I:C 100 pg/ml, LPS 10 pg/ml und TNFa 50 ng/ml)
Konzentration behandelt. Die gleiche Konzentration der in der ersten Zeile verwendeten
Entztindungsmediatoren wurde auch fir die Kombination mit Aflibercept (250 pg/ml) in der zweiten
Zeile oder Bevacizumab (250 pg/ml) in der dritten Zeile verwendet.



Il Material und Methoden 25

1.2.2 Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTT- Toxizitatsassay

Zur Untersuchung der Vitalitat der RPE Zellen am Ende einer Behandlungsperiode wurde ein
MTT (Methyl thiazolyl tetrazolium) - Assay durchgefiihrt (modifiziert nach Mosmann 1983;
Riss et al. 2004). Bei dem Farbstoff MTT handelt es sich um ein gelbes Tetrazoliumsalz, welches
von lebendigen, metabolisch aktiven Zellen aufgenommen und durch diese zu einem
unloslichen violetten Formazan reduziert wird. Um es photometrisch erfassen zu kénnen ist
es notwendig, die Formazankristalle durch Zugabe einer Solubilisierungslésung wie
Dimethylsulfoxid (DMSO) aufzul6sen. In avitalen Zellen kann der beschriebene Vorgang nicht
ablaufen, wodurch kein Farbstoff umgewandelt und freigesetzt wird (Abb. 5). Somit spiegelt
die resultierende Farbintensitdt den Anteil an vitalen Zellen im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrolle wider. AnschlieBend wird die Farbintensitdt des MTTs bei einer

Wellenldange von A = 550 nm photometrisch gemessen.

(" MTT Formazankristalle Formazan\
-t e e ~S
LA o7 %

Reduktase

vitale Zellen mit Zellkern

avitale Zellen

\_ Zellkulturplatte

4

Abbildung 5: Ablauf des MTT- Toxizitatsassay. Vitale, metabolisch aktive Zellen reduzieren das gelbe
Tetrazoliumsalz (MTT) zu unlosliche violette Formazankristalle. Durch Zugabe einer Solubilisierungs-
I6sung (DMSO), l6sen sich diese Kristalle, sodass die Farbintensitdt photometrisch gemessen werden
kann. In avitale Zellen findet dieser Vorgang nicht statt. MTT = Methyl thiazolyl tetrazolium, DMSO =
Dimethylsulfoxid.

Nach der Behandlung fiir einen Tag, sieben Tage und vier Wochen wurden zunachst die
Uberstinde wie in Kapitel 1.3.1. beschrieben entnommen. Zum ansetzten der MTT-

Gebrauchslosung wurden 0,005 g MTT in 10 ml DMEM ohne Phenolrot gelost und auf 37 °C
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erwdrmt. Die Zellen wurden zweimal mit warmen PBS gewaschen, 250 pl pro well der warmen
MTT- Gebrauchslésung (0,5 mg/ml) hinzugegeben und fir zwei Stunden bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Um im Anschluss den Farbstoff freizusetzen wurden 250 pl pro well
DMSO zu den Zellen gegeben und fiir 5 min bei Raumtemperatur (RT) auf den Schuttler
gestellt, damit sich das DMSO gleichmaRig verteilt. Nun wurden auf einer 96-well-Platte 100 pl
pro well reines DMSO vorgelegt und 50 pl der Probeniiberstande als Doppelwert pipettiert.
AnschlieBend wurden die Proben bei einer Wellenlange von A = 550 nm gegen 150 pul reines

DMSO als Leerwert photometrisch mit dem Mikrotiterplatten-Photometer ELx800 gemessen.

I1.3 Proteinbiochemische Methode

I.3.1 Gewinnung von Zellkulturiiberstanden

Fir die quantitative Bestimmung der ausgeschiitteten Zytokine der RPE Zellen mittels ELISA
wurden nach der erfolgten Stimulation nach einem Tag, sieben Tagen und vier Wochen die
Uberstinde entnommen und in 1,5 ml ReaktionsgefiRe (iberfiihrt. Unmittelbar nach der
Entnahme wurden die gewonnenen Uberstinde fiir 5min bei 4000 U/min und 4°C
zentrifugiert und anschlieBend die von Zellresten gekldrten Uberstinde in neue 1,5 ml
ReaktionsgefiR Uberfiihrt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Uberstinde bei -20 °C

oder -80 °C im Gefrierschrank gelagert.

1.3.2 Bestimmung der Zytokinausschittung mittels ELISA

Um in den Mediumiiberstanden der RPE Zellen Proteine spezifisch nachweisen und
qguantifizieren zu konnen, wurde die Methode des Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) verwendet, der auf der Antigen-Antikdrper Bindungsaffinitat basiert (Engvall und
Perlmann 1971; Van Weemen und Schuurs 1971; Rehm und Letzel 2010).

Im Allgemeinen zeichnet sich der Sandwich-ELISA dadurch aus, dass das gesuchte Antigen,
zwischen zwei Antikorpern liegt (Abb. 6). Bei dieser Methode werden 96-well-Platten
verwendet. Die Vertiefungen der Platte sind mit einem spezifischen, immobilisierten
Antikorper beschichtet, welcher Uber eine hohe Bindungsaffinitit zum gewiinschten
Zielprotein verfligt. Nachdem diese primaren Antikorper an ein Epitop des gesuchten Antigens

gebunden haben, wird ein weiterer sekundarer Antikorper hinzugegeben. Dieser sekundare
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Antikorper bindet an ein weiteres Epitop des bereits gebundenen Zielproteins, sodass das
Zielprotein sich nun zwischen Erst- und Zweitantikdrper befindet (Sandwich-ELISA). An den
Sekundarantikorper ist eine Meerrettichperoxidase (HRP - horseradish peroxidase) gekoppelt,
die das hinzugegebene Substrat Tetramethylbenzidin (TMB), in ein unldsliches blaues
Endprodukt umsetzt. Diese Reaktion wird durch Zugabe einer Stopp-Solution beendet, indem
sie das blaue Endprodukt der Peroxidase in einen stabilen gelben Farbkomplex umwandelt
(Abb. 6). Dieser Farbkomplex kann bei einer Wellenldnge von A =450 nm photometrisch
bestimmt werden. Die gemessene Farbintensitat verhalt sich dabei proportional zur Quantitat

des Zielproteins.

a TMB-Substrat I

enzymgekoppelter
Sekundarantikorper

Antigen Stopp-Solution

immobiler
Primarantikorper

g y

Abbildung 6: Skizze von der Funktionsweise des Sandwich-ELISAs. Das entsprechend gesuchte
Antigen (IL-1B, IL-6, IL-8 oder TNFa) befindet sich nach Zugabe des Sekundarantikérpers zwischen Erst-
und Zweitantikorper (Sandwich-ELISA). Die gekoppelte Peroxidase (HRP) reagiert mit dem TMB-
Substrat zu einem blauen Farbkomplex, der sich nach Zugabe der Stopp-Solution in einen gelben
umwandelt. HRP = Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase), TMB-Substrat = Tetramethyl-
benzidin.

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir die Bestimmung der IL-1pB, IL-6, IL-8 und der TNFa
Konzentrationen die Quantikine® ELISA Kit der Firma R&D Systems verwendet, die in Tabelle 6
aufgefiuhrt sind. Die im ELISA-Kit mitgelieferten Losungen sowie die ELISA-Platte im
verschlossenen Zustand wurden bis zu ihrer Verwendung maximal einen Monat bei 4 °C

gelagert. Je nach Herstellervorgabe wurden die aus der Zellkultur gewonnenen Uberstinde
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und Standards in den ELISA eingesetzt. Zur Konzentrationsbestimmung wurde je nach
Herstellerangaben eine doppelte Standard-Verdliinnungsreihe hergestellt. Nach dem
Auftauen der Proben bei Raumtemperatur wurden diese in die 96-wells der ELISA-Platte
pipettiert und auf einem Wippschittler platziert, sodass das Zielprotein wahrend einer
zweistlindigen Inkubationszeit auf der Trageroberflaiche gebunden werden konnte. Im
Anschluss wurden die wells der ELISA-Platte in dem Waschautomaten ELx50 mit Waschpuffer
gespllt, um die ungebundenen Probenbestandteile zu entfernen. Daraufhin wurde der
sekundare Antikorper hinzugefiigt und fiir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur auf
dem Wippschittler inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang erfolgte die Substitution
des Substrats Tetramethylbenzidin (TMB). Wahrend einer 30 minitigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur und unter lichtgeschiitzten Bedingungen, fand eine Farbumschlagsreaktion
statt, die in einem letzten Schritt mittels der Stopp-Solution (Salzsdure < 5%) beendet wurde.
Dieser Farbumschlag wurde bei einer Wellenldange von A =450nm mithilfe des
Mikrotiterplatten-Photometers ELx800 bestimmt. Die Auswertung jeder Probe erfolgte mit

Hilfe der vom Software-Programm Gen5 automatisch generierten Standardkurve.

1.4 Statistik

Alle aufgefiihrten Versuche wurden drei- bis finfmal unabhdngig voneinander wiederholt.
Statistische Analysen wurden mit dem Student’s T-Test in Excel (Microsoft) durchgefiihrt. Die
Berechnung erfolgte jeweils, wenn nicht anders gekennzeichnet, gegen die unbehandelten
Kontrollen. Werte von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die dargestellten

Balkendiagramme enthalten die Mittelwerte und Standardabweichungen.
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Il Ergebnisse

lll.L1 RPE Zellvitalitat unter Entziindungsmediatoren und VEGF-Inhibitoren

Primare porcine RPE Zellen wurden mit drei verschiedenen Konzentrationen von Poly I:C (1,
10, 100 pg/ml), LPS (0.1, 1, 10 pg/ml) oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) sowie mit den
Medikamenten Aflibercept (250 pug/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fiir 24 Stunden, sieben
Tage und vier Wochen behandelt. Der Einfluss der Behandlung auf die Zellvitalitdt wurde am
Ende einer Behandlungsperiode mit dem MTT (Methyl thiazolyl tetrazolium) - Assay

untersucht. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s-T-Test bewertet.

lI.1.1 Zellvitalitat unter alleiniger Stimulation mit Entziindungsmediatoren

Poly I:C induzierte nach 24 Stunden keine signifikante Abnahme der Lebensfahigkeit. Jedoch
kam es bei den Stimulationskonzentrationen 1 und 100 ug/ml nach sieben Tagen und bei 10
und 100 pg/ml nach vier Wochen zu einem signifikanten Verlust der Zellvitalitat. Der starkste

Effekt wurde nach Stimulation mit 100 pg/ml tber vier Wochen beobachtet (Abb. 7 a,

Tab. 9-11).
a) Vitalitat, Poly I:C b) Vitalitat, LPS c) Vitalitat, TNFa
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Abbildung 7: Vitalitdt unter Entziindungsmediatoren. Dargestellt ist das Zelliiberleben von priméaren
RPE Zellen nach der Stimulation mit (a) Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml; n = 7), (b) LPS (0.1, 1, 10 pg/ml; n =
7) oder (c) TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml; n = 7) fir 24 Stunden, sieben Tage oder vier Wochen. Poly I:C
reduziert die Vitalitat signifikant nach sieben Tagen (1 und 100 pg/ml) und vier Wochen (10 und 100
pg/ml), wahrend LPS und TNFo das Zelliberleben nach 24 Stunden und sieben Tagen bei allen
getesteten Konzentrationen reduzieren. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet.
Signifikanzen gegen die unbehandelte Kontrolle wurden gekennzeichnet mit: +++ =p < 0.001, ++ =p <
0.01, + = p < 0.05. Poly/ Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, LPS = Lipopolysaccharid, TNFa =
Tumornekrosefaktor alpha, Ko = Kontrolle, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n = Anzahl der
Versuchswiederholungen (Klettner et al. 2020).
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Die LPS-Behandlung fiihrte bei allen getesteten Konzentrationen nach 24 Stunden und sieben
Tagen, jedoch nicht nach vier Wochen zu einer signifikanten Abnahme des Zelliberlebens

(Abb. 7 b, Tab. 12-14).

In dhnlicher Weise verringerte TNFa die Lebensfahigkeit bei allen Konzentrationen nach 24
Stunden und sieben Tagen. Nur bei einer Konzentration von 50 ng/ml kam es auch nach vier

Wochen zu einer signifikanten Reduktion der Vitalitat der Zellen (Abb. 7 ¢, Tab. 15-17).

Zusammengefasst reduzierte Poly I:C die Vitalitdt signifikant nach sieben Tagen (1 und
100 pg/ml) und vier Wochen (10 und 100 pg/ml), wahrend LPS und TNFa das Zelliberleben

nach 24 Stunden und sieben Tagen bei allen getesteten Konzentrationen reduzierte.

1I.1.2 Kurz- und mittelfristige Effekte der Kombination von VEGF-

Inhibitoren und Entziindungsmediatoren auf die Zellvitalitat

Zusatzlich wurden die RPE Zellen mit den VEGF-Inhibitoren Aflibercept (250 pg/ml) und
Bevacizumab (250 pg/ml) einzeln sowie in Kombination mit den inflammatorischen Agonisten
in drei verschiedenen Konzentrationen von Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml), LPS (0.1, 1, 10 pg/ml)
oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) fiir 24 Stunden, sieben Tage oder vier Wochen behandelt. Die

Ergebnisse der Langzeitbehandlung von vier Wochen werden im Kapitel 111.1.3. beschreiben.

Eine alleinige Behandlung mit Aflibercept und Bevacizumab fiihrte zu jedem getesteten
Zeitpunkt zu einer signifikanten Minderung der Zellvitalitat im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle (Abb. 8, Tab. 9-10).

Die Kombination von Aflibercept mit 1 ug/ml Poly I:C ergab nach 24 Stunden eine signifikante
Reduktion der Zellvitalitat sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch gegen Poly I:C gleicher
Konzentration und tendenziell gegeniliber Aflibercept allein. Nach sieben Tagen fiihrte jede
Konzentration von Poly I:C in der Kombination mit Aflibercept zu einem signifikanten Abfall
des Zelliberlebens gegentiiber der Kontrolle. Zusatzlich fihrte die Konzentration von 1 und
100 pg/ml Poly I:C in Kombination mit Aflibercept nach sieben Tagen auch zu einer
signifikanten Abnahme gegeniber einer reinen Stimulation mit Poly I:C gleicher Konzentration

oder Aflibercept allein (Abb. 8 a - b, Tab. 9 - 10).

Eine Kombination aus Bevacizumab und 1 pg/ml Poly I:C fihrte nach 24 Stunden ebenfalls zu

einer signifikanten Reduktion der Zellvitalitat gegentber der Kontrolle, nicht aber gegeniiber
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Poly I:C gleicher Konzentration oder Bevacizumab allein. Nach sieben Tagen konnte fir die
Kombination von Bevacizumab mit 1 und 100 ug/ml Poly I:C ein signifikanter Abfall des
Zelltberlebens im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Die Kombination mit Poly I:C
1 ug/ml zeigte dabei ebenfalls ein tendenzielles Absinken gegeniber der alleinigen Gabe von
Poly I:C gleicher Konzentration, nicht aber gegeniiber Bevacizumab. Fir 100 pg/ml Poly I:C
galt, dass es kombiniert nicht zu einem signifikanten Unterschied gegeniber Poly I:C gleicher

Konzentration oder Bevacizumab allein kam (Abb. 8 a - b, Tab. 9 - 10).

a) Vitalitat, Poly I:C mit Anti-VEGF 24h b) Vitalitat, Poly I:C mit Anti-VEGF 7d
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Abbildung 8: Kurz- und mittelfristige Vitalitat unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist das
Zelluberleben von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly 1:C (1, 10, 100 pg/ml) und
Aflibercept (250 pg/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fur 24 Stunden (n = 4) (a) oder sieben Tage (n
=4) (b). Aflibercept und Bevacizumab allein reduzieren die Vitalitdt nach 24 Stunden und sieben Tagen
signifikant. Die Kombination von Aflibercept mit Poly I:C (1 pug/ml) nach 24 Stunden und (1 und 100
ug/ml) nach sieben Tagen hat signifikanten Einfluss und reduziert das Zelliiberleben. Die Kombination
von Bevacizumab mit Poly I:C (1 ug/ml) nach 24 Stunden und (100 pg/ml) nach sieben Tagen zeigt nur
eine Toxizitdt im Vergleich zur Kontrolle. Bevacizumab mit Poly I:C (1 pg/ml) nach sieben Tagen
vermindert das Zelllberleben gegen die Kontrolle und tendenziell gegeniiber Bevacizumab allein. Die
Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001, ++ = p < 0.01, + = p < 0.05
gegeniber der unbehandelten Kontrolle; x* = p < 0.01, * = p < 0.05, (x)= p < 0.07 gegenliber Poly I:C
gleicher Konzentration; oo = p < 0.01, (o) = p < 0.07 gegeniber Anti-VEGF allein. Anti-VEGF = VEGF-
Inhibitor (Aflibercept/ Bevacizumab), Poly/ Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, h = Stunden, d =
Tage, n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

Die kombinierte Gabe von Aflibercept und LPS fiihrte in jeder Konzentration nach 24 Stunden
und sieben Tagen zu einem signifikanten Abfall des Zellliberlebens gegenliber der Kontrolle.
Nach 24 Stunden zeigte sich fiir die Stimulationskombination aus Aflibercept und 0.1 sowie 10
ug/ml LPS in absoluten Werten eine verminderte Zellvitalitat sowohl gegentiber LPS allein als

auch Aflibercept allein. Jedoch war diese Abnahme nur im Vergleich zu Aflibercept signifikant,
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nicht aber im Vergleich zu LPS gleicher Konzentration. Nach sieben Tagen zeigte sich ebenfalls
dieser Effekt bei einer Stimulationskonzentration von 0.1 und 1 pg/ml LPS, denn die
Kombinationsgabe reduzierte das Zelliiberleben in absoluten Werten im Vergleich zu LPS und
Aflibercept allein. Allerdings war die Abnahme der Vitalitdat wiederum nur gegen Aflibercept
allein signifikant, nicht aber im Vergleich zu LPS gleicher Konzentration. Eine signifikante
Abnahme durch die Kombination zeigte sich bei 1 und 10 pg/ml LPS nur gegeniiber Aflibercept
allein und bei der Konzentration von 0.1 ug/ml war ein Trend in Richtung einer verminderten

Zellvitalitat gegenilber Aflibercept allein erkennbar (Abb. 9 a - b, Tab. 12 - 13).

Die Behandlung mit Bevacizumab und LPS zusammen fiihrte nach 24 Stunden und auch nach
sieben Tagen in jeder Konzentration zu einer signifikanten Verminderung des Zelliiberlebens
gegeniber der Kontrolle. Sie fiel jedoch in absoluten Werten geringer als bei Aflibercept aus
und war im Vergleich zu Bevacizumab und LPS gleicher Konzentration allein nicht signifikant

(Abb. 9 a - b, Tab. 12 - 13).

a) Vitalitat, LPS mit Anti-VEGF 24h b) Vitalitat, LPS mit Anti-VEGF 7d
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Abbildung 9: Kurz- und mittelfristige Vitalitat unter LPS und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist das
Zelluberleben von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit LPS (0.1, 1, 10 pg/ml) und Aflibercept
(250 pg/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fur 24 Stunden (n = 4) (a) oder sieben Tage (n = 4) (b).
Aflibercept und Bevacizumab allein reduzieren die Vitalitdit nach 24 Stunden und sieben Tagen
signifikant. Die Kombination von Aflibercept mit LPS (0.1 und 10 pg/ml) nach 24 Stunden und (0.1, 1
und 10 pg/ml) reduziert das Zelliberleben signifikant im Vergleich zur Korntolle und gegen Aflibercept
allein. Aflibercept mit LPS (1 pg/ml) nach 24 Stunden vermindert das Zelliberleben gegen die
Kontrolle. Die Kombination von Bevacizumab mit LPS (0.1, 1 und 10 pg/ml) nach 24 Stunden und (0.1,
1 und 10 pg/ml) nach sieben Tagen zeigt nur eine Toxizitdt im Vergleich zur Kontrolle. Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001, ++ = p < 0.01, + = p < 0.05 gegenlber der
unbehandelten Kontrolle; oo = p < 0.01, o = p < 0.05, (0) = p < 0.07 gegeniiber Anti-VEGF allein. Anti-
VEGF = VEGF-Inhibitor (Aflibercept/ Bevacizumab), LPS = Lipopolysaccharid, h = Stunden, d = Tage, n =
Anzahl der Versuchswiederholungen.
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TNFa und Aflibercept kombiniert senkten unabhdngig von der angewandten Stimulations-
konzentration nach 24 Stunden und sieben Tagen signifikant das Zellliiberleben gegeniiber der
Kontrolle, jedoch nicht im Vergleich zur reinen Stimulation mit TNFa gleicher Konzentration.
Eine gemeinsame Stimulation von Aflibercept mit 25 ng/ml TNFa nach 24 Stunden als auch
mit 12.5 ng/ml und 50 ng/ml TNFa nach sieben Tagen flhrte zusatzlich gegenuber einer
ausschlieBlichen Stimulation mit Aflibercept zu einem signifikanten Zellvitalitatsverlust (Abb.

10a-b, Tab. 15 - 16).

Die Kombination aus Bevacizumab und TNFa senkte bei einer Konzentration von 12.5 und 25
ng/ml nach 24 Stunden und nach sieben Tagen bei einer Konzentration von 12.5 und 50 ng/ml
TNFa das Zelliiberleben signifikant gegeniiber der Kontrolle. Im Vergleich zu TNFa allein oder
Bevacizumab kam es bei keiner Konzentration nach 24 Stunden oder sieben Tagen zu einem

signifikanten Unterschied (Abb. 10 a - b, Tab. 15 - 16).

a) Vitalitat, TNFa mit Anti-VEGF 24h b) Vitalitat, TNFa mit Anti-VEGF 7d
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Abbildung 10: Kurz- und mittelfristige Vitalitdt unter TNFa und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist das
Zelliberleben von primdren RPE Zellen nach der Stimulation mit TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) und
Aflibercept (250 pg/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fiir 24 Stunden (n = 4) (a) oder sieben Tage (n
=4) (b). Aflibercept und Bevacizumab allein reduzierten die Vitalitdt nach 24 Stunden und sieben Tagen
signifikant. Die Kombination von Aflibercept mit TNFa (25 ng/ml) nach 24 Stunden und (12.5 und 50
ng/ml) reduzierte das Zellliiberleben signifikant im Vergleich zur Korntolle und gegen Aflibercept allein.
Aflibercept mit TNFa (12.5 und 50 ng/ml) nach 24 Stunden und (25 ng/ml) nach sieben Tagen
verminderte das Zelliberleben gegen die Kontrolle. Die Kombination von Bevacizumab mit TNFa (12.5
und 25 ng/ml) nach 24 Stunden und (12.5 und 50 ng/ml) nach sieben Tagen zeigte nur eine Toxizitat
im Vergleich zur Kontrolle. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001,
++=p < 0.01 gegenliber der unbehandelten Kontrolle; oo = p < 0.01, o = p < 0.05 gegeniiber Anti-VEGF
allein. Anti-VEGF = VEGF-Inhibitor (Aflibercept/ Bevacizumab), Tumornekrosefaktor alpha, h =
Stunden, d = Tage, n = Anzahl der Versuchswiederholungen.
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Fir die kurz- und mittelfristigen Effekte auf die Vitalitdt lassen sich folgende Aussagen

zusammenfassend festhalten:

Poly I:C reduzierte mittelfristig das Zelliberleben, Aflibercept ebenfalls und zusatzlich bei den
beiden anderen Zeitpunkten. Die Kombination war nach 24 Stunden und 1 pg/ml Poly I:C
sowie nach sieben Tagen bei 1 und 100 pg/ml gegenuber Aflibercept und Poly I:C in gleicher

Konzentration allein toxisch.

Die kombinierte Gabe von Aflibercept und LPS verstarkt grundsatzlich kurz- und mittelfristig
den Vitalitatsreduzierenden Effekt von LPS zwar nicht signifikant, aber erkennbar. Fir
Bevacizumab und LPS zusammen war der Effekt geringer als bei der Kombination mit

Aflibercept.

11.1.3 Langfristige Effekte der Kombination von VEGF-Inhibitoren und

Entziindungsmediatoren auf die Zellvitalitat

Die RPE Zellen wurden fiir vier Wochen mit den VEGF-Inhibitoren Aflibercept (250 pug/ml) und
Bevacizumab (250 pg/ml) einzeln sowie in Kombination mit den inflammatorischen Agonisten
in drei verschiedenen Konzentrationen von Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml), LPS (0.1, 1, 10 pg/ml)
oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) behandelt.

Nach vier Wochen fiihrte jede Konzentration von Poly I:C in der Kombination mit Aflibercept
zu einem signifikanten Abfall des Zelliberlebens gegenliber der Kontrolle. Es ist klar zu
erkennen, dass die gleichzeitige Gabe von 10 pug/ml Poly I:C in Kombination mit Aflibercept
das Uberleben der RPE Zellen auch im Vergleich zu einer reinen Stimulation mit Poly I:C
gleicher Konzentration oder einer reinen Stimulation mit Aflibercept deutlich verminderte.
Des Weiteren fiihrte eine Konzentration von 100 pg/ml Poly I:Cin Kombination mit Aflibercept
im Vergleich zu einer alleinigen Stimulation mit Aflibercept zu einem signifikanten Abfall der
Zellvitalitat. Allerdings war dieser Effekt nicht gegeniiber einer Stimulation mit 100 pg/ml

Poly I:C allein zu beobachten (Abb. 11 a, Tab. 11).

In der Langzeitstimulation von vier Wochen zeigte sich fiir die Kombination von Bevacizumab
und Poly I:C unabhangig von der Polyl:C Konzentration ein signifikanter Abfall des
Zelliberlebens im Vergleich zur Kontrolle. Zuséatzlich fihrte nach vier Wochen die

Konzentration von 10 pg/ml Poly I:C in kombinierter Gabe mit Bevacizumab zu einer
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signifikanten Abnahme der Vitalitat gegenliber einer ausschlieRlichen Stimulation mit
Bevacizumab, nicht aber gegentliber Poly I:C allein. AuRerdem wurde unter einer Stimulation
mit 100 ug/ml Poly I:C in Kombination mit Bevacizumab eine signifikante Erhohung der
Zellvitalitat gegenuber einer ausschlieBlichen Stimulation mit 100 pug/ml Poly I:C beobachtet

(Abb. 11 b, Tab. 11).

a) Vitalitat, Poly I:C mit Aflibercept 4w b) Vitalitat, Poly I:C mit Bevacizumab 4w
140 - 000 140 -
: 000 ) !
120 - N lﬁl 120
+ 1 T
100 * " 100
o I o+ o
T80 - I T80
- -
c c
S S
¥ 60 - 260 -
B R
40 1 mno Anti-vEGF 40 B no Anti-VEGF
20 - O Aflibercept 20 W Bevacizumab
0 - 0 -
no Poly 1pgPoly 10 pgPoly 100 ug Poly no Poly 1pgPoly 10 pgPoly 100 pg Poly

Abbildung 11: Vitalitdt in der Langzeitstimulation unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist
das Zelliiberleben von priméren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml) und
beiden Anti-VEGF-Therapeutika (a) Aflibercept (250 pug/ml; n = 4) oder (b) Bevacizumab (250 pg/ml;
n = 4) fir vier Wochen. Aflibercept und Bevacizumab allein reduzieren die Vitalitdt nach vier Wochen
signifikant. Abbildung (a) zeigt den signifikant toxischen Einfluss der Kombination von Aflibercept mit
10 pg/ml Poly I:C gegeniber Aflibercept und Poly I:C allein nach vier Wochen. Die Verminderung der
Vitalitat durch die Stimulation mit Aflibercept und Poly I:C (100 pg/ml) ist signifikant gegeniiber der
Kontrolle und Aflibercept allein. Durch die Kombination von Aflibercept oder Bevacizumab mit Poly I:C
(1 pg/ml) wir das Zelluberleben ausschlieRlich gegenliber der Kontrolle vermindert. Bevacizumab in
Kombination mit Poly I:C (10 pug/ml) reduziert die Vitalitdt gegenlber der Kontrolle und Bevacizumab
allein. Die Stimulation mit Poly I:C 100 pg/ml kombiniert mit Bevacizumab senkt zwar das
Zelliberleben gegeniliber der Kontrolle, aber erhoht es signifikant gegenliber der alleinigen Stimulation
mit Poly I:C (100 pg/ml). Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001,
++=p <0.01, + = p <0.05 gegeniber der unbehandelten Kontrolle; ** = p < 0.01 gegeniiber Poly I:C
gleicher Konzentration; ooo = p < 0.001, o = p < 0.05 gegenilber Anti-VEGF allein. Anti-VEGF = VEGF-
Inhibitor (Aflibercept/ Bevacizumab), Poly/ Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, w = Wochen, n =
Anzahl der Versuchswiederholungen.

Nach vier Wochen beeinflusste die Kombination von Aflibercept mit 0.1 und 1 pug/ml LPS
signifikant negativ das Zelliberleben gegeniliber der Kontrolle. Die Kombination von
Aflibercept und 1 pg /ml LPS ergab zuséatzlich sowohl gegen die Kontrolle als auch jeweils
gegenliber einer Stimulation mit Aflibercept oder 1 pg/ml LPS allein, eine signifikante
Abnahme in Bezug auf das Zelliberleben (Abb. 12 a, Tab. 14). Nur die Kombination von

Bevacizumab mit 1 pug/ml LPS verringerte nach vier Wochen Stimulation signifikant das
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Zelltberleben, sowohl gegeniliber der Kontrolle als auch gegeniber einer Stimulation mit 1

ug/ml LPS allein, nicht aber gegeniiber einer reinen Stimulation mit Bevacizumab (Abb. 12 b,

Tab. 14).
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Abbildung 12: Vitalitdt in der Langzeitstimulation unter LPS und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist das
Zelliiberleben von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit LPS (0.1, 1, 10 ug/ml) und beiden Anti-
VEGF-Therapeutika (a) Aflibercept (250 pg/ml; n = 4) oder (b) Bevacizumab (250 pg/ml; n = 4) fiir vier
Wochen. Aflibercept und Bevacizumab allein reduzieren die Vitalitat nach vier Wochen signifikant.
Abbildung (a) zeigt den signifikant toxischen Einfluss der Kombination von Aflibercept mit 1 ug/ml LPS
gegenlber Aflibercept und LPS allein nach vier Wochen. Die Verminderung der Vitalitdt durch die
Stimulation mit Aflibercept und LPS (0.1 pg/ml) ist nur signifikant gegenlber der Kontrolle. Durch die
Kombination von Bevacizumab mit LPS (1 ug/ml) reduziert die Vitalitdt gegentiber der Kontrolle und
LPS allein, nicht aber gegeniliber Bevacizumab allein, das ahnlich vermindert ist. Die Signifikanz wurde
mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001, ++ = p < 0.01 gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle; %% =p <0.001, * = p <0.05 gegeniiber LPS gleicher Konzentration; oo = p <0.01 gegeniiber
Anti-VEGF allein. Anti-VEGF = VEGF-Inhibitor (Aflibercept/ Bevacizumab), LPS = Lipopolysaccharid, w =
Wochen, n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

Unter der Behandlung mit Aflibercept und TNFa fiir vier Wochen zeigte sich nur fir die
Konzentration von 25 ng/ml, dass die Kombination sowohl gegentiber der Kontrolle als auch
jeweils gegenlber einer Stimulation mit Aflibercept oder 25 ng/ml TNFa allein zu einem

signifikanten Zellsterben fihrte (Abb. 12 a, Tab. 17).

Die vier Wochen Langzeitstimulation mit einer Konzentration von 25 und 50 ng/ml TNFa in
Kombination mit Bevacizumab fiihrte zu einem signifikant reduzierten Zelliiberleben allein
gegenlber der Kontrolle, nicht aber gegeniiber TNFa allein oder Bevacizumab (Abb. 12 b,

Tab. 17).
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Abbildung 13: Vitalitdt in der Langzeitstimulation unter TNFa und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist
das Zelliberleben von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) und
beiden Anti-VEGF-Therapeutika (a) Aflibercept (250 pg/ml; n = 4) oder (b) Bevacizumab (250 pg/ml;
n = 4) fur vier Wochen. Aflibercept und Bevacizumab allein reduzieren die Vitalitdt nach vier Wochen
signifikant. Abbildung (a) zeigt den signifikant toxischen Einfluss der Kombination von Aflibercept mit
25 ng/ml TNFa gegeniiber Aflibercept und TNFa allein nach vier Wochen. Die Verminderung der
Vitalitat durch die Stimulation mit Bevacizumab und TNFa (25 und 50 ng/ml) ist nur signifikant
gegeniber der Kontrolle. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001,
++ = p < 0.01, + = p < 0.05 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle; ¥ =p < 0.05 gegeniiber TNFa
gleicher Konzentration; oo = p < 0.01 gegenilber Anti-VEGF allein. Anti-VEGF = VEGF-Inhibitor
(Aflibercept/ Bevacizumab), TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, w = Wochen, n = Anzahl der
Versuchswiederholungen.

Die langfristigen Effekte auf das Zelliberleben lassen sich unter folgenden Aussagen
zusammenfassen: Aflibercept und Bevacizumab allein verminderten die Vitalitdt nach vier
Wochen signifikant. Die Kombination von Aflibercept mit 10 ug/ml Poly I:C war gegenliber der
Kontrolle, Aflibercept und Poly I:C allein nach vier Wochen signifikant toxisch. Bevacizumab in
Kombination mit Poly I:C (10 pg/ml) reduzierte hingegen die Vitalitat nur gegentiber der
Kontrolle und Bevacizumab allein. Die Stimulation mit Poly I:C (100 pg/ml) kombiniert mit
Bevacizumab senkt zwar das Zellliberleben gegentiber der Kontrolle, aber erhéht es signifikant
gegenliber der alleinigen Stimulation mit Poly I:C (100 pg/ml), was auf einen protektiven

Effekt hinweist.

Der Einfluss der Kombination von Aflibercept mit 1 pg/ml LPS gegeniiber Aflibercept und LPS
allein zeigte toxische Wirkung nach vier Wochen. Hingegen reduzierte die Kombination von
Bevacizumab mit LPS (1 pg/ml) die Vitalitat nur gegentiber der Kontrolle und LPS allein, nicht

aber gegeniiber Bevacizumab allein, das dhnlich vermindert ist.
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Weiter hatte die Kombination von Aflibercept mit 25 ng/ml TNFa gegentiber Aflibercept und
TNFa allein nach vier Wochen toxischen Einfluss. Andererseits war die Verminderung der
Vitalitat durch die Stimulation mit Bevacizumab und TNFa (25 und 50 ng/ml) nur signifikant
gegeniber der Kontrolle. AbschlieRend kann festgehalten werden, dass die Bevacizumab-

kombinationen grundsatzlich weniger toxisch als die Afliberceptkombinationen wirken.

1.2 Zytokinausschiittung des RPE unter Entziindungsmediatoren
und VEGF-Inhibitoren

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse zur Induktion der inflammatorischen
Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8 und TNFa nach der Behandlung der priméaren porcinen RPE Zellen mit
der jeweils mittleren Konzentration der Entzindungsmediatoren Poly I:C (10 ug/ml),
LPS (1 pg/ml) und TNFa (25 ng/ml) sowie der Medikamente Aflibercept (250 pug/ml) oder
Bevacizumab (250 pg/ml) fur 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen aufgefiihrt. Der
Einfluss der Behandlung auf die Sekretion von IL-1B, IL-6, IL-8 und TNFa wurde mittels ELISA

untersucht.

11.2.1 IL-1B Zytokinsekretion unter Entziindungsparametern

Unstimulierte primare RPE Zellen sezernierten zu jedem Zeitpunkt nur sehr geringe Mengen
IL-1B. Im Gegensatz dazu erhohte die Behandlung mit Poly I:C die IL-1p Ausschiittung nach 24
Stunden bei einer Konzentration von 10 ug/ml im Vergleich zur Kontrolle tendenziell und bei
100 ug/ml signifikant. Abgesehen davon beeinflusste die Behandlung mit Poly I:C unabhangig
von der Konzentration und der Behandlungsdauer die Sekretion von IL-1B nicht signifikant

(Abb. 14 a, Tab. 18).

LPS bewirkte lediglich nach 24 Stunden eine signifikante Erhéhung der IL-13 Sekretion unter
der Stimulation mit 0.1 und 1 pg/ml gegentiber der unbehandelten Kontrolle, jedoch nicht bei

anderen Konzentrationen und Zeitpunkten (Abb. 14 b, Tab. 19).

Eine Stimulation mit TNFa hatte unabhangig von der Konzentration und der
Behandlungsdauer keinen Einfluss auf die Sekretion von IL-1B im Vergleich zur Kontrolle

(Abb. 14 ¢, Tab. 20).
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Abbildung 14: IL-1B Sekretion unter Entziindungsmediatoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-1B
von priméren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (1, 10, 100 pug/ml; n < 2) (a), LPS (0.1, 1, 10
pug/ml; n<2) (b) oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml; n < 2) (c) fur 24 Stunden, sieben Tage oder vier Wochen.
LPS (1 pg/ml) und Poly I:C (10, 100 pug/ml) induzierten eine signifikante IL-18 Sekretion nach 24
Stunden. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p <0.001, ++ =p <0.01, + =
p < 0.05, (+) = p <0.07. Poly/ Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsaure, LPS = Lipopolysaccharid, TNFa =
Tumornekrosefaktor alpha, Ko = Kontrolle, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n = Anzahl der
Versuchswiederholungen (Klettner et al. 2020).

[11.2.1.1 IL-1B Sekretion unter Behandlung mit VEGF-Inhibitoren

Die alleinige Behandlung mit Aflibercept und Bevacizumab fiihrte zu keinem getesteten
Zeitpunkt zu einer signifikanten Veranderung der IL-1B Ausschiittung (Abb. 15-17, Tab.
18 - 20).

Durch die Kombination von Poly I:C (10 pg/ml) mit Aflibercept sezernierten die Zellen nur nach
24 Stunden signifikant mehr IL-1B sowohl gegentiber der unbehandelten Kontrolle als auch
gegenilber einer Stimulation mit Aflibercept allein, nicht aber gegeniiber Poly I:C allein
gleicher Konzentration. Allgemein wurde nach 24 Stunden die hochste Ausschiittung von IL-13

beobachtet (Abb. 15, Tab. 18).

Poly I:C (10 pg/ml) kombiniert mit Bevacizumab fiihrte einzig nach 24 Stunden zu einer
signifikanten Steigerung der IL-1P Sekretion sowohl gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
als auch einer ausschlielRlichen Bevacizumab-Stimulation, nicht aber gegeniiber Poly I:C allein.
Insgesamt war die Sekretion von IL-1B auch nach 24 Stunden am hochsten (Abb. 15 a, Tab.

18).
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Abbildung 15: IL-1B Sekretion unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist die Sekretion von
IL-1B von priméaren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (1, 10, 100 pug/ml) (a) und Aflibercept
(250 pg/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fir 24 Stunden (n = 5), sieben Tage (n = 3) oder vier
Wochen (n = 3). Poly I:C induziert IL-1B nur in den ersten 24 h. Die Kombination mit Aflibercept oder
Bevacizumab hat keinen signifikanten Einfluss. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test
berechnet, ++ = p < 0.01, (+) = p < 0.07. Poly/ Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, no = ohne VEGF-
Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n = Anzahl der
Versuchswiederholungen.

Bei der gemeinsamen Stimulation von LPS (1 ug/ml) mit Aflibercept kam es ebenfalls lediglich
nach 24 Stunden zu einer signifikanten Erhéhung der IL-1B Sekretion sowohl gegeniber der
Kontrolle als auch tendenziell gegeniber den mit Aflibercept allein stimulierten Zellen, nicht
aber gegeniiber LPS allein gleicher Konzentration. In absoluten Zahlen war die LPS
Zytokininduktion jedoch wesentlich starker als die unter Poly I:C oder TNFa. Wieder erreichte

die Sekretion nach 24 Stunden ihren Hohepunkt (Abb. 16 b, Tab. 19).

Die Verknupfung von LPS (1 pg/ml) mit Bevacizumab ergab nach 24 Stunden einen
signifikanten Anstieg der IL-1B Sekretion sowohl gegeniiber der Kontrolle als auch gegentiber
einer alleinigen Bevacizumab-Stimulation, nicht aber gegeniiber LPS allein gleicher
Konzentration. Auch in diesem Fall war die groBte Ausschittung nach 24 Stunden zu

verzeichnen (Abb. 16 b, Tab. 19).

Die Kombinationsgabe von TNFa (25 ng/ml) mit Aflibercept oder Bevacizumab resultierte zu
keinem Zeitpunkt weder im Vergleich zur Kontrolle noch gegentliber einer ausschlieRlichen
Stimulation mit einem der VEGF-Inhibitoren oder TNFa in einer signifikanten Verdanderung der

IL 1B Sekretion (Abb. 16 ¢, Tab. 20).
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Abbildung 16: IL-1B Sekretion unter Entziindungsmediatoren und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist
die Sekretion von IL-1B von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit LPS (0.1, 1, 10 pug/ml) (b)
oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) (c) und Aflibercept (250 pg/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fur 24
Stunden (n = 5), sieben Tage (n = 3) oder vier Wochen (n = 3). LPS (1 pg/ml) induziert signifikant eine
IL-1B Ausschiittung nach 24 Stunden. TNFa hingegen induziert zu keinem Zeitpunkt eine IL-1B
Sekretion. Die Kombination von den VEGF-Inhibitoren und LPS oder TNFa hat keinen Einfluss auf die
Sekretion. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001, + = p < 0.05
gegenliber der unbehandelten Kontrolle; ooo = p < 0.001, (o) = p < 0.07 gegenlber VEGF-Inhibitoren
(Aflibercept/ Bevacizumab) allein. LPS = Lipopolysaccharid, TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, no =
ohne VEGF-Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen,
n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

Bezogen auf die Zytokinausschiittung von IL-1B lasst sich zusammenfassen, dass Aflibercept
und Bevacizumab weder allein noch in Kombination mit Entziindungsmediatoren die IL-1B
Sekretion signifikant veranderten. LPS induzierte nach 24 Stunden signifikant am starksten IL-
1B, Poly I:C hingegen zwar signifikant, allerdings nur gering. Die TNFa Stimulation hatte keinen

signifikanten Effekt auf die IL-1B Ausschiittung.

11.2.2 IL-6 Zytokinsekretion unter Entziindungsparametern

Unbehandelte primare RPE Zellen sezernierten wenig IL-6. Die Behandlung mit Poly I:C (1, 10,
100 pg/ml) erhohte die IL-6 Ausschittung hingegen zu allen Zeitpunkten und bei allen drei

Konzentrationen signifikant (Abb. 17 a, Tab. 21).

LPS (0.1, 1, 10 pg/ml) induzierte ebenfalls eine signifikante Erhéhung bei allen drei
Konzentrationen nach 24 Stunden und vier Wochen, wohingegen nach sieben Tagen nur 10
pug/ml LPS einen signifikanten und 1 pg/ml einen tendenziellen Anstieg zeigten. Die
Ausschiittung fiel allerdings nach vier Wochen geringer aus als zu den anderen Zeitpunkten

(Abb. 17 b, Tab. 22).
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TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml) sorgte nach 24 Stunden und sieben Tagen unabhéangig von der
Stimulationskonzentration fiir eine signifikante Erhéhung der IL-6 Ausschittung. Nach vier
Wochen konnte nur fir die Stimulations-konzentrationen 25 und 50 ng/ml, nicht aber flr
12.5 ng/ml TNFa, ein signifikanter Anstieg der IL-6 Sekretion im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet werden (Abb. 17 c. Tab. 23).
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Abbildung 17: IL-6 Sekretion unter Entziindungsmediatoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-6 von
priméaren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml; n<3)(a), LPS (0.1, 1, 10 pg/ml;
n < 3) (b) oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml; n < 3) (c) fur 24 Stunden, sieben Tage oder vier Wochen.
Unbehandelte primare RPE Zellen sezernierten kein IL-6. Poly I:C und LPS induzieren durch jede
Konzentration und zu allen Zeitpunkten eine signifikante IL-6 Ausschiittung. TNFa induzierte durch alle
Konzentrationen eine signifikante Sekretion von IL-6 nach 24 Stunden und sieben Tagen, hingegen
nach vier Wochen nur TNFa (25 und 50 ng/ml) eine Ausschiittung induzierten, wobei die Sekretion bei
50 ng/ml geringer war. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001,
++=p < 0.01, + = p < 0.05, (+) = p < 0.07. Poly/ Poly I:.C = Polyinosin-Polycytidylsdure, LPS =
Lipopolysaccharid, TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, Ko = Kontrolle, h = Stunden, d = Tage, w =
Wochen, n = Anzahl der Versuchswiederholungen (Klettner et al. 2020).

[11.2.2.1 IL-6 Sekretion unter Behandlung mit VEGF-Inhibitoren

Eine alleinige Behandlung mit Aflibercept und Bevacizumab fihrte zu keinem getesteten
Zeitpunkt zu einem signifikanten Anstieg von IL-6 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle

(Abb. 18 - 20, Tab. 21 - 23).

Durch die Kombination von Poly I:C (10 pg/ml) mit Aflibercept kam es zu allen Zeitpunkten zu
einem Anstieg, der nach 24 Stunden signifikant gegeniliber der Kontrolle aber nicht gegentber
der reinen Stimulation mit Poly I:C oder Aflibercept allein war. Der IL-6 Anstieg nach vier

Wochen war ebenfalls signifikant gegenliber der Kontrolle und zusatzlich auch gegeniiber
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einer ausschlieBlichen Stimulation mit Aflibercept, nicht aber gegeniber Poly I:.C gleicher

Konzentration (Abb. 18, Tab. 21). Die Ausschiittung war nach 24 Stunden am hochsten.

Als Folge der Kombination von Poly I:C (10 pg/ml) mit Bevacizumab kam es zu allen
Zeitpunkten zu einem signifikanten Anstieg der IL-6 Sekretion lediglich gegeniiber der
Kontrolle, nicht aber gegentliber Poly I:C gleicher Konzentration oder Bevacizumab allein. Die
Ausschittung nach 24 Stunden war am hdchsten. Ausgenommen die Stimulation nach vier
Wochen zeigte zudem einen signifikanten Anstieg der IL-6 Sekretion gegenliber einer reinen

Stimulation mit Bevacizumab allein (Abb. 18, Tab. 21).

a) IL-6 Sekretion, Poly I:C mit Anti-VEGF
1200
1000

800

600

IL-6 in pg/ml

400 @ no Poly

200 MW Poly 10 pg/ml

0

(no Afli Beva, no Afli Beva, no Afli Beva,

24h 7d 4w

Abbildung 18: IL-6 Sekretion unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-
6 von priméaren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (10 pg/ml) und Aflibercept (250 pg/ml)
oder Bevacizumab (250 pg/ml) fur 24 Stunden (n = 3), sieben Tage (n = 4) oder vier Wochen (n = 5).
10 pg/ml Poly I:C induzierte zu allen Zeitpunkten eine IL-6 Sekretion. Da Aflibercept oder Bevacizumab
zu keinem Zeitpunkt zu einer erhdhten IL-6 Ausschittung flhrten, ist die signifikante Erhéhung der
Kombination von VEGF-Inhibitoren mit Poly 1:C (10 pg/ml) auf die Stimulation mit Poly I:C
zurickzufihren und hatte keinen signifikanten Einfluss. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test
berechnet, +++ = p < 0.001, ++ = p < 0.01, + = p < 0.05 gegenliber der unbehandelten Kontrolle; ooo =
p < 0.001, oo = p < 0.01 gegeniiber VEGF-Inhibitoren (Aflibercept/ Bevacizumab) allein. Poly/ Poly I:C
= Polyinosin-Polycytidylsdure, no = ohne VEGF-Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h =
Stunden, d = Tage, w = Wochen, n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

Im Zusammenhang mit der Kombination von LPS (1 pg/ml) mit Aflibercept kam es ebenfalls zu
allen Zeitpunkten zu einem signifikanten Anstieg sowohl gegeniiber der Kontrolle als auch
gegeniber der Stimulation mit Aflibercept allein, nicht aber gegeniber LPS allein. Die IL-6

Ausschittung war nach 24 Stunden am hochsten (Abb. 19, Tab. 22).
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Eine Kombination von LPS (1 ug/ml) mit Bevacizumab ergab ebenfalls zu allen Zeitpunkten
einen signifikanten Anstieg der IL-6 Sekretion gegeniiber der Kontrolle mit einem
Sekretionsmaximum nach 24 Stunden. Die LPS-Stimulation kombiniert mit Bevacizumab
bewirkte auBerdem nach 24 Stunden einen signifikanten und nach sieben Tagen einen
tendenziellen Anstieg im Vergleich zu einer ausschlieBlichen Bevacizumab-Stimulation, nicht

aber gegeniber LPS allein (Abb. 19, Tab. 22).
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Abbildung 19: IL-6 Sekretion unter LPS und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-6
von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit LPS (1 pg/ml) und Aflibercept (250 pg/ml) oder
Bevacizumab (250 pg/ml) fir 24 Stunden (n = 3), sieben Tage (n = 4) oder vier Wochen (n =3). 1 ug/ml
LPS induzierte zu allen Zeitpunkten eine IL-6 Sekretion. Da Aflibercept oder Bevacizumab zu keinem
Zeitpunkt zu einer erhdhten IL-6 Ausschiittung fuhrten, ist die signifikante Erhohung der Kombination
von VEGF-Inhibitoren mit LPS (1 pug/ml) auf die Stimulation mit LPS zurlickzufiihren und hatte keinen
signifikanten Einfluss. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p <0.001, ++ =
p <0.01, + = p <0.05, (+) = p < 0.07 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle; oo = p <0.01, 0 =p <
0.05, (0) = p < 0.07 gegeniiber VEGF-Inhibitoren (Aflibercept/ Bevacizumab) allein. LPS =
Lipopolysaccharid, no = ohne VEGF-Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden,
d =Tage, w = Wochen, n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

Die Kombinationsstimulation von TNFa (25 ng/ml) mit Aflibercept resultierte zu allen
Zeitpunkten in einem signifikanten Anstieg der IL-6 Konzentration gegentber der Kontrolle,
wobei die maximale Ausschittung nach vier Wochen beobachtet wurde. Das gemeinsame
Stimulieren unter TNFa und Aflibercept fiihrte aulRerdem nach vier Wochen zu einem
signifikanten Anstieg gegeniber dem Stimulieren der Zellen mit Aflibercept allein, nicht aber

im Vergleich zu TNFa allein. Nach 24 Stunden und sieben Tagen zeigte sich ein tendenzieller
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Anstieg der IL-6 Sekretion nach Kombinationsbehandlung gegeniiber einer Behandlung nur

mit Aflibercept, nicht aber gegenliber TNFa allein (Abb. 20, Tab. 23).

TNFa (25 ng/ml) kombiniert mit Bevacizumab hatte nach 24 Stunden und vier Wochen einen
signifikanten Anstieg der IL-6 Sekretion gegeniliber der Kontrolle zur Folge, der ebenfalls
signifikant gegenlber der Stimulation mit Bevacizumab allein war, nicht aber gegeniiber TNFa
allein. Auch in diesem Fall war die Sekretion nach vier Wochen am héchsten. Nach sieben
Tagen zeigte sich ein tendenzieller Anstieg der IL-6 Sekretion nach Kombinationsbehandlung
gegenlber der Kontrolle, aber nicht gegeniliber einer Behandlung nur mit Bevacizumab oder

TNFa allein (Abb. 20, Tab. 23).
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Abbildung 20: IL-6 Sekretion unter TNFa und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-6
von priméaren RPE Zellen nach der Stimulation mit TNFa (25 ng/ml) und Aflibercept (250 pug/ml) oder
Bevacizumab (250 pg/ml) fiir 24 Stunden (n = 4), sieben Tage (n = 4) oder vier Wochen (n = 3). 25 ng/ml
TNFa induzierte zu allen Zeitpunkten eine IL-6 Sekretion. Da Aflibercept oder Bevacizumab zu keinem
Zeitpunkt zu einer signifikant erhohten IL-6 Ausschiittung fiihrten, ist die signifikante Erhéhung der
Kombination von VEGF-Inhibitoren mit TNFa (25 ng/ml) auf die Stimulation mit TNFa zurickzufiihren
und hatte keinen signifikanten Einfluss. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++
=p<0.001, ++=p<0.01, + = p <0.05, (+) = p < 0.07 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle; ooo =
p< 0.001, oo = p<0.01, o = p < 0.05, (0) = p < 0.07 gegenliber VEGF-Inhibitoren (Aflibercept/
Bevacizumab) allein. TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, no = ohne VEGF-Inhibitoren, Afli = Aflibercept,
Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

Zusammengefasst induzierte die Stimulation mit LPS und Poly I:C nach 24 Stunden am
starksten die IL-6 Ausschiittung, mit TNFa hingegen nach vier Wochen. Fir die alleinige

Stimulation mit Aflibercept und Bevacizumab kénnen als Hauptaussagen zusammengefasst
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werden, dass es zu keiner signifikanten Beeinflussung der IL-6 Zytokinausschittung kam.
Aullerdem fiihrte die Kombination mit Entziindungsmediatoren ebenfalls zu keiner
signifikanten Verdanderung gegeniiber einer Stimulation mit einem Entziindungsmediator

allein und der Anti-VEGF Therapie allein.

11.2.3 IL-8 Zytokinsekretion unter Entziindungsparametern

Unbehandelte primare RPE Zellen sezernierten nachweisbare Mengen IL-8. Poly |: Cinduzierte
allerdings zu allen Zeitpunkten und bei allen getesteten Konzentrationen eine signifikant
erhohte Sekretion von IL-8 im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 21 a, Tab. 24). In dhnlicher Weise
induzierte LPS die Sekretion von IL-8 zu allen Zeitpunkten und in allen Konzentrationen (Abb.
21 b, Tab. 25). Auch TNFa erhohte die IL-8 Ausschittung zu allen Zeitpunkten und allen

Konzentrationen signifikant gegeniliber der unbehandelten Kontrolle (Abb. 21 c, Tab. 26).
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Abbildung 21: IL-8 Sekretion unter Entziindungsmediatoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-8 von
primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml; n<3) (a), LPS (0.1, 1, 10 pg/ml;
n < 3) (b) oder TNFa (12.5, 25, 50 ng/ml; n < 3) (c) fur 24 Stunden, sieben Tage oder vier Wochen.
Unbehandelte RPE Zellen sezernieren eine nachweisbare Menge an IL-8. Alle Entziindungsmediatoren
induzierten zu jedem getesteten Zeitpunkt eine signifikante IL-8 Sekretion gegeniber der
unbehandelten Kontrolle. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001,
++=p<0.01, + = p <0.05. Poly/ Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, LPS = Lipopolysaccharid, TNFa
= Tumornekrosefaktor alpha, Ko = Kontrolle, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n = Anzahl der
Versuchswiederholungen (Klettner et al. 2020).

[11.2.3.1 IL-8 Sekretion unter Behandlung mit VEGF-Inhibitoren

Die alleinige Behandlung mit Aflibercept und Bevacizumab fiihrte zu keinem getesteten
Zeitpunkt zu einem signifikanten Unterschied der IL-8 Sekretion gegeniiber der Kontrolle

(Abb. 22 - 24, Tab. 24 - 26).
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Im Vergleich der Stimulationskombination aus Poly I:C (10 pg/ml) und Aflibercept zur
Kontrolle, kam es nach 24 Stunden und sieben Tagen zu einem signifikanten Anstieg der IL-8
Sekretion, wobei die Ausschiittung nach 24 Stunden am hdchsten war und nach sieben Tagen
und vier Wochen abnahm. Die Stimulation unter Poly I:C mit Aflibercept fiihrte nach 24
Stunden und sieben Tagen ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg gegeniiber einer
Aflibercept-Stimulation allein, nicht aber gegeniber Poly I:C allein gleicher Konzentration.
Nach vier Wochen kam es zwar auch zu einer Erhohung der IL-8 Sekretion, die allerdings

unterhalb des Signifikanzniveaus blieb (Abb. 22, Tab. 24).
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Abbildung 22: IL-8 Sekretion unter Entziindungsmediatoren und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist die
Sekretion von IL-8 von primdren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (10 pug/ml) und
Aflibercept (250 pug/ml) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fir 24 Stunden (n = 3), sieben Tage (n =5) oder
vier Wochen (n = 5). 10 pg/ml Poly I:C induzierte zu allen Zeitpunkten eine IL-8 Sekretion. Da
Aflibercept oder Bevacizumab zu keinem Zeitpunkt zu einer erhéhten IL-8 Ausschiittung fiihrten, ist
die signifikante Erhohung der Kombination von VEGF-Inhibitoren mit Poly I:C (10 pg/ml) nach 24
Stunden und sieben Tagen auf die Stimulation mit Poly I:C zurlickzufiihren und hatte keinen
signifikanten Einfluss. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p <0.001, ++ =
p < 0.01 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle; oo = p < 0.01, o = p < 0.05 gegeniiber VEGF-
Inhibitoren (Aflibercept/ Bevacizumab) allein. Poly/ Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, no = ohne
VEGF-Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n =
Anzahl der Versuchswiederholungen.

Durch die gemeinsame Stimulation von Poly I:C (10 pg/ml) mit Bevacizumab wurde nach 24
Stunden und sieben Tagen ein signifikanter Anstieg der IL-8 Sekretion gegentiber der Kontrolle
induziert, wobei die Ausschiittung ebenfalls nach 24 Stunden am hoéchsten war und nach

sieben Tagen und vier Wochen abnahm. Dies war ebenfalls signifikant gegeniiber
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Bevacizumab allein, nicht aber gegenilber Poly I:C allein gleicher Konzentration. Nach vier
Wochen kam es zwar auch zu einem Anstieg der IL-8 Ausschiittung, diese war allerdings nicht
gegen die unbehandelte Kontrolle oder Poly I:C gleicher Konzentration allein signifikant,

sondern nur gegen eine reine Bevacizumab—Stimulation (Abb. 22, Tab. 24).

LPS (1 pg/ml) in Kombination mit Aflibercept bewirkte zu allen Zeitpunkten einen signifikanten
Anstieg der IL-8 Sezernierung gegeniber der Kontrolle und einer alleinigen Aflibercept
Stimulation, nicht aber gegenuber LPS allein gleicher Konzentration, wobei die Ausschiittung
nach 24 Stunden den héchsten Wert aufwies und nach vier Wochen um mehr als die Halfte

geringer war (Abb. 23, Tab. 25).
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Abbildung 23: IL-8 Sekretion unter LPS und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-8
von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit LPS (1 pg/ml) und Aflibercept (250 pg/ml) oder
Bevacizumab (250 pg/ml) fur 24 Stunden (n = 3), sieben Tage (n = 5) oder vier Wochen (n=3). 1 pg/ml
LPS induzierte zu allen Zeitpunkten eine IL-8 Sekretion. Da Aflibercept oder Bevacizumab zu keinem
Zeitpunkt zu einer erhéhten IL-8 Ausschittung fiihrten, ist die signifikante Erh6hung der Kombination
von VEGF-Inhibitoren mit LPS (1 pg/ml) auf die Stimulation mit LPS zurtickzufiihren und hatte keinen
signifikanten Einfluss. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001, ++ =
p <0.01, + = p <0.05 gegenliber der unbehandelten Kontrolle; ooo = p <0.001,00=p<0.01,0=p<
0.05 gegentiber VEGF-Inhibitoren (Aflibercept/ Bevacizumab) allein. LPS = Lipopolysaccharid, no =
ohne VEGF-Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen,
n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

Eine kombinierte Gabe von LPS (1 pg/ml) mit Bevacizumab ergab zu allen Zeitpunkten einen
signifikanten Anstieg der IL-8 Sekretion gegeniliber der Kontrolle und den mit Bevacizumab

allein stimulierten Zellen, nicht aber gegeniiber LPS allein gleicher Konzentration. Die
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Ausschiittung erreichte dabei nach 24 Stunden ihren Hohepunkt. Nach vier Wochen war die

Sekretion nur halb so groR. (Abb. 23, Tab. 25).

Eine Aktivierung der Zellen durch TNFa (25 ng/ml) und Aflibercept flihrte nach 24 Stunden zu
einem signifikanten Anstieg der IL-8 Sekretion gegeniiber der Kontrolle. Es zeigte sich zudem
ein tendenzieller Anstieg gegenliber einer Aflibercept-Stimulation allein. Gegenlber der
alleinigen Stimulation mit TNFa war der Anstieg der IL-8 Sekretion durch die Stimulation mit
der Kombination in absoluten leicht geringer, jedoch nicht signifikant vermindert. Die gleiche
Dynamik lieB sich ebenfalls nach sieben Tagen beobachten. Gegenliber der unbehandelten
Kontrolle als auch Aflibercept allein waren die Kombination nach 24 Stunden und sieben Tagen
nicht signifikant erhoht. Nach vier Wochen kam es hingegen zu einem signifikanten Anstieg
der IL-8 Sekretion unter der Kombination sowohl gegeniiber der unbehandelten Kontrolle als
auch gegentiber Aflibercept und TNFa allein. Die Ausschiittung war nach vier Wochen am

hochsten (Abb. 24, Tab. 26).
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Abbildung 24: IL-8 Sekretion unter TNFa und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist die Sekretion von IL-8
von primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit TNFa (25 ng/ml) und Aflibercept (250 pg/ml) oder
Bevacizumab (250 pg/ml) fur 24 Stunden (n = 3) (a), sieben Tage (n = 5) (b) oder vier Wochen (n = 3)
(c). 25 ng/ml TNFa induzierte zu allen Zeitpunkten eine IL-8 Sekretion. Die Stimulation mit Aflibercept
oder Bevacizumab fihrte zu keinem Zeitpunkt zu einer signifikant erhéhten IL-8 Ausschittung
gegenliber der unbehandelten Kontrolle. Die Kombination von TNFa (25 ng/ml) mit den VEGF-
Inhibitoren flihrte nach 24 Stunden zu einer signifikanten Erhéhung nur gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle. Nach sieben Tagen war die IL-8 Ausschiittung der Kombinationen nicht signifikant erhoht.
Nach vier Wochen hatte die Kombination von TNFa mit Aflibercept einen signifikanten Einfluss, da der
IL-8 Anstieg sowohl gegenliber der unbehandelten Kontrolle als auch gegentiber Aflibercept und TNFa
allein war. Dagegen fiihrte die Kombination von TNFa und Bevacizumab nach vier Wochen nur zu
einem signifikanten Anstieg gegeniber der unbehandelten Kontrolle. Die Signifikanz wurde mit dem
Student’s T-Test berechnet, +++ = p < 0.001, ++ = p < 0.01, + = p < 0.05 gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle; * = p <0.05 gegeniiber TNFa gleicher Konzentration; oo = p < 0.01 gegeniiber VEGF-
Inhibitoren (Aflibercept/ Bevacizumab) allein. TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, no = ohne VEGF-
Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n = Anzahl der
Versuchswiederholungen.
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Durch die Kombination von TNFa (25 ng/ml) mit Bevacizumab kam es nach 24 Stunden zu
einem signifikanten Anstieg der IL-8 Sekretion gegeniber der Kontrolle. Mit TNFa und
Bevacizumab in Kombination stimulierte Zellen sezernierten nach 24 Stunden tendenziell
mehr IL-8 als nur mit Bevacizumab allein behandelte Zellen. Gegenliber TNFa allein kam es
jedoch zu einer verminderten IL-8 Ausschittung, die allerdings nicht signifikant war. Nach
sieben Tagen war die IL-8 Ausschiittung unter der Kombination eher gering und es kam zu
keinem signifikanten Anstieg gegeniiber der unbehandelten Kontrolle oder Bevacizumab
allein, sondern einer tendenziellen Minderung der Ausschiittung unter der Kombination aus
TNFa und Bevacizumab gegeniber der Stimulation mit 25 ng/ml TNFa allein. Mit TNFa und
Bevacizumab in Kombination stimulierte Zellen sezernierten nach vier Wochen signifikant
mehr IL-8 als nur mit Bevacizumab allein behandelte Zellen oder die unbehandelte Kontrolle.
Gegenliber TNFa allein gleicher Konzentration kam es zwar zu einem Anstieg, dieser blieb
jedoch unterhalb des Signifikanzniveaus. Die nach vier Wochen sezernierte Menge an IL-8 war

die von allen Zeitpunkten am hochsten gemessene (Abb. 24, Tab. 26).

Insgesamt ldsst sich zusammenfligen, dass Poly I:C, LPS und TNFa zu allen Zeitpunkten und bei
allen getesteten Konzentrationen zu einer signifikant erhéhten Sekretion von IL-8 im Vergleich
zur Kontrolle fihrte. Bezogen auf die Behandlung mit Aflibercept und Bevacizumab allein
zeigte sich zu keinem getesteten Zeitpunkt eine Veranderung gegeniiber der Kontrolle. Die
Kombination aus Entziindungsmediator und Anti-VEGF Therapie flihrte grundsatzlich nicht zu
einer signifikanten Veranderung gegenliber der Anti-VEGF Therapie und dem Entziindungs-
mediator, auller bei der mittleren Konzentration unter Langzeitstimulation von TNFa

kombiniert mit Aflibercept.

1.2.4 TNFa Zytokinsekretion unter Entziindungsparametern

Die Sekretion von TNFa wurde mit Poly I:C und LPS getestet. Fiir nicht stimulierte primare RPE
Zellen konnte keine TNFa Sekretion festgestellt werden. Eine signifikant erhohte TNFa-
Sekretion zeigte sich nach 24 Stunden nach einer Stimulation mit 10 ug/ml Poly I:C. Nach vier
Wochen konnte fiir die gleiche Konzentration ein ansteigender Trend im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden (Abb. 25, Tab. 27). 0.1 und 10 pg/ml LPS induzierte nach

24 Stunden einen signifikanten Anstieg von TNFa im Vergleich zur Kontrolle. Hingegen konnte
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weder nach sieben Tagen noch nach vier Wochen eine signifikante Veranderung im Vergleich

zur Kontrolle festgestellt werden (Abb. 25, Tab. 28).
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Abbildung 25: TNFa Sekretion unter Entziindungsmediatoren. Dargestellt ist die TNFa Sekretion von
primaren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml; n < 3) (a) oder LPS (0.1, 1, 10
pg/ml; n < 3) (b) fuir 24 Stunden, sieben Tage oder vier Wochen. Unbehandelte RPE Zellen sezernieren
zu keinem Zeitpunkt TNFa. Poly I:C (10 pg/ml) erhéhte die TNFa-Sekretion nach 24 Stunden signifikant
und nach vier Wochen tendenziell. LPS induzierte nur nach 24 Stunden eine TNFa-Sekretion. Dabei war
unter der Stimulation mit LPS (0.1 und 10 pg/ml) ein signifikanter Anstieg zu beobachten. Die
Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test berechnet, ++ = p < 0.01, + = p < 0.05, (+) = p < 0.07. Poly/
Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsaure, LPS = Lipopolysaccharid, Ko = Kontrolle, h = Stunden, d = Tage,
w = Wochen, n = Anzahl der Versuchswiederholungen.

[11.2.4.1 TNFa Sekretion unter Behandlung mit VEGF-Inhibitoren:

Die alleinige Behandlung mit Aflibercept oder Bevacizumab fiihrte zu keinem getesteten
Zeitpunkt zu einer signifikanten Veranderung der TNFo Ausschiittung im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle (Abb. 25 - 26, Tab. 27 - 28).

Im Gegensatz dazu kam es durch die Kombination von Poly I:C (10 pug/ml) mit Aflibercept nach
24 Stunden zu einem signifikanten Anstieg sowohl gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
als auch gegeniber einer ausschlielllichen Stimulation mit Aflibercept. In absoluten Werten
war die TNFa Sekretion nach 24 Stunden am hochsten. Nach sieben Tagen schiitteten die
Zellen tendenziell und nach vier Wochen signifikant mehr TNFa im Vergleich zur Kontrolle aus,
was aber beides aufgrund der hohen Standardabweichung als nicht relevant zu bewerten ist

(Abb. 26 a, Tab. 27).
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Durch die Kombination von Poly I:C (10 pg/ml) mit Bevacizumab kam es nur nach 24 Stunden
zu einem signifikanten Anstieg sowohl gegeniber der unbehandelten Kontrolle als auch
gegenlber einer Bevacizumab-Stimulation allein. Die Ausschiittung von TNFa erreichte nach

24 Stunden insgesamt das hochste Niveau (Abb. 26 a, Tab. 27).
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Abbildung 26: TNFa Sekretion unter Entziindungsmediatoren und VEGF-Inhibitoren. Dargestellt ist
die Sekretion von TNFa von priméaren RPE Zellen nach der Stimulation mit Poly I:C (1, 10, 100 pg/ml)
(a) oder LPS (0.1, 1, 10 pg/ml) (b) und Aflibercept (250 pg/ml) fir 24 Stunden (n = 3), sieben Tage (n =
3) oder vier Wochen (n = 5) oder Bevacizumab (250 pg/ml) fir 24 Stunden (n = 5), sieben Tage (n = 3)
oder vier Wochen (n = 3). Abbildung (a): Aflibercept oder Bevacizumab flihrten zu keinem Zeitpunkt
zu einer erhohten TNFa Ausschittung. Nur nach 24 Stunden zeigt sich eine signifikante Erhéhung der
Kombination von VEGF-Inhibitoren mit Poly I:C (10 pg/ml), die allerdings nicht signifikant gegen Poly
I:C allein erhoht ist und damit auf keinen signifikanten Einfluss der Kombination auf die TNFa Sekretion
schlieBen lasst. Abbildung (b): LPS induziert TNFa nur in den ersten 24 Stunden. Da Aflibercept oder
Bevacizumab zu keinem Zeitpunkt zu einer erhohten TNFa Ausschittung fiihrten, ist die signifikante
Erhéhung der Kombination von VEGF-Inhibitoren mit LPS (1 ug/ml) auf die Stimulation mit LPS
zurickzufihren und hatte keinen signifikanten Einfluss. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s T-Test
berechnet, +++ = p < 0.001, + = p < 0.05, (+) = p < 0.07 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle; oo = p
< 0.01, (o) = p < 0.07 gegeniuber VEGF-Inhibitoren (Aflibercept/ Bevacizumab) allein. Poly/ Poly I:C =
Polyinosin-Polycytidylsaure, LPS = Lipopolysaccharid, TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, no = ohne
VEGF-Inhibitoren, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen, n =
Anzahl der Versuchswiederholungen.

Auch die Kombination von LPS (1 pg/ml) mit Aflibercept sorgte nach 24 Stunden fir einem
signifikanten Anstieg der TNFa Sekretion gegeniliber der Kontrolle. Ebenfalls war die
Ausschiittung nach 24 Stunden in absoluten Werten am héchsten. Nach sieben Tagen wurden
hingegen nur sehr geringe Mengen nachgewiesen und nach vier Wochen war kein TNFa

nachweilRbar (Abb. 26 b, Tab. 28).

Die kombinierte Gabe von LPS (1 pg/ml) mit Bevacizumab ergab lediglich nach 24 Stunden

eine signifikante Vermehrung der TNFa Sekretion sowohl gegenliber der Kontrolle als auch
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tendenziell gegeniiber der alleinigen Stimulation mit Bevacizumab. Der hochste Wert wurde

auch in diesem Fall nach 24 Stunden erreicht (Abb. 26 b, Tab. 28).

Zusammenfassend flihrte die Stimulation mit LPS und Poly I:C kurzfristig nach 24 Stunden,
nicht aber nach sieben Tagen und vier Wochen, zu einer signifikanten Veranderung der TNFa
Sekretion gegeniiber der Kontrolle. In Bezug auf die Stimulation mit den Anti-VEGF Substanzen
allein zeigte sich kein signifikanter Effekt im Vergleich zur Kontrolle. Die Kombinationen aus
VEGF-Inhibitor und Entziindungsmediator ergaben zu keinem Zeitpunkt eine signifikante
Veranderung der TNFa Sekretion im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit dem jeweiligen

Entziindungsmediator und dem jeweiligen VEGF-Inhibitor allein.
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IV  Diskussion

Ein Begriff, der pragend fiir die Pathogenese der AMD ist, lautet , Inflammaging” (Franceschi
und Campisi 2014). Dieser Neologismus beschreibt das Zusammentreffen von Altern und
Entziindung. Dabei wird im Gegensatz zu einer akuten heien Entziindungsreaktion eine beim
Altern entstehende chronisch geringgradige Entziindung diskutiert, welche auch als
Parainflammation betitelt wird (Chen und Xu 2015). Diese Form der Entziindung kénnte den
RPE Zellen und somit der gesamten Retina schaden (Chen et al. 2019). Im Zentrum der
Betrachtung scheint dabei keine systemische Immundysregulation oder (iberschieRende
Immunreaktion, sondern eine lokale Dysbalance zu stehen. Allerdings kann Entziindung nicht
als homogener Zustand des RPE bzw. der gesamten Retina verstanden werden. Ganz im
Gegenteil hangen die diversen Entziindungsreaktionen vom Entziindungsreiz ab. In dieser
Studie wurden die Inflammationsstimuli fiir eine TLR-3 (Poly I:C), eine TLR-4 (LPS) und eine
TNFa induzierte Entziindung untersucht. Alle drei Stimuli sind proinflammatorisch. Die
Antworten des RPE unterscheiden sich jedoch je nach Substanz, Konzentration und Zeitraum
der Stimulation. Diese Unterschiede lassen sich wahrscheinlich darauf zurickflihren, dass je
nach Stimulus verschiedene Signalwege mit ihren jeweiligen Kaskaden aktiviert werden. Die
Registrierung pathogener Substanzen erfolgt durch Bindung an TLR-3 (Poly I:C) und -4 (LPS),
bzw. iber die TNF-Rezeptoren (TNFa). Uber die Bindung von Poly I:C an den TLR-3 registriert
das RPE eine virale Infektion. Durch die Aktivierung des TLR-4 lber LPS wird hingegen eine
bakterielle Infektion detektiert. Allerdings sind TLR-3 (und -4) nicht spezifisch fiir eine virale
oder bakterielle Infektion. Beispielsweise kann auch messenger-RNA (mRNA) nekrotischer
Zellen Uber TLR-3 gebunden werden und daraufhin eine Immunantwort initiiert werden
(Karikd et al. 2004). Auch TLR-4 wird als allgemeiner Wachter einer Gewebeschadigung
diskutiert (Mollen et al. 2006). Im Hinblick auf die unter der AMD beobachteten degenerativen
Prozesse, konnten daher endogene Bestandteile geschadigter Zellen die TLR aktivieren und zu

einer proinflammatorischen Immunantwort fiihren.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die jeweiligen Stimuli unterschiedliche Anforderungen an
das RPE stellen und ein unterschiedliches Gefahrenpotential aufzeigen. Das ldsst sich von der
gezeigten differenzierten Zytokinsekretion und der beobachteten Toxizitdt in dieser Arbeit
ableiten. Diese Effekte sowie zusatzlich der Einfluss einer Anti-VEGF Therapie auf das RPE

werden im Folgenden diskutiert. Besondere Beachtung verdienen dabei die in dieser Arbeit
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erstmalig betrachteten Langzeiteffekte liber vier Wochen Stimulation, welche eine prazisere
Anndherung an die Inflammationsprozesse im Auge darstellen als kurzfristige Untersuchungen

Uber Stunden oder wenige Tage.

Um Entziindung im Kontext der AMD zu verstehen, missen die fir die Entziindung
verantwortlichen Stimuli identifiziert werden und ihr Einfluss auf die Toxizitat des RPE
untersucht werden. Fir die in dieser Studie getesteten drei Substanzen konnte grundsatzlich
gezeigt werden, dass jede der Substanzen prinzipiell toxisch fiir das RPE sein kann. Poly I:C
zeigte fur Mittel- und Langzeitstimulation (sieben Tage/ vier Wochen) eine signifikante
Toxizitat, wahrend LPS und TNFa nur unter kurzzeitiger Stimulation (24 Stunden) toxisch
wirkten. Langzeittoxizitdt wurde nicht beobachtet (LPS) oder nur in der hochsten
Konzentration (TNFa 50 ng/ml). Auch wenn die Toxizitat von LPS und TNFa fast ausschlieRRlich
kurzfristig signifikant war, konnte die Langzeitstimulation mit LPS und TNFa bedeutende
Effekte in Bezug auf die Funktion des RPE haben. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass
die Langzeitstimulation mit LPS oder TNFa zu einer starken Reduktion der RPE65 Expression
flhrte. RPE65S ist ein fiir das RPE spezifisches Protein, das fiir den visuellen Zyklus, das Recyclen
des Sehpigments von groRer Bedeutung ist. Die TNFa Stimulation fiihrte sogar zu einem
kompletten Verlust der RPE65 Expression (Klettner et al. 2020). Eine andere Studie kam nach
kurzzeitiger proinflammatorischer Stimulation des RPE ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die
mRNA von RPE65 vermindert vorlag (Kutty et al. 2016). Der Verlust des RPE65 Proteins konnte
die Folge einer chronischen Inflammation des RPE sein. Sollte diese Beobachtung in vivo
reproduziert werden konnen, konnte sie einen moglichen Signalweg darstellen, wie
Inflammation die RPE Funktion stort und folglich die Photorezeptorfunktion beeinflusst, auch

wenn das RPE selbst noch vital ist.

Langzeiteffekte bezogen auf die Poly I:C/ TLR-3 Aktivierung anhand von primaren RPE Zellen
wurden zuvor in der Literatur noch nicht untersucht. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
eine TLR-3 Aktivierung nach 24 Stunden in vitro (Klettner et al. 2013b) und in vivo in einem
Mausmodell (Murakami et al. 2014) durch Poly I:C den RPE Zelltod induzieren kann. Die
Beobachtung in dieser Arbeit, dass eine konzentrationsabhangige Langzeitstimulation mit
Poly I:C das Zelliberleben signifikant verminderte, lasst darauf schlieRen, dass chronische
virale Infektionen bzw. eine TLR-3 Aktivierung anderer Art (iber die Schadigung des RPE eine

Bedeutung in der AMD Pathogenese haben kénnten. Grundsatzlich kénnte im Alter die
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Immunabwehr- und Barrierefunktion des RPE geschwadcht und somit anfalliger fiir virale
Infektionen sein. In Anlehnung an den Begriff ,Inflammaging” konnte vor diesem Hintergrund

auch von ,,Infectaging” gesprochen werden.

Nach einer systemischen intraperitonealen LPS-Injektion in Mdusen konnte eine Anhaufung
subretinaler Hyalozyten (eine Subpopulation residenter Makrophagen im Auge) beobachtet
werden (Vagaja et al. 2012). Dies weist darauf hin, dass eine periphere bakterielle Infektion
Auswirkungen auf die Retina haben kann. Bezogen auf die Effekte von LPS/ TLR-4 Aktivierung
auf das Zelliberleben von RPE Zellen ist wenig bekannt. Die in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnisse, dass LPS kurz- und mittelfristig toxisch auf das RPE wirkt, schlieBen eine bakterielle
Genese der AMD nicht aus. Weitere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten jedoch, dass
der kurzfristige Zelluntergang unter LPS durch Wundheilung vom (brigen RPE wieder-
hergestellt werden kann (Klettner et al. 2020). Fir eine bakterielle Pathogenese der AMD
spricht eine Studie in der eine subretinale Injektion des Bakteriums Bacillus megaterium in
einem nicht humanen Primatenmodell zu einer drusenartigen Pathologie fihrte, welche im

Kontext der AMD ebenfalls beobachtet wird (Wen et al. 2018).

In Hinblick auf die Toxizitdt von TNFa konnte gezeigt werden, dass humane RPE Zellen
kurzfristig (72 Stunden) resistent gegentiber einem durch TNFa induzierten Zelltod sind (Yang
et al. 2004). Unsere Arbeitsgruppe bestatigte dieses Ergebnis und beobachtete auch lber eine
mittel- und langfristige Stimulation mit TNFa keine signifikanten toxischen Effekte (Klettner et
al. 2020). Im Gegensatz dazu wurde in dieser Studie eine signifikante Abnahme des
Zelliberlebens porciner primdrer RPE Zellen unter kurzfristiger und mittelfristiger TNFa
Stimulation beobachtet. Dieser Effekt war jedoch transient, sodass unter langfristiger
Stimulation keine Toxizitat nachweisbar war. Weitere Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten,
dass die Wundheilung porciner RPE Zellen durch TNFa kaum beeinflusst wurde (Klettner et al.
2020). Daher kdnnte der kurz- und mittelfristige Zellverlust durch das Gibrige RPE kompensiert

werden und ein langfristig bleibender Schaden durch TNFa vermieden werden.

IV.1 Toxizitdt der Anti-VEGF Therapie

Fiir die Toxizitat einer Anti-VEGF Therapie mit Bevacizumab, Aflibercept oder Ranibizumab
kdnnen uneindeutige Ergebnisse in der Literatur festgestellt werden. Toxische Effekte einer

Anti-VEGF Therapie zeigten sich in einer retrospektiven Studie von 96 Augen. Dabei konnte
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ein linear ansteigender RPE-Verlust unter der Anti-VEGF Therapie mit Aflibercept und
Ranibizumab festgestellt werden (Wons et al. 2017). Hingegen konnte fiir ARPE-19 Zellen
keine Toxizitat bezogen auf eine Therapie mit Aflibercept mit einer Konzentration bis 1 mg/ml
Uber 24 Stunden festgestellt werden (Ammar et al. 2013). Passend dazu wurde ebenfalls flr
Aflibercept bis zu einer Konzentration von 2 mg/ml und einer Stimulation bis zu 72 Stunden
keine verstarkte Toxizitdt von ARPE-19 Zellen beobachtet (Schnichels et al. 2013). Dieser
Unterschied konnte teilweise dadurch zu erkldren sein, dass ARPE-19 Zellen bedingt durch ihre
Immortalisierung eine andere Zellphysiologie als primare RPE Zellen aufweisen (May et al.
2012). Fir humane RPE Zellen, welche aus pluripotenten Stammzellen generiert wurden und
durch eine serielle Passagierung Altersmerkmale aufwiesen, zeigte sich weder unter
Ranibizumab, Bevacizumab oder Aflibercept Therapie eine signifikante Zytotoxizitat (Chae et
al. 2018). In einer anderen Studie konnte in einem in vivo Mausmodell kein Zusammenhang

zwischen Anti-VEGF Therapie und retinaler Atrophie festgestellt werden (Long et al. 2018).

Im Gegensatz zu diesen ambivalenten Ergebnissen konnte in dieser Arbeit ein eindeutig
signifikanter toxischer Effekt von Aflibercept und Bevacizumab auf das RPE in einer
Konzentration von 250 pg/ml zu allen Zeitpunkten beobachtet werden. Dieser Effekt ist
statistisch signifikant. Es stellt sich die Frage, ob er auch als biologisch relevant angesehen
werden kann, da sich eine Reduktion der Vitalitat auf unter 95 % im Vergleich zur Kontrolle
zeigte. Fir die metabolisch hochaktiven Photorezeptoren konnte allerdings auch eine
geringere Degeneration des RPE bereits gravierende Auswirkungen haben, da ihre Versorgung
Uber das RPE gefdhrdet sein konnte. Dies gilt insbesondere fiir den Bereich der Makula, da
hier die Dichte der Photorezeptoren und der metabolische Umsatz am hochsten sind. Unsere
Arbeitsgruppe zeigte zwar in vorherigen Studien fir Aflibercept unter einer Stimulation bis
maximal sieben Tage keine Zytotoxizitat (Klettner 2014). Es erfolgte allerdings nur eine
einmalige Stimulation, welche auRerdem entweder in hoherer (500 pg/ml) oder in niedrigerer
(125 pg/ml) Konzentration als in dieser Studie appliziert wurde. Auch fiir eine repetitive Gabe
der drei VEGF-Inhibitoren tber 12 Wochen konnte unsere AG keine Zytotoxizitat nachweisen
(Schottler et al. 2018). Allerdings wurde auch in diesem Fall nur die Hélfte der Dosis im

Vergleich zu der vorliegenden Studie gegeben.

Bei der Erforschung der Fragestellung, ob eine Anti-VEGF Therapie sich schadlich auf die

Retina auswirkt, ist in den letzten Jahren die geographische Atrophie in den Fokus geraten. So
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konnten Grunwald et al. eine Behandlung mit Ranibizumab als Risikofaktor fiir die Entstehung
einer GA identifizieren (Grunwald et al. 2014). Allerdings wurde diese Schlussfolgerung
kritisiert, da hypopigmentierte Zonen in der Funduskopie als GA gewertet wurden, ohne sie
durch eine OCT zu bestdtigen. Weiter wurde bemangelt, dass von einer Korrelation
(vermehrtes Auftreten von hypopigmentierten Zonen unter Anti-VEGF Therapie) nicht auf
eine Kausalitat geschlossen werden konne (Campochiaro 2019). Obwohl klinische Beweise
fehlen, ist es pathophysiologisch durchaus begriindbar, warum eine Anti-VEGF Therapie zu
einer GA fiuhren konnte. Es wurde namlich beobachtet, dass mit zunehmenden CNV die
normale Choriocapillaris abnimmt. Wenn durch die Anti-VEGF Therapie nun auch diese CNV
supprimiert werden, konnte die letzte verbleibende Blutversorgung der dulleren Netzhaut
eliminiert werden und sekundare atrophische Folgen nach sich ziehen. SchlieRlich hat VEGF
neurotrophe Wirkungen und eine Blockierung dieser kdonnte eine Atrophie beschleunigen
(Miller 2016). Zwar konnte gezeigt werden, dass das RPE nach laserinduzierter Degeneration
im Stande ist, sich zu regenerieren (Vessey et al. 2018). Ob diese Regeneration jedoch
ausreicht, um die diskutierten pathologischen Effekte einer Anti-VEGF Therapie zu
kompensieren, ist allerdings fraglich. Ein weiterer pathologischer Effekt der Anti-VEGF
Therapie ist die beobachtete Reduktion der choriokapilldiren Fenestrierung, welche mit
Zirkulationsstérungen einhergehen konnte (Peters et al. 2007). AuBerdem wurde eine
Abnahme der Phagozytoseleistung primarer porciner RPE Zellen unter Bevacizumab- oder
Afliberceptbehandlung und dadurch eine verminderte Photorezeptoraufnahme und
vermindertes Recycling festgestellt, was wiederum eine Atrophie der Retina antreiben kénnte

(Klettner et al. 2010; Klettner et al. 2014a).

Zusammenfassend erscheint die Datenlage zur Anti-VEGF Therapie bezogen auf die Toxizitat
und schlieBlich die GA widerspriichlich. Dieser Widerspruch kénnte durch zusatzliche
fakultativ vorliegende Faktoren erklart werden, welche in Kombination mit der Anti-VEGF
Therapie zum RPE Schaden fiihren kénnten. Solch einen fakultativen Faktor konnte die
Inflammation darstellen, da sie in der AMD-Pathogenese als eine Ursache erwogen wird (Xu
et al. 2009; Miller 2016). Im Folgenden wird daher diskutiert, welche Auswirkungen eine Anti-

VEGF Therapie in Kombination mit Entziindung oder anderen Faktoren auf das RPE hat.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kombination einer Entziindung mit Anti-VEGF

Therapie toxisch fiir das RPE sein kann. Die Kombination von Aflibercept mit LPS in niedriger
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und mittlerer Konzentration fuhrte unter langfristiger Stimulation zu einem signifikant
verminderten Zelliberleben gegeniber der Kontrolle und gegentber einer Stimulation mit
LPS allein. Die Kombination von Bevacizumab mit LPS in mittlerer Konzentration zeigte den
gleichen Effekt. Eine Anti-VEGF Therapie scheint also die LPS-induzierte Toxizitdt zu
verstarken. Jedoch war dieser Effekt nur bei der Aflibercept-Kombination auch gegeniber
einer reinen Stimulation mit Aflibercept signifikant. Hingegen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der Bevacizumabkombination im Vergleich zur reinen Stimulation mit
Bevacizumab. Der beobachtete Effekt der Kombinationsgabe konnte also bei Bevacizumab,
auf die reine Bevacizumab-Toxizitat zurlickzufiihren sein. Obwohl fiir die Anti-VEGF Therapie
bisher keine eindeutige Aussage getroffen werden konnte, ob die Therapie allein toxisch ist,
kann demnach fir die langfristige Kombination aus TLR-4 Aktivierung und Anti-VEGF Therapie

fir Aflibercept ein deutlich toxischer Effekt nachgewiesen werden.

Dieser toxische Effekt konnte fir Aflibercept nicht nur in Bezug auf eine Stimulations-
kombination mit LPS, sondern auch fir Poly I:C, und TNFa gezeigt werden. In der mittleren
Konzentration bei vier Wochen Stimulation fiihrte die Kombination mit jeder der drei
Stimulanzien zu einem verminderten Zelliberleben im Vergleich zur Kontrolle, zu einer reinen
Stimulation mit Aflibercept und zu einer alleinigen proinflammatorischen Stimulation. Diese
Beobachtung war nicht nur statistisch signifikant, sondern kann auch als biologisch relevant
eingestuft werden, da das Zelliberleben auf unter 80 % im Vergleich zur Kontrolle vermindert
war. Somit scheint die Kombination der Aflibercepttherapie mit einer TLR-3 oder TLR-4, oder
TNFa Aktivierung das Langzeitzelliberleben zu vermindern. Bevacizumab wies keine so
deutliche Toxizitat unter der Kombinationstherapie auf. Beispielsweise wurde keine
signifikante Verminderung des Zelliiberlebens unter Langzeitstimulation bei Kombination von
Bevacizumab mit TNFa im Vergleich zur reinen Stimulation mit TNFa beobachtet. Sollten sich
diese Effekte in vivo bestatigen, sollte eine Priorisierung der Therapie mit Bevacizumab vor

Aflibercept erwogen werden.

Diese Beobachtungen kénnten generell daflirsprechen, dass die Therapie als ,,first hit” (erster
Schlag) bei Vorliegen eines zweiten Faktors im Sinne eines ,,second hit”“ (zweiten Schlags) zu
einem verminderten Zelliberleben fiuhren kann. Eine virale oder bakterielle Infektion
(TLR-3/-4 Aktivierung Uber Poly I:C/ LPS), eine degenerative Gewebsverletzung (TLR-3/-4

Aktivierung Uber nekrotische Zellbestandteile) oder eine immunologische Inflammation
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(TNFa) kénnten den ,second hit” darstellen. Selbst wenn eine reine Therapie mit Anti-VEGF
Inhibitoren keine direkt toxischen Effekte auf das RPE haben sollte, scheint sie direkt oder
indirekt dazu beizutragen, dass ein ,second hit” beglinstigt wird. Dafiir spricht beispielsweise,
dass die Behandlung von humanen RPE Zellen mit Ranibizumab und Bevacizumab zu einem
signifikanten Absinken der RPE-Proliferation flihrte (Parisi et al. 2019). Diese herabgesetzte
Proliferation konnte die Kompensationsmechanismen des RPE so einschrdanken, dass eine
Infektion oder Entziindung nicht mehr aufgefangen wird und zu nachhaltigen Schaden im RPE
fihrt. Zusatzlich konnte eine Verminderung der Wundheilung unter Aflibercepttherapie
beobachtet werden (Klettner et al. 2014a). Die Wundheilung konnte ebenfalls einen
Kompensationsmechanismus des RPE gegen Infektion und Entziindung darstellen, welcher
unter Anti-VEGF Therapie eingeschrankt wird. Diese Zusammenhange sollten in weiteren

Studien Uberprift und die zu Grunde liegenden Pathomechanismen weiter erforscht werden.

IV.2 Zytokinsekretion des RPE

Ein tieferes Verstandnis der RPE Zellantwort auf Entzlindung im alternden Auge und in der
AMD konnte langfristig dabei helfen, neue Ziele fiir eine antiinflammatorische Therapie zu
identifizieren. Es wurde beobachtet, dass ARPE-19 Zellen, die mit oxidierten duReren
Photorezeptorsegmenten stimuliert wurden, einen Phdnotyp entwickelten, der einige
Altersmerkmale beinhaltete. Beispielsweise wurden die Zellen mehrkernig und wiesen eine
Hochregulation altersassoziierter Gene auf (Lueck et al. 2012; Chen M et al. 2016; Rajapakse
et al. 2017). Diese Zellen exprimierten hohere Level inflammatorischer Mediatoren wie IL-18,
IL 6, IL-8 und VEGF (Higgins et al. 2003; Lueck et al. 2012). In der vorliegenden Studie wurde
Uber eine Langzeitstimulation primarer RPE Zellen eine chronische Entziindung naherungs-
weise simuliert und unter Entziindungsmediatoren und Anti-VEGF Therapie die Zytokin-
sekretion von IL-1B, IL-6, IL-8 und TNFa gemessen. Grundsatzlich wurde dabei festgestellt,
dass die induzierte Zytokinsekretion sich je nach Stimulationszeitraum unterscheidet. Das
weist allgemein darauf hin, dass sich eine chronische Entziindung anders auf das RPE auswirkt
als eine akute. Diese Beobachtung impliziert weitreichende Konsequenzen fiir weitere
Experimente, da bisher fast ausschlieflich in der Literatur kurzzeitige Stimulationen
durchgefihrt wurden. In Zukunft sollte zwischen einer kurzfristigen und einer langfristigen

Entziindungsstimulation unterschieden werden, um die Effekte der Inflammation auf das RPE
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zu beobachten. In vorherigen Studien wurde beschrieben, dass eine kurzfristige
proinflammatorische Stimulation die Zytokinsekretion des RPE induzieren kann (Kumar et al.
2004; Wornle et al. 2011; Brosig et al. 2015; Paeng et al. 2015b; Tao et al. 2016). In der
vorliegenden Arbeit wurde erstmals zusatzlich untersucht, ob eine Langzeitstimulation zu

einer veranderten Zytokinausschiittung beitragt.

Flr IL-6 zeigte sich, dass alle proinflammatorischen Stimuli es zu jedem getesteten Zeitpunkt
induzierten. Poly I:C induzierte eine konzentrationsabhangige IL-6 Sekretion nach 24 Stunden
und sieben Tagen. Nach vier Wochen induzierten alle Poly I:C Konzentrationen IL-6 im gleichen
Umfang. Ahnlich dazu konnte der stirkste Effekt auf die IL-6 Sekretion nach LPS oder TNFa
Stimulation nach 24 Stunden oder sieben Tagen gesehen werden, wahrend nach vier Wochen
die IL-6 Induktion schwacher, aber immer noch signifikant ausfiel. Eine Erhéhung der IL-6
Ausschittung durch Poly I:C oder LPS nach einer kurzzeitigen Stimulation von RPE Zellen

wurde bereits zuvor gezeigt (Kumar et al. 2004; Wornle et al. 2011; Paeng et al. 2015b).

IL-6 konnte als systemischer Biomarker fir die Krankheitsaktivitat und pradiktiv fur die
Krankheitsprogression bei geographischer Atrophie als Folge der AMD identifiziert werden
(Krogh Nielsen et al. 2019). Allerdings konnte bisher nicht identifiziert werden, welche Zellen
fir die systemische IL-6 Erhéhung verantwortlich sind. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass die Stimulation von Mikrogliazellen mit Uberstinden von mit Poly I:C stimulierten RPE
Zellen zu einer verstarkten IL-6 Zytokinantwort der Mikrogliazellen fiihrte (Klettner et al.
2014b). Zusammen mit der in dieser Studie beobachteten Erhéhung der IL-6 Ausschiittung des
RPE nach proinflammatorischer Stimulation weisen diese Beobachtungen auf die zellulare
Quelle des systemisch erhéhten IL-6 hin. Das RPE kdnnte im Zusammenspiel mit benachbarten
Zellen wie beispielsweise den Mikroglia die lokale Quelle fiir das systemisch erhéhte IL-6 im

Kontext der GA im Rahmen der AMD sein.

Im Zusammenhang mit der Anti-VEGF Therapie konnte in der vorliegenden Studie eine
signifikante Verminderung der IL-6 Sekretion nach sieben Tagen Stimulationsdauer mit TNFa
und Aflibercept und eine tendenzielle mit TNFa und Bevacizumab beobachtet werden. Nach
vier Wochen war hingegen ein sichtbarer Anstieg zu beobachten, der aber nicht signifikant
war. Diese Beobachtungen kdnnten darauf hinweisen, dass die IL-6 Zytokinausschiittung
mittelfristig durch eine Anti-VEGF Therapie verringert wird, sich jedoch unter langfristiger

Applikation aufhebt und sich eher eine gegenteilig verstarkte Zytokindynamik einstellt.
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Die IL-8 Sekretion war zu allen Zeitpunkten bei allen Stimuli erhoht, ohne dass eine klare
Konzentrations- oder Zeitabhangigkeit zu erkennen war. Diese Beobachtung ist von groRer
Bedeutung, da sie eine konstant hohe IL-8 Konzentration impliziert, wenn das RPE durch einen
proinflammatorischen Stimulus angeregt wird. In vorherigen Untersuchungen konnten akute
IL-8 Erh6hungen nach proinflammatorischen Stimuli gezeigt werden (Kumar et al. 2004; Elner
et al. 2005; Ebihara et al. 2007; Wornle et al. 2011; Paeng et al. 2015b). Auf systemischer
Ebene konnte bei AMD Patienten keine Erhéhung des IL-8 im Blutplasma festgestellt werden
(Krogh Nielsen et al. 2019). Das weist darauf hin, dass IL-8 zunachst vor allem autokrin und
parakrin lokal in der Umgebung des RPE wirkt. Bei AMD Patienten im Endstadium, welche eine
GA nachwiesen, zeigten sich hingegen deutlich erhéhte systemische IL-8 Serumlevel (Krogh
Nielsen et al. 2019). Daraus lasst sich schlieBen, dass es unter der Entwicklung der GA zu einem
veranderten Inflammationsprofil kommt und IL-8 vermehrt in den systemischen Kreislauf

abgegeben wird.

Im Gegensatz zu IL-8 wurde IL-1B durch inflammatorische Stimuli kaum induziert. Die einzige
signifikante Erh6hung zeigte sich bei 1 ug/ml LPS und héheren Konzentrationen von Poly I:C
nach 24 Stunden, was einer akuten Reaktion entspricht. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit
Ergebnissen einer anderen Studie, bei der die stdrkste Zellantwort nach zwei Stunden

Stimulation beobachtet wurde (Brosig et al. 2015).

Im Kontrast zu IL-6 und IL-8 (und dhnlich zu IL-18) wurde TNFa nur unter kurzfristiger
Stimulation mit Poly I:C und LPS induziert, ohne einen mittel- oder langfristigen Effekt. Diese
Beobachtung stimmt mit vorherigen Studien Gberein (Wornle et al. 2011; Brosig et al. 2015).
Nicht nur Kurz- oder Langzeitstimulation mit Entziindungsmediatoren fihrt zu einer
abweichenden TNFa Zytokinsekretion, sondern auch der Differenzierungsstatus des RPE
scheint eine Rolle zu spielen. In diesem Zusammenhang wurde beobachtet, dass TNFa bei
polarisierten RPE Zellen zu einer VEGF Abnahme flihrte, bei nicht polarisierten hingegen zu
einer VEGF Induktion. Dabei diskutierten die Autoren, dass nicht polarisierte bzw.
unphysiologische RPE-Zell-Phdnotypen fiir die Neovaskularisierung verantwortlich sein

konnten (Terasaki et al. 2013).

Zusammengefasst kann eine differenzierte proinflammatorische Antwort des RPE beobachtet
werden, die langfristig hauptsachlich von IL-8 und IL-6 und weniger von IL-1B und TNFa

gepragt wird und unterschiedliche Effekte je nach Stimulus zeigt. IL-18 und TNFa werden als
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neurotoxisch angesehen, insbesondere bei chronischer Exposition und fir vorgeschadigtes
Gewebe (Viviani 2004). IL-1B wurde langfristig mit einem RPE-, Choroid- und Photorezeptor-
Verlust in Verbindung gebracht (Zhou et al. 2016) und TNFa kann retinale Zellen in die
Apoptose fiihren, ausgenommen des RPE selbst (Yang et al. 2004; Joussen et al. 2009). Diese
schadlichen Auswirkungen auf retinale Zellen durch die vom RPE sezernierten Zytokine IL-13
und TNFa nach kurzfristiger proinflammatorischer Stimulation kdnnten ein Kollateralschaden
sein, wahrend das RPE Uber diese Zytokine eine antiinflammatorische Zytokinsekretion der
Mikroglia induziert. Denn es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von Mikroglia mit
den Uberstinden von entziindlich stimulierten RPE Zellen zu einer antiinflammatorischen

Zytokinantwort der Mikroglia fihrten (Dietrich et al. 2020).

Langfristig scheint das RPE hingegen fiir die Retina eher eine protektive Zytokinsekretion tber
IL-6 auszufiihren. Diese Schlussfolgerung lasst sich daraus ableiten, dass IL-6 neuroprotektive
und neuroregenerative Eigenschaften zugesprochen werden. So zeigte IL-6 positive Effekte
bezogen auf die Regeneration des N. opticus (Leibinger et al. 2013) und auf neuronale
Retinazellen (Fischer et al. 2015). In einem Modell fiir Netzhautablésung konnten protektive
Effekte des IL-6 auf die Photorezeptoren festgestellt werden (Chong et al. 2008) und in einem
Glaukommodell schiitzte IL-6 retinale Ganglienzellen (Sappington et al. 2006). Daher kénnte
die erhohte IL-6 Ausschiittung einen Versuch des RPE darstellen, die neuroretinalen Zellen bei

Vorliegen eines entziindlichen Milieus zu schiitzen.

Die langfristige IL-8 Induktion unter proinflammatorischen Stimuli kdnnte an der Pathogenese
der (exsudativen) AMD beteiligt sein, da IL-8 als angiogen betrachtet wird (Ghasemi et al.
2011) und im Kammerwasser von Patienten mit exsudativer AMD erhoht nachgewiesen
werden konnte (Jonas et al. 2012). Zusatzlich werden bestimmte IL-8 Polymorphismen als
Risikofaktoren fiir die AMD diskutiert (Goverdhan et al. 2008). In Bezug auf die Kombination
aus Aflibercept und Entziindungsmediation konnte in dieser Arbeit bei der mittleren
Stimulationsdosis TNFa liber vier Wochen eine signifikante Erhohung der IL-8 Sekretion im
Vergleich zu einer Stimulation mit TNFa allein oder Aflibercept allein festgestellt werden.
Nicht nur TNFa allein, sondern in einem noch hoheren Mal3e die Kombination aus TNFa und
Aflibercept scheint also langfristig einen steigernden Effekt auf die IL-8 Ausschiittung zu
haben. Somit kénnte ein Zusammenhang zwischen der oben gezeigten signifikanten Toxizitat

unter langfristiger Stimulation mit Aflibercept und TNFa (ber IL-8 hergestellt werden.
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Zusammen mit der Beobachtung, dass unter GA die systemischen IL-8 und TNF-Rezeptor2
Werte erhoht sind (Krogh Nielsen et al. 2019), kdnnte weiter geschlussfolgert werden, dass
eine Aflibercepttherapie bei gleichzeitigem Vorliegen einer TNFa ausgelosten Entziindung
Uber IL-8 zu einer toxischen Schadigung des RPE mit resultierender GA fiihren kann. Passend
dazu wurde in einem Fallbericht fur eine Patientin mit feuchter AMD im Endstadium eine
Sehverbesserung und ein anatomischer Riickgang der AMD unter einer subkutanen Anti-TNFa
Therapie (Adalimumab) beobachtet. Die Therapie wurde zur Behandlung eines ebenfalls
vorliegenden Morbus Crohn eingesetzt (Fernandez-Vega et al. 2016). In einer weiteren Studie
mit drei Patienten, welche eine Anti-VEGF Therapie bekommen hatten, fiihrte eine intravitreal
applizierte Anti-TNFa Therapie zu einer Sehverbesserung (Theodossiadis et al. 2009). Die
Blockade des TNFa konnte Gber eine verminderte IL-8 Sekretion die feuchte AMD in Remission
fihren. Unter noch genauer zu prifenden Voraussetzungen kdnnte eine antiinflammatorische
Therapie als unterstitzende Behandlung unter Anti-VEGF Therapie oder als Therapieoption
bei refraktarer Anti-VEGF Therapie zumindest fiir Aflibercept bei der feuchten AMD von
Bedeutung sein. Weiter weisen die Beobachtungen darauf hin, dass Aflibercept im Gegensatz
zu Bevacizumab im Zusammenhang mit Entzindung toxischer wirkt und die Pathogenese der
AMD Uber IL-8 steigert. Sollten diese Beobachtungen sich in vivo bestdtigen konnte
Bevacizumab gegenliber Aflibercept bei Vorliegen einer Entziindung im Auge bevorzugt

verwendet werden.

Abgesehen von diesem und dem weiter oben genannten Ergebnis bezogen auf IL-6 kam es
ansonsten bei keiner der weiteren Kombinationen aus Entziindungsmediator und Anti-VEGF
Therapie zu einer signifikanten Veranderung der Zytokinausschittung, die nicht auf die
Stimulation mit den Entziindungsmediatoren zuriickzufiihren ist. Daher scheint der

beobachtete Effekt spezifisch fiir das Zusammenspiel aus Aflibercept und TNFa zu gelten.

Um die Antwort des RPE auf Entziindungsmediatoren und zusatzlich die Kombination mit Anti-
VEGF Substanzen weiter zu verstehen sollten in Zukunft weitere Zytokine und
Kommunikationswege des RPE mit benachbarten Zellen untersucht werden. Das Zusammen-
spiel von TNFa und IL-8 sollte dabei genauer liberprift werden. In dieser Arbeit wurde der
Schwerpunkt auf die proinflammatorischen Zytokine gesetzt. Eine Betrachtung der anti-
inflammatorischen Zytokinantwort des RPE beispielsweise durch IL-10 sollte ebenfalls zur

weiteren Differenzierung erfolgen (Couper et al. 2008).
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IV.3 Kritik an der Methodik

Im Hinblick auf die Methodik dieser Studie ergeben sich vereinzelt limitierende Faktoren zur

Aussagekraft der Untersuchungen.

In dieser Arbeit wurde mit primaren porcinen RPE Zellen gearbeitet. Die Ubertragung der
Ergebnisse von Experimenten mit Schweineaugen auf menschliche Augen ist nur begrenzt
moglich. Allerdings haben Schweine eine hohe genetische Ahnlichkeit zum Menschen
(Archibald et al. 2010) und insbesondere Schweineaugen sind mit menschlichen Augen
anatomisch vergleichbar. Dies gilt auch fiir die Retina (Klettner und Dithmar 2020). So hat die
Retina des Schweins eine der menschlichen Retina sehr dhnliche Gefal- und Photorezeptor-
verteilung (Guduric-Fuchs et al. 2009). Im Gegensatz dazu weisen die Augen von Nagetieren
wie Mausen eine geringere Ahnlichkeit mit dem menschlichen Auge auf. Z.B. besitzen Miuse
keine Makula (Ramkumar et al. 2010). Schweine sind tagaktiv, Mause hingegen nachtaktiv und
die GroRRe des Schweineauges ist mit dem menschlichen vergleichbar (Sanchez et al. 2011).
Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen stammten von genetisch heterogenen Schweinen, die
in einer nicht sterilen Umgebung aufgezogen wurden. Daher kénnte die Standardabweichung
hoher ausfallen als bei herkdmmlichen Zellreihen. Zugleich spiegeln die Bedingungen, unter
denen die Schweine aufwachsen, die menschlichen Umweltfaktoren genauer wider. Es bleibt
zu erwahnen, dass die Augen junger Schweine und nicht alter Schweine verwendet wurden,
weshalb ein Vergleich zur altersbedingten Pathophysiologie der AMD nur bedingt durch-

gefuhrt werden kann.

Theoretisch wiirden Primaten ein noch besseres Modell fiir das menschliche Auge liefern.
Praktisch ist ihre Verwendung zu Forschungszwecken jedoch ethisch fragwirdig und

O0konomisch sehr teuer (Middleton 2010; Pennesi et al. 2012; Jones et al. 2017).

Eine weitere Limitation dieser Arbeit besteht in der kontinuierlichen direkten Stimulation der
RPE Zellen mit den VEGF-Inhibitoren. Diese spiegelt nur bedingt die klinische Injektion der
VEGF-Inhibitoren in den Glaskorper wider. Eine ein- bis zweimal im Monat oder bei Bedarf
angewendete klinische Injektion in den Glaskdrper kann nicht mit einer konstanten zweimal
wochentlichen Stimulation der RPE Zellen gleichgesetzt werden. Welche Konzentrationen
tatsachlich im RPE erreicht werden und welchen Schwankungen diese Konzentrationen nach

monatlicher Injektion unterliegen, kann nur schwer beurteilt werden. Das fir diese Studie
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angewendete Stimulationsmodell stellt allerdings eine valide Anndherung an die realen

Prozesse dar.

IV.4 Fazit

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die Hypothese, dass chronische Entziindung fir die
Pathophysiologie der AMD von Bedeutung ist, erhartet, da das Zellliiberleben des RPE unter
langfristiger Entziindungsstimulation signifikant vermindert wurde. Dabei scheinen TLR-3,
TLR-4 und TNFa Schlisselkomponenten darzustellen. Weiter zeigt diese Arbeit, dass eine
langzeitige Kombination von Anti-VEGF Therapie und Inflammation, wie sie modellhaft eine
Behandlung der AMD im fortgeschrittenen Stadium widerspiegelt, durchaus negative Effekte
auf die RPE Zellen haben kann und je nach Stimulus eine differenzierte Zytokinsekretion des
RPE hervorrufen kann. Die Zytokinantwort des RPE variiert zudem je nach kurz- oder
langfristiger Stimulation mit Entziindungsmediatoren. Zukiinftige Experimente sollten daher

zusatzlich zu kurzfristigen auch langfristige Stimulationen miteinbeziehen.
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V  Zusammenfassung

Die altersabhdngige Makuladegeneration ist die haufigste Ursache fiir Erblindung in den
westlichen Industrielandern beim adlteren Menschen. Durch degenerative Veranderungen,
genetische Pradispositionen, Umwelteinfliisse und Entziindungsreaktionen kommt es
einerseits zu einem Untergang des Retinalen Pigmentepithels (RPE), was eine Degeneration
der Photorezeptoren in der Retina zur Folge hat. Andererseits kommt es im Rahmen der
feuchten AMD zu choroidalen Neovaskularisationen (CNV). Dies zeigt sich klinisch in einer
zentralen Sehverschlechterung und fiihrt unbehandelt zur Erblindung. Die medikamentése
Therapie der CNV besteht in der intravitrealen Injektion der Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) -Inhibitoren Aflibercept und Bevacizumab. Um die Assoziation der Pathogenese
der AMD mit Entzlindungsreaktionen des RPE ndher zu untersuchen, wurden in dieser in vitro
Studie die Effekte einer Langzeitstimulation mit dem Toll-like-Rezeptor (TLR)-3 Agonisten
Polyinosin-Polycytidylsdure (Poly I:C), dem TLR-4 Agonisten Lipopolysaccharid (LPS) und dem
proinflammatorischen Zytokin Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) auf die Vitalitdt und die
Sekretion der Zytokine IL-1PB, IL-6, IL-8 und TNFa primar porciner RPE Zellen untersucht.
Zusatzlich wurde Uberprift welchen Einfluss die Anti-VEGF Therapie mit Aflibercept oder
Bevacizumab allein und in Kombination mit den Entziindungsmediatoren auf die Vitalitat und

die Zytokinsekretion des RPE hat.

Fiir die in dieser Studie getesteten proinflammatorischen Substanzen konnte grundsatzlich
gezeigt werden, dass jede der drei Substanzen je nach Behandlungszeitraum
und -konzentration toxisch fiir das RPE sein kann. TNFa und LPS verminderten nach einer
kurzzeitigen (24 Stunden) und mittelfristigen (sieben Tage) Stimulation das Zellliberleben
signifikant. Poly I:C verringerte stattdessen das Zelliiberleben nach Mittel- und Langzeit-
stimulation (vier Wochen). Die Stimulation mit Aflibercept und Bevacizumab fiihrte zu allen
Zeitpunkten zu einer signifikanten Abnahme des Zelliiberlebens. Die Kombination von
Aflibercept mit Poly I:C, LPS oder TNFa fiihrte unter langfristiger Stimulation zu einem
signifikant verminderten Zelliiberleben gegeniiber der Kontrolle und gegeniiber einer
Stimulation mit der jeweiligen proinflammatorischen Substanz und Aflibercept allein. Somit
scheint die langfristige Kombination der Aflibercepttherapie mit einer viralen oder
bakteriellen Infektion (TLR-3/-4 Aktivierung Uber Poly I:C/LPS), einer degenerativen

Gewebsverletzung (TLR-3/-4 Aktivierung Uber nekrotische Zellbestandteile) oder einer
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immunologischen Inflammation (TNFa), das Zellliberleben des RPE zu reduzieren. In Bezug auf
die Zytokinsekretion konnte eine differenzierte proinflammatorische Antwort des RPE
beobachtet werden, die langfristig hauptsachlich von IL-8 und IL-6 und weniger von IL-1 und
TNFa gepragt wird und unterschiedliche Effekte je nach Stimulus zeigt. In Bezug auf die
Kombination von Aflibercept und der mittleren Stimulationsdosis TNFa konnte Uber vier
Wochen eine signifikante Erhohung der IL-8 Sekretion im Vergleich zu einer Stimulation mit
TNFa oder Aflibercept allein festgestellt werden. Unter noch genauer zu priifenden Voraus-
setzungen kénnte daher eine antiinflammatorische Therapie als unterstitzende Behandlung

unter Anti-VEGF Therapie in der Behandlung der feuchten AMD von Interesse sein.
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VIl Anhang

Tabelle 9: Kurzfristige Vitalitdt unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ng/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) Poly I:C) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 100 0

Poly I:C (1) 24 h 97,725 5,587 n.s.

Poly I:C (10) 24h 101,872 7,361 n.s.

Poly I:C (100) 24 h 95,356 13,359 n.s.

Afli (250) 24 h 95,292 6,285 p<0.01

Poly I:C (1) + Afli 24 h 87,151 9,311 p<0.001 p<0.05 (p<0.07)

Poly I:C (10) + Afli 24 h 96,853 10,177 n.s. n.s. n.s.

Poly I:C (100) + Afli 24 h 99,911 2,884 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 24 h 95,497 5,535 p <0.01

PolyI:C(1)+Beva 24h 95,738 4,177 p <0.001 n.s. n.s.

Poly I:C (10) + Beva 24 h 98,019 7,847 n.s. n.s. n.s.

Poly I:C (100)+ Beva 24h 101,053 9,309 n.s. n.s. n.s.

Vitalitat der primaren RPE Zellen nach Poly I:C-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir 24
Stunden. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant,
MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, Afli = Aflibercept,
Beva = Bevacizumab, h = Stunden.

Tabelle 10: Mittelfristige Vitalitat unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) Poly I:C)  Afli) Beva)

Kontrolle 7d 100 0

Poly I:C (1) 7d 95,235 5,851 p <0.01

Poly I:C (10) 7d 97,909 9,589 n.s.

Poly I:C (100) 7d 88,223 3,565 p <0.001

Afli (250) 7d 93,227 6,486 p < 0.001

Poly I:C (1) + Afli 7d 82,002 4,042 p<0.001 p<0.01 p<0.01

Poly I:C (10) + Afli 7d 93,758 9,326 p<0.01 n.s. n.s.

Poly I:C (100) + Afli  7d 82,231 2,104 p<0.001 p<0.05 p<0.01

Beva (250) 7d 90,687 12,370 p<0.01

Poly I:C (1) + Beva 7d 85,625 9,504 p <0.001 (p<0.07) n.s.

Poly I:C (10) + Beva 7d 97,522 11,080 n.s. n.s. n.s.

Poly I:C (100)+ Beva 7d 90,947 8,225 p <0.001 n.s. n.s.

Vitalitdt der priméren RPE Zellen nach Poly I:C-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir
sieben Tagen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht
signifikant, MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, Afli =
Aflibercept, Beva = Bevacizumab, d = Tage.
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Tabelle 11: Langfristige Vitalitdt unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ng/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) PolyI:C) Afli) Beva)

Kontrolle 4w 100 0

Poly I:C (1) 4w 99,851 18,762 n.s.

Poly I:C (10) 4w 88,573 8,968 p <0.001

Poly I:C (100) dw 70,567 6,727 p <0.001

Afli (250) dw 92,701 11,233 p<0.01

Poly I:C (1) + Afli 4w 94,320 7,676 p<0.01 n.s. n.s.

Poly I:C (10) + Afli 4w 69,194 13,682 p<0.001 p<0.01 p<0.001

Poly I:C (100) + Afli 4w 68,816 7,143 p <0.001 n.s. p <0.001

Beva (250) 4w 91,756 10,073 p<0.01

Poly I:C (1) + Beva 4w 92,756 1,685 p <0.001 n.s. n.s.

Poly I:.C (10) + Beva 4w 80,018 12,113 p<0.001 n.s. p <0.05

Poly I:C (100)+ Beva 4w 82,290 1,054 p<0.001 p<0.01 n.s.

Vitalitat der primaren RPE Zellen nach Poly I:C-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir

vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. =

nicht

signifikant, MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, Afli =

Aflibercept, Beva = Bevacizumab, w = Wochen.

Tabelle 12: Kurzfristige Vitalitdt unter LPS und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ng/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gsegen  (gegen  (gegen  (gegen
Kontrolle) LPS) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 100 0

LPS (0.1) 24h 92,989 5,577 p <0.001

LPS (1) 24h 93,673 11,712 p<0.05

LPS (10) 24h 86,997 6,108 p <0.001

Afli (250) 24h 95,292 6,285 p<0.01

LPS (0.1) + Afli 24h 87,282 6,741 p <0.001 n.s. p <0.05

LPS (1) + Afli 24h 88,431 9,022 p <0.001 n.s. n.s.

LPS (10) + Afli 24h 86,049 4,274 p <0.001 n.s. p <0.01

Beva (250) 24h 95,497 5,535 p<0.01

LPS (0.1) + Beva 24h 95,701 3,126 p <0.001 n.s. n.s.

LPS (1) + Beva 24h 94,835 8,309 p<0.05 n.s. n.s.

LPS (10)+ Beva 24h 89,054 8,653 p <0.001 n.s. n.s.

Vitalitdat der primadren RPE Zellen nach LPS-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir
24 Stunden. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht
signifikant, MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, LPS = Lipopolysaccharid, Afli = Aflibercept,
Beva = Bevacizumab, h = Stunden.
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Tabelle 13: Mittelfristige Vitalitat unter LPS und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ng/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) LPS) Afli) Beva)

Kontrolle 7d 100 0

LPS (0.1) 7d 92,925 9,764 p<0.01

LPS (1) 7d 91,056 10,159 p<0.001

LPS (10) 7d 84,902 4,701 p <0.001

Afli (250) 7d 93,227 6,486 p <0.001

LPS (0.1) + Afli 7d 84,785 8,868 p<0.001 n.s. (p<0.07)

LPS (1) + Afli 7d 83,430 8,018 p <0.001 n.s. p <0.05

LPS (10) + Afli 7d 78,523 7,716 p <0.001 n.s. p<0.01

Beva (250) 7d 90,400 12,031 p<0.01

LPS (0.1) + Beva 7d 85,081 4,801 p <0.001 n.s. n.s.

LPS (1) + Beva 7d 91,281 10,607 p<0.01 n.s. n.s.

LPS (10)+ Beva 7d 82,403 5,474 p <0.001 n.s. n.s.

Vitalitat der primaren RPE Zellen nach LPS-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir sieben
Tagen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant,
MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, LPS = Lipopolysaccharid, Afli = Aflibercept, Beva =
Bevacizumab, d = Tage.

Tabelle 14: Langfristige Vitalitat unter LPS und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ng/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gsegen  (gegen  (gegen  (gegen
Kontrolle) LPS) Afli) Beva)

Kontrolle 4w 100 0

LPS (0.1) 4w 101,447 10,295 n.s.

LPS (1) 4w 98,298 6,622 n.s.

LPS (10) 4w 98,569 7,239 n.s.

Afli (250) 4w 92,701 11,233 p<0.05

LPS (0.1) + Afli 4w 81,052 30,434 p<0.01 ns. n.s.

LPS (1) + Afli 4w 79,250 7,109 p<0.001 p<0.001 p<0.05

LPS (10) + Afli 4w 101,114 3,712 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 4w 91,756 10,073 p<0.01

LPS (0.1) + Beva 4w 100,403 9,312 n.s. n.s. n.s.

LPS (1) + Beva 4w 88,591 9,976 p<0.001 p<0.05 n.s.

LPS (10)+ Beva 4w 99,633 5,925 n.s. n.s. n.s.

Vitalitat der primaren RPE Zellen nach LPS-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir vier
Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant,
MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, LPS = Lipopolysaccharid, Afli = Aflibercept, Beva =
Bevacizumab, w = Wochen.
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Tabelle 15: Kurzfristige Vitalitdt unter TNFa und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) TNFa) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 100 0

TNFa (12.5 ng) 24h 94,536 6,464 p <0.01

TNFa (25 ng) 24h 90,651 7,515 p <0.001

TNFa (50 ng) 24h 95,447 5,110 p<0.01

Afli (250 pg) 24h 95,292 6,285 p<0.01

TNFa (12.5ng) + Afli  24h 94,751 1,731 p <0.001 n.s. n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 24h 81,072 13,821 p<0.001 n.s. p <0.01

TNFa (50 ng) + Afli 24h 89,379 7,492 p <0.001 n.s. n.s.

Beva (250 pg) 24h 96,516 5,258 p <0.05

TNFa (12.5ng) +Beva 24h 96,990 1,062 p <0.001 n.s. n.s.

TNFa (25ng)+Beva 24h 91,577 10,896 p<0.01 n.s. n.s.

TNFa (50 ng)+ Beva 24h 96,481 8,970 n.s. n.s. n.s.

Vitalitdt der primaren RPE Zellen nach TNFa-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fur
24 Stunden. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht
signifikant, MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, Afli =
Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden.

Tabelle 16: Mittelfristige Vitalitat unter TNFa und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen  (gegen  (gegen  (gegen
Kontrolle) TNFa) Afli) Beva)

Kontrolle 7d 100 0

TNFa (12.5 ng) 7d 92,590 7,311 p <0.001

TNFa (25 ng) 7d 87,938 12,490 p<0.001

TNFa (50 ng) 7d 88,633 9,830 p <0.001

Afli (250 pg) 7d 93,227 6,486 p < 0.001

TNFa (12.5 ng) + Afli  7d 84,811 7,505 p <0.001 n.s. p <0.05

TNFa (25 ng) + Afli 7d 89,796 6,595 p <0.001 n.s. n.s.

TNFa (50 ng) + Afli 7d 80,983 17,307 p<0.001 n.s. p <0.05

Beva (250 pg) 7d 89,565 11,218 p<0.001

TNFa (12.5 ng) + Beva 7d 82,880 9,164 p <0.001 n.s. n.s.

TNFa (25 ng) + Beva 7d 95,507 15,872 n.s. n.s. n.s.

TNFa (50 ng)+ Beva  7d 90,219 8,521 p <0.001 n.s. n.s.

Vitalitat der primaren RPE Zellen nach TNFa-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir
sieben Tagen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht
signifikant, MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, Afli =
Aflibercept, Beva = Bevacizumab, d = Tage.
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Tabelle 17: Langfristige Vitalitdt unter TNFa und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW [% SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[/ml] Kontrolle] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) TNFa) Afli) Beva)

Kontrolle 4w 100 0

TNFa (12.5 ng) 4w 100,658 8,655 n.s.

TNFa (25 ng) 4w 93,755 15,773 n.s.

TNFa (50 ng) 4w 92,765 14,220 p<0.05

Afli (250 pg) 4w 92,701 11,233 p<0.01

TNFa (12.5 ng) + Afli 4w 98,403 5,380 n.s. n.s. n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 4w 74,242 8,930 p<0.001 p<0.05 p<0.01

TNFa (50 ng) + Afli 4w 98,169 9,942 n.s. n.s. n.s.

Beva (250 pg) 4w 91,756 10,073 p<0.01

TNFa (12.5 ng) + Beva 4w 98,482 6,273 n.s. n.s. n.s.

TNFa (25 ng) + Beva 4w 90,520 7,219 p<0.001 n.s. n.s.

TNFa (50 ng)+ Beva 4w 92,554 7,584 p<0.001 n.s. n.s.

Vitalitat der primaren RPE Zellen nach TNFa-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir
vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht
signifikant, MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, TNFa = Tumornekrosefaktor alpha, Afli =
Aflibercept, Beva = Bevacizumab, w = Wochen.
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Tabelle 18: IL-1B Sekretion unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen  (gegen (gegen
Kontrolle) Poly I:C) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 5,236 3,327

Poly I:C (1) 24h 3,170 4,482  ns.

Poly I:C (10) 24h 45848 52,827 p<0.07

Poly I:C (100) 24h 43,716 38,444 p<0.05

Afli (250) 24h 6,794 4,841 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 24 h 39,292 23,084 p<0.01 ns. p <0.05

Beva (250) 24h 8,133 7,115 n.s.

Poly I:C(10) +Beva 24h 43,827 32,696 p<0.01 n.s. p <0.05

Kontrolle 7d 7,550 8,110

Poly I:C (1) 7d 23,895 10,412 n.s.

Poly I:C (10) 7d 14,505 14,116  n.s.

Poly I:C (100) 7d 18,232 16,819 n.s.

Afli (250) 7d 4,956 2,810 n.s.

Poly I:C (10) + Afli  7d 4,173 6,189 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 7d 2,644 4,580 n.s. n.s.

Poly I:C(10) + Beva 7d 3,095 2,810 n.s. n.s.

Kontrolle 4w 8,221 4,340

Poly I:C (1) 4w 13,701 0,801 n.s.

Poly I:C (10) 4w 7,321 3,883 n.s.

Poly I:C (100) 4w 13,701 0,801 n.s.

Afli (250) 4w 3,800 3,291 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 4w 4,584 5,116 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 4w 6,817 3,868 n.s.

Poly I:C(10) + Beva 4w 8,678 4,648 n.s. n.s. n.s.

IL-1B Sekretion der primaren RPE Zellen nach Poly I:C-Behandlung in Kombination mit VEGF-
Inhibitoren fir 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert,
Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA =
Standardabweichung, Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab,
h = Stunden, d = Tage, w = Wochen.
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Tabelle 19: IL-1B Sekretion unter LPS und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen  (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) LPS) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 17,372 24,855

LPS (0.1) 24h 98,083 35,239 p <0.01

LPS (1) 24h 416,337 433,946 p<0.05

LPS (10) 24h 10,303 5,606 n.s.

Afli (250) 24h 6,794 4,841 n.s.

LPS (1) + Afli 24h 560,098 578,042 p<0.05 n.s. p <0.07

Beva (250) 24h 8,133 7,115 n.s.

LPS (1) + Beva 24h 405563 146,758 p<0.001 n.s. p < 0.001

Kontrolle 7d 10,948 14,472

LPS (0.1) 7d 61,487 94,883 n.s.

LPS (1) 7d 30,691 0,801 n.s.

LPS (10) 7d 10,869 3,203 n.s.

Afli (250) 7d 4,956 2,810 n.s.

LPS (1) + Afli 7d 16,865 16,672 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 7d 2,644 4,580 n.s.

LPS (1) + Beva 7d 9,422 7,264 n.s. p <0.05 n.s.

Kontrolle 4qw 5,368 4,052

LPS (0.1) 4w 6,567 9,287 n.s.

LPS (1) 4w 6,983 7,548 n.s.

LPS (10) 4w 11,133 10,840  n.s.

Afli (250) 4w 3,800 3,291 n.s.

LPS (1) + Afli 4w 2,723 2,810 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 4w 6,817 3,868 n.s.

LPS (1) + Beva adw 7,933 2,954 n.s. n.s. n.s.

IL-1B Sekretion der primaren RPE Zellen nach LPS-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fur
24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, LPS=
Lipopolysaccharid, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen.
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Tabelle 20: IL-1B Sekretion unter TNFa und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen  (gegen  (gegen (gegen
Kontrolle) TNFa) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 7,016 4,957

TNFa (12.5 ng) 24h 21,063 28,833 n.s.

TNFa (25 ng) 24h 13,981 14,455 n.s.

TNFa (50 ng) 24 h 49,981 57,906 p<0.05

Afli (250 pg) 24h 6,794 4,841 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 24h 11,770 8,895 n.s. n.s. n.s.

Beva (250 ug) 24h 8,133 7,115 n.s.

TNFa (25 ng) +Beva 24h 10,657 7,749 n.s. n.s. n.s.

Kontrolle 7d 6,644 6,853

TNFa (12.5 ng) 7d 19,364 2,403 p <0.07

TNFa (25 ng) 7d 9,923 18,512 n.s.

TNFa (50 ng) 7d 49,981 57,906 n.s.

Afli (250 pg) 7d 4,956 2,810 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 7d 3,800 3,977 n.s. n.s. n.s.

Beva (250 ug) 7d 2,644 4,580 n.s.

TNFa (25 ng) + Beva 7d 0,823 1,325 n.s. n.s. n.s.

Kontrolle 4qw 5,431 4,816

TNFa (12.5 ng) 4w 6,656 7,181 n.s.

TNFa (25 ng) 4w 7,824 11,957 n.s.

TNFa (50 ng) 4w 33,320 50,092 n.s.

Afli (250 pg) 4w 3,800 3,291 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 4w 10,127 9,601 n.s. n.s. n.s.

Beva (250 pg) 4w 6,817 3,868 n.s.

TNFa (25) + Beva adw 7,933 5,116 n.s. n.s. n.s.

IL-1B Sekretion der primaren RPE Zellen nach TNFa-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren
fiir 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, TNFa =
Tumornekrosefaktor alpha, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h=Stunden, d=Tage,
w = Wochen.
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Tabelle 21: IL-6 Sekretion unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen  (gegen (gegen
Kontrolle) Poly I:C) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 3,275 5,210

Poly I:C (1) 24h 65353 55271 p<0.01

Poly I:C (10) 24h 385,460 316,614 p<0.01

Poly I:C (100) 24h 917,140 1010,522 p<0.05

Afli (250) 24h 0 0 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 24 h 488,430 398,363 p<0.01 n.s. n.s.

Beva (250) 24h O 0 n.s.

Poly I:C(10)+Beva 24 h 571,872 532,685 p<0.01 n.s. n.s.

Kontrolle 7d 12,808 32,182

Poly I:C (1) 7d 107,926 113,291 p<0.07

Poly I:C (10) 7d 390,624 453,803 p<0.05

Poly I:C (100) 7d 1033,368 1150,131 p<0.05

Afli (250) 7d 0,814 1,629 n.s.

Poly I:C (10) + Afli  7d 308,683 404,946 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 7d 5,095 10,190 n.s.

Poly I:C(10) + Beva 7d 312,213 325,648 p<0.05 n.s. n.s.

Kontrolle 4qw 1,006 2,846

Poly I:C (1) 4w 248,429 142,856 p<0.001

Poly I:C (10) 4w 264,580 134,711 p<0.001

Poly I:C (100) 4w 327,858 203,623 p<0.001

Afli (250) 4w 0,651 1,457 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 4w 335,792 181,162 p<0.001 n.s. p<0.01

Beva (250) 4w 2,810 5,998 n.s.

Poly I:C(10) + Beva 4w 306,349 120,770 p<0.001 n.s. p <0.001

IL-6 Sekretion der primdren RPE Zellen nach Poly I:C-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren
fiir 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, Poly I:C =
Polyinosin-Polycytidylsdure, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h=Stunden, d=Tage,
w = Wochen.
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Tabelle 22: IL-6 Sekretion unter LPS und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen  (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) LPS) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 3,658 5,06

LPS (0.1) 24h 842,26 915,04 p<0.05

LPS (1) 24h 1338,23 823,09 p <0.001

LPS (10) 24h 1472,76 760,69  p<0.001

Afli (250) 24h 0 0 n.s.

LPS (1) + Afli 24h 146539 411,24 p<0.001 n.s. p<0.01

Beva (250) 24h O 0 n.s.

LPS (1) + Beva 24h 1688,64 44595 p<0.001 n.s. p <0.01

Kontrolle 7d 14,14 32,65

LPS (0.1) 7d 697,10 1013,55 n.s.

LPS (1) 7d 649,89 791,50 p <0.07

LPS (10) 7d 1037,29 1144,49 p<0.05

Afli (250) 7d 0,81 1,62 n.s.

LPS (1) + Afli 7d 470,65 316,61 p<0.01 n.s. p <0.05

Beva (250) 7d 5,09 10,19 n.s. n.s.

LPS (1) + Beva 7d 363,90 306,11 p<0.05 n.s. p <0.07

Kontrolle 4qw 1,61 3,60

LPS (0.1) 4w 37,29 18,84 p<0.01

LPS (1) 4w 168,15 95,21 p<0.01

LPS (10) 4w 419,17 148,69  p<0.001

Afli (250) 4w 1,08 1,88 n.s.

LPS (1) + Afli 4w 167,86 35,94 p <0.001 n.s. p<0.01

Beva (250) 4w 4,68 7,66 n.s.

LPS (1) + Beva adw 308,04 228,71 p<0.05 n.s. n.s.

IL-6 Sekretion der primaren RPE Zellen nach LPS-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir
24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, LPS=
Lipopolysaccharid, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen.
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Tabelle 23: IL-6 Sekretion unter TNFa und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen  (gegen  (gegen (gegen
Kontrolle) TNFa) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 16,49 41,50

TNFa (12.5 ng) 24h 22820 143,27 p<0.01

TNFa (25 ng) 24h 386,37 289,48 p<0.01

TNFa (50 ng) 24h 707,22 687,11 p<0.05

Afli (250 pg) 24h 34,8 69,69 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 24h 504,09 385,05 p<0.01 n.s. p <0.07

Beva (250 ug) 24h 28,18 56,37 n.s.

TNFa (25 ng) + Beva 24h 566,32 389,55 p<0.01 n.s. p <0.05

Kontrolle 7d 7,59 17,90

TNFa (12.5 ng) 7d 404,16 218,01 p<0.001

TNFa (25 ng) 7d 345,41 343,73 p<0.01

TNFa (50 ng) 7d 846,43 675,28 p<0.01

Afli (250 pg) 7d 0,81 1,62 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 7d 42,38 3507 p<0.05 n.s p <0.07

Beva (250 ug) 7d 6,19 9,66 n.s.

TNFa (25 ng) + Beva 7d 204,15 300,25 p<0.07 n.s n.s.

Kontrolle 4qw 1,34 3,28

TNFa (12.5 ng) 4w 6,33 10,97 n.s.

TNFa (25 ng) 4w 530,72 576,26 p<0.05

TNFa (50 ng) Aw 40,85 43,89 p<0.05

Afli (250 pg) 4w 1,08 1,88 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 4w 1009,85 206,87 p<0.001 n.s p <0.001

Beva (250 pg) 4w 4,68 7,66 n.s.

TNFa (25) + Beva 4w 1086,33 258,22 p<0.001 n.s. p<0.01

IL-6 Sekretion der primaren RPE Zellen nach TNFa-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren
fiir 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und

Signifikanzen. n.s. =

Tumornekrosefaktor alpha,

w = Wochen.

nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA =
Aflibercept,

Afli =

Beva =

Bevacizumab, h =Stunden,

Standardabweichung, TNFa
d =Tage,
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Tabelle 24: IL-8 Sekretion unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen  (gegen (gegen
Kontrolle) Poly I:C) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 104,597 99,390

Poly I:C (1) 24h 626,667 403,483 p<0.05

Poly I:C (10) 24 h 1612,758 624,377 p<0.001

Poly I:C (100) 24h 2627,246 2179,101 p<0.05

Afli (250) 24h 71,612 53,938 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 24 h 1942,162 535,170 p<0.001 n.s. p<0.01

Beva (250) 24h 71,324 62,258 n.s.

Poly I:C(10)+Beva 24h 571,872 532,685 p<0.001 n.s. p <0.01

Kontrolle 7d 425,100 306,450

Poly I:C (1) 7d 1623,820 728,671 p<0.01

Poly I:C (10) 7d 1959,187 1222,104 p<0.01

Poly I:C (100) 7d 3976,342 1413,862 p <0.001

Afli (250) 7d 243,161 186,280 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 7d  1314,552 672,172 p<0.01 n.s. p <0.01

Beva (250) 7d 304,692 255,221 n.s.

Poly I:C(10) + Beva 7d 1185,923 424,566 p<0.01 n.s. p<0.01

Kontrolle 4aw 334,179 248,141

Poly I:C (1) 4w 2326,367 551,540 p<0.001

Poly I:C (10) 4w 1303,033 676,536 p<0.01

Poly I:C (100) 4w 3342,219 164,399 p<0.001

Afli (250) 4w 292,196 120,425 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 4w 709,525 465,491 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 4w 145,735 85,375 n.s.

Poly I:C(10) + Beva 4w 651,539 352,095 n.s. n.s. p <0.05

IL-8 Sekretion der primaren RPE Zellen nach Poly I:C-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren
fiir 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, Poly I:C =
Polyinosin-Polycytidylsdure, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h=Stunden, d=Tage,
w = Wochen.
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Tabelle 25: IL-8 Sekretion unter LPS und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen  (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) LPS) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 104,597 99,390

LPS (0.1) 24 h  2257,971 1499,607 p<0.01

LPS (1) 24h 3836,665 1439,805 p<0.001

LPS (10) 24h 3911,304 1701,880 p<0.001

Afli (250) 24h 71,612 53,938 n.s.

LPS (1) + Afli 24h 4474,715 518,456 p<0.001 n.s. p < 0.001

Beva (250) 24h 71,324 62,258 n.s.

LPS (1) + Beva 24h 4852919 431,831 p<0.001 n.s. p < 0.001

Kontrolle 7d 425,100 306,450

LPS (0.1) 7d 3068,226 1728,842 p<0.01

LPS (1) 7d 2997,431 1865,344 p<0.01

LPS (10) 7d 4043,791 1405,647 p<0.001

Afli (250) 7d 243,161 186,280 n.s.

LPS (1) + Afli 7d  2742,026 1837,557 p<0.01 n.s. p <0.05

Beva (250) 7d 304,692 255,221 n.s.

LPS (1) + Beva 7d 2530,370 1489,550 p<0.01 n.s. p<0.01

Kontrolle 4qw 374,156 279,708

LPS (0.1) 4w 1527,823 270,143 p<0.001

LPS (1) 4w 1527,875 814,114 p<0.01

LPS (10) 4w 3460,691 711,819 p<0.001

Afli (250) 4w 231,034 69,055 n.s.

LPS (1) + Afli 4w 1319,608 472,161 p<0.01 ns p <0.05

Beva (250) 4w 114,740 27,688 n.s.

LPS (1) + Beva 4w 1062,001 429,112 p<0.05 n.s. p <0.05

IL-8 Sekretion der primaren RPE Zellen nach LPS-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren fir
24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, LPS=
Lipopolysaccharid, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen.
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Tabelle 26: IL-8 Sekretion unter TNFa und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen  (gegen  (gegen (gegen
Kontrolle) TNFa) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 170,86 105,58

TNFa (12.5 ng) 24h 1787,26 925,45 p<0.01

TNFa (25 ng) 24h 1957,89 1510,65 p<0.05

TNFa (50 ng) 24 h  3353,26 1690,78 p<0.01

Afli (250 pg) 24h 7161 53,93 ns.

TNFa (25 ng) + Afli 24h  1291,94 802,66 p<0.01 n.s. p <0.07

Beva (250 ug) 24h 71,32 62,25 n.s.

TNFa (25 ng) + Beva 24h  1308,36 860,41 p<0.01 n.s. p <0.07

Kontrolle 7d 425,10 306,45

TNFa (12.5 ng) 7d 3162,54 699,91 p<0.001

TNFa (25 ng) 7d 2133,80 1567,52 p<0.01

TNFa (50 ng) 7d 5390,60 698,09 p<0.001

Afli (250 pg) 7d 243,16 186,28 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 7d 740,22 611,88 n.s. n.s. n.s.

Beva (250 ug) 7d 304,69 255,22 n.s.

TNFa (25 ng) + Beva 7d 678,65 449,17 n.s. p <0.07 n.s.

Kontrolle 4qw 374,15 279,70

TNFa (12.5 ng) 4w 1127,23 419,31 p<0.05

TNFa (25 ng) 4w 1888,74 665,34 p<0.001

TNFa (50 ng) 4w 2696,89 214,49 p<0.001

Afli (250 pg) 4w 231,03 69,05 n.s.

TNFa (25 ng) + Afli 4w 3014,62 657,08 p<0.001 p<0.05 p<0.01

Beva (250 pg) 4w 114,74 27,68 n.s.

TNFa (25) + Beva 4w 2789,50 850,96 p<0.001 n.s. p<0.01

IL-8 Sekretion der primaren RPE Zellen nach TNFa-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren
fiir 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, TNFa =
Tumornekrosefaktor alpha, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h=Stunden, d=Tage,
w = Wochen.
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Tabelle 27: TNFa-Sekretion unter Poly I:C und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’s Student’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(gegen (gegen  (gegen (gegen
Kontrolle) Poly I:C) Afli) Beva)

Kontrolle 24h O 0

Poly I:C (1) 24h 0 0

Poly I:C (10) 24h 99,100 106,998 p<0.05

Poly I:C (100) 24 h 34,991 60,607 n.s.

Afli (250) 24h 0 0 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 24 h 196,367 44,590 p<0.001 n.s. p<0.01

Beva (250) 24h O 0 n.s.

Poly I:C(10) +Beva 24 h 193,029 63,660 p<0.001 n.s. p<0.01

Kontrolle 7d 0 0

Poly I:C (1) 7d 0 0

Poly I:C (10) 7d 40,452 67,052 n.s.

Poly I:C (100) 7d 15,766 27,307 n.s.

Afli (250) 7d 4,621 8,004 n.s.

Poly I:C (10) +Afli 7d 72,950 84,192 p<0.07 n.s. n.s.

Beva (250) 7d 5,933 10,276  n.s.

Poly I:C(10) + Beva 7d 16,299 23,719 n.s. n.s. n.s.

Kontrolle 4w O 0

Poly I:C (1) 4w 10,597 18,355 n.s.

Poly I:C (10) 4w 41,351 61,045 p <0.07

Poly I:C (100) 4w 0 0 n.s.

Afli (250) 4w 0 0 n.s.

Poly I:C (10) + Afli 4w 83,184 93,890 p<0.05 n.s. n.s.

Beva (250) 4w 0 0 n.s.

Poly I:C(10) + Beva 4w 21,272 47,565 n.s. n.s. n.s.

TNFa-Sekretion der primdren RPE Zellen nach Poly I:C-Behandlung in Kombination mit VEGF-
Inhibitoren flr 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert,
Standardabweichung und Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA =
Standardabweichung, Poly I:C = Polyinosin-Polycytidylsdure, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab,
h = Stunden, d = Tage, w = Wochen.
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Tabelle 28: TNFa-Sekretion unter LPS und VEGF-Inhibitoren.

Stimulation Dauer MW SA Student’s Student’sStudent’s Student’s

[ug/ml] [pg/ml] T-Test T-Test T-Test T-Test
(segen  (gegen (gegen (gegen
Kontrolle) LPS) Afli) Beva)

Kontrolle 24h 0 0

LPS (0.1) 24h 14,916 14,280 p<0.01

LPS (1) 24h 404,567 651,216 n.s.

LPS (10) 24 h 60,012 58,102 p<0.01

Afli (250) 24h 0 0

LPS (1) + Afli 24h 690,621 762,960 p<0.05 n.s. n.s.

Beva (250) 24h 0 0

LPS (1) + Beva 24h 603,964 593,167 p<0.05 n.s. p <0.07
Kontrolle 7d 0 0

LPS (0.1) 7d 2,742 4,749 n.s.

LPS (1) 7d 34,737 82,604 n.s.

LPS (10) 7d 1,295 2,242 n.s.

Afli (250) 7d 4,621 8,004 n.s.

LPS (1) + Afli 7d 17,175 29,748 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 7d 5,933 10,276 n.s.

LPS (1) + Beva 7d 0 0 n.s. n.s. n.s.
Kontrolle aw 0 0

LPS (0.1) 4w 0 0 n.s.

LPS (1) 4w 0 0 n.s.

LPS (10) aw 0 0 n.s.

Afli (250) 4w 0 0 n.s.

LPS (1) + Afli 4w 0 0 n.s. n.s. n.s.

Beva (250) 4w 0 0 n.s.

LPS (1) + Beva 4w 0 0 n.s. n.s. n.s.

TNFa-Sekretion der primaren RPE Zellen nach LPS-Behandlung in Kombination mit VEGF-Inhibitoren
fiir 24 Stunden, sieben Tage und vier Wochen. Dargestellt sind Mittelwert, Standardabweichung und
Signifikanzen. n.s. = nicht signifikant. MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, LPS=
Lipopolysaccharid, Afli = Aflibercept, Beva = Bevacizumab, h = Stunden, d = Tage, w = Wochen.
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