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1 Einleitung

1.1 Die neovaskuléare altersabhéngige Makuladegeneration

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) stellt mittlerweile weltweit die haufigste
Erblindungsursache der &lteren Bevélkerung dar (Bird 2010). Alleine in Deutschland sind ca.
4,5 Mio. Menschen betroffen, wovon 700 000 an einer potenziell zur Erblindung fiihrenden
Spéatform leiden (s. u). Studien belegen einen exponentiellen Anstieg der Préavalenz der AMD
ab dem 70. Lebensjahr (Dietzel et al., 2010). Die Wahrscheinlichkeit, dass eine AMD diag-
nostiziert und erlebt wird steigt dabei ebenso wie die Zeitspanne, die mit einer Sehbehinde-
rung gelebt werden muss (Schrader, 2006). Aktuellen Schéatzungen nach werden 2020 mehr
als 1 Mio. Deutsche an einer Spatform der AMD erkrankt sein (Dietzel et al., 2010).

Bei der AMD handelt es sich um eine phanotypisch heterogene, multifaktorielle, degenerative
und progrediente Erkrankung der Retina, insbesondere des Komplexes aus auRerer neuronaler
Retina, retinalem Pigmentepithel (RPE), Bruch-Membran und Aderhaut (Choriokapillaris)
(Ambati et al., 2003, Bhutto und Lutty, 2012). Die Erkrankung fihrt in ihren Spatformen zum
Verlust der zentralen Sehscharfe und damit zum Ausfall des zentralen Gesichtfeldes (Finger
etal., 2007).

Als Risikofaktoren gelten das Alter, Umweltfaktoren (z.B. Rauchen, hohe UV-Exposition,
Adipositas) und eine genetische Pradisposition (Ambati et al., 2003, Bird, 2010, Dietzel et al.,
2010). Auch weisen Polymorphismen in Genen der korpereigenen Abwehr auf die Rolle der
angeborenen Immunitat und entziindlicher Reaktionen in der Atiologie der AMD (Bird, 2010,
Lommatzsch, 2010).

Unterschieden wird die trockene (atrophische, nonexsudative) von der feuchten (neovas-
kuléren, exsudativen) Form der AMD, wobei es sich in bis zu 90 % der Erkrankungen um die
trockene Form handelt (Dietzel, 2010). Dabei kommt es durch Atrophie des retinalen
Pigmentepithels und der sensorischen Netzhaut zu einer meist langsamen Verschlechterung
der zentralen Sehschérfe. In ihrer Funktion gestorte Pigmentepithelzellen kommen ihrer im
gesunden Gewebe wichtigen Transportfunktion nicht mehr nach (s. u.) wodurch sich Stoff-
wechselprodukte anhdufen und als so genannte Drusen zwischen RPE und Bruch-Membran
ablagern. In Abh&ngigkeit vom Klinischen Erscheinungsbild werden Drusen in hart und weich
unterschieden, wobei vor allem weiche Drusen eine Rolle in der Pathologie der AMD spielen
(Bonilha, 2008). Drusen allein sind nicht fiir den signifikanten Sehverlust bei einer AMD
verantwortlich, stellen aber grof3e Diffusionsbarrieren zwischen Blut und RPE dar. Ein
wichtiger pathophysiologischer Faktor bei der Entwicklung einer trockenen AMD ist der



Verlust des RPE, was zu einer Atrophie der darber liegenden Photorezeptoren fiihren und
sich als geographische Atrophie manifestieren kann. Die betroffenen Areale werden als Hypo-
bzw. Hyperpigmentierung in der Netzhaut sichtbar. Wegen nur geringfligiger retinaler
Funktionseinschrankungen bleibt die friilhe AMD eher unbemerkt, jedoch ist der Ubergang in
eine visusbedrohende Spatform mdoglich. Das Risiko ist variabel und héngt unter anderem
vom Schweregrad der frihen AMD ab (Ambati et al., 2003, Dietzel et al., 2010, Strauss,
2005). Die prophylaktische Einnahme von Spurenelementen und Vitaminen soll das Risiko
eine Spatform zu entwickeln mindern (Finger, 2007), doch sind bisher weder der Ubergang in
eine Spatform, noch die trockene Form an sich einer Therapie zuganglich (Bird, 2010, Finger
et al., 2007).

Auch wenn die neovaskuldre Form nur 10-15 % aller AMD Falle ausmacht, ist sie in 90 % fur
die schweren Einschrdnkungen des Sehvermdgens im Zusammenhang mit einer AMD ver-
antwortlich. Zu diesen schweren Einschrankungen des Sehvermdgens kommt es meist
innerhalb von 2 Jahren nach Diagnosestellung. Das fuhrt neben funktionellen auch zu psychi-
schen Beeintrachtigungen und hat negative Auswirkungen auf die Fahigkeiten und Aktivi-
taten des taglichen Lebens (z. B. Lesen, Auto fahren), wodurch Unabhéangigkeit, Lebens-
qualitat und das seelische Wohlbefinden stark beeintrachtigt sind (Pauleikhoff et al., 2009). In
den Spétstadien ist die feuchte Form mit 60-70 % wiederum hdaufiger als die trockene AMD
(Gerding et al., 2012).

Bei der feuchten Form kommt es zur Ausbildung neuer BlutgefaRe aus der Aderhaut durch
die Bruch-Membran in den sub- und intraretinalen Raum. Dieses wird als choroidale Neovas-
kularisation (CNV) oder neovaskulare-AMD (NV-AMD) bezeichnet. Die wiederholte
Leckage von Blut, Serum und/oder Lipiden fuhrt zur Akkumulation der extrazelluldren
Flussigkeiten und somit zu einem Makuladdem oder Makulablutungen (Ambati et al., 2003,
Finger et al., 2007). Die Folge daraus sind Zelltod und oft bindegewebiger Umbau (Narben-
bildung) mit irreversiblem Sehverlust (Ambati et al., 2003, Dietzel et al., 2010). Diese struk-
turellen Veranderungen fiihren allgemein zu einem Rickgang der Grundfunktionen (Bonilha,
2008). Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gilt als der wichtigste Regulator der
Geféalentstehung in Krankheit und Gesundheit (s. u.) (Holmes und Zachary, 2005). Eine
wichtige Quelle fir VEGF in der Retina ist unter anderem das RPE (Klettner, 2013).



1.2 Das retinale Pigmentepithel

Pathophysiologische Veranderungen im Rahmen der AMD spielen sich vor allem auf Ebene
des retinalen Pigmentepithels ab (Schitt et al., 2008). Das RPE ist ein pigmentiertes,
einschichtiges Epithel aus polarisierten, hexagonalen Zellen zwischen den lichtsensitiven
PhotorezeptoraulRensegmenten (receptor outer segments, ROS) der Retina und den fenestrier-
ten Kapillaren der Aderhaut (Choroidea). Mit apikalen Mikrovilli umschlie3t das RPE die
AuRensegmente der Photorezeptoren und seine tief eingefaltete basolaterale Membran bildet
uber die Bruch-Membran die Interaktionsflache zum Blutstrom der fenestrierten Aderhaut.
Das RPE erfillt vielfaltige Funktionen und ist fir den Sehvorgang und die Homdostase der
neuronalen Retina unerlésslich. So ist es z. B. an der Aufbereitung des Sehpigmentes und der
Versorgung der Photorezeptoren mit N&hrstoffen beteiligt (Kevany und Palczewski, 2010,
Strauss, 2005). Das RPE dient dabei als Filter, Schutz und Barriere. Als Teil der Blut-Retina-
Schranke gewahrleistet es den Stoffaustausch zwischen Retina und Blut. Die
Transportfunktionen dienen sowohl der Erndhrung als auch dem Abtransport anfallender
Metabolite. Auch die Absorption von Licht und der Schutz vor schadigenden Radikalen
bilden einen essentiellen Teil der funktionellen Einheit.

Da sich das RPE als postmitotisches Epithel in der Regel nicht erneuert, kann die
jahrzehntelange Akkumulation schéadigender Molekile zu irreversiblen Beeintrachtigungen
fuhren. Ein Anstieg schadigender Radikale und Sinken der Schutzmechanismen bildet oft den
Einstieg fur die Ursachen der AMD (Gamulescu et al., 2009, Kevany und Palczewski, 2010,
Schitt et al.,, 2008, Strauss, 2005). Diverse mit dem Alter auftretende, strukturelle
Veranderungen des RPE werden im Rahmen einer AMD noch verschérft. Auch wenn diese
Verdnderungen bekannt sind, kénnen die Zusammenhange dieser Mechanismen bisher nicht
geklart werden. Sie fuhren insgesamt zu einer Steigerung des oxidativen Stresses und
allgemein zum Riickgang der Gesamtfunktion (Bonilha, 2008, Klettner, 2012).

Als sekretorisches Gewebe produziert das RPE Faktoren, die der Kommunikation und
Funktionsabstimmung mit angrenzenden Geweben dienen. Es bildet neuroprotektive
Wachstumsfaktoren sowie Faktoren zur Stabilisierung der choriokapillaren Gefalstruktur,
unter anderem VEGF (s.u.) Diese Faktoren erhalten im gesunden Auge die strukturelle
Integritat der Photorezeptoren und des Aderhautendothels. Allerdings kann sich die Sekretion
in pathologischen Prozessen &ndern und Neovaskularisationen auslésen (Klettner und Roider,
2012). Eine vermehrte Sekretion angiogener Faktoren v. a. VEGF (s. u.) wird als Versuch
gedeutet, den Nahrstoffmangel durch Gefalneubildung auszugleichen (Gamulescu et al.,
2009).



Eine Hauptaufgabe des RPE und unerlésslich fur den Sehvorgang, ist die einer zirkadianen
Rhythmik unterliegende Phagozytose von PhotorezeptorauRensegmenten (Karl et al., 2007,
Strauss, 2005).

1.3 Die Phagozytose

Die Funktion der Photorezeptoren erfordert die Balance von Proteinen, Lipiden und
Metaboliten. Eine Stérung dieser Balance flhrt zur Retinadegeneration. Um toxische Effekte
akummulierter photooxidativer Produkte zu vermeiden und vor allem um das Sehpigment zu
erneuern, geben Photorezeptoren taglich ca. 10 % ihres Volumens ab. Trotzdem behalten sie
stets eine ungefahr konstante Lange, indem AulRensegmente von der Basis her erzeugt und
gleichzeitig &ullere Segmente abgestof’en und vom RPE phagozytiert werden (Kevany und
Palczewski, 2010, Strauss, 2005). Phagozytose beschreibt die Aufnahme grolerer Partikel,
wobei sich heterophagische Vakuolen (Phagosomen, Heterophagosomen) bilden. Dazu gibt es
spezialisierte Zellen, wie z. B. Makrophagen, neutrophile Granulozyten oder RPE-Zellen. Der
Vorgang lauft wie folgt ab: Die phagozytierende Zelle bildet mit Hilfe des Aktin-Systems
Auslaufer (Pseudopodien, Lamellipodien), die das zu verdauende Objekt festhalten und
umfassen. Durch Einstilpung der Plasmamembran (Invagination) und anschlieRender
Membranfusion, wird der aufzunehmende Stoff in einer heterophagischen Vakuole ins
Zellinnere aufgenommen (Internalisation). Besonders effizient erfolgt die Phagozytose, wenn
Objekte aufgrund bestimmter Oberflaichenmolekiile von Rezeptoren der Fresszelle erkannt
und gebunden werden konnen. Diese Markierung der Oberflache wird als Opsonisation
bezeichnet. Bilden Antikorper diese Markierung, werden sie mittels eines Fc-Rezeptors
(fragment crystallizable) an der Oberflache der phagozytierenden Zelle gebunden.
Antikorper-unabhéngige Opsonine haben denselben Effekt. Das Phagosom fusioniert letztlich
mit Lysosomen und wird so zum Phagolysosom. Lysosomen enthalten tber 40 verschiedene
Enzyme durch die Makromolekiile gespalten werden. Freigesetzte Bausteine verlassen das
Lysosom und werden wieder verwertet (,,Recycling), unverdauliche Stoffe verbleiben als
Residualkorper (Telolysosomen) (Lullmann-Rauch, 2003).

Bestimmte Komponenten der Plasmamembran der Photorezeptorauflensegmente (z. B. Phos-
pholipide oder bestimmte Aminogruppen) und deren Anordnung innerhalb der Membran
scheinen als Phagozytose-auslosendes Signal bei den RPE-Zellen zu dienen, so dass vermutet
wird, dass das RPE die AulRensegmente der Rezeptoren (ROS) nach ahnlichen Mechanismen
erkennt wie professionelle Fresszellen. Haben Makrophagen ihr Substrat erkannt, erfolgt die

Bindung meist Rezeptor-vermittelt. Auch fir die Bindung von ROS an das RPE wurden



erforderliche Rezeptoren nachgewiesen (Kevany und Palczewski, 2010). Zu nennen wéren da
Mertk, ein Tyrosin-Kinase-Rezeptor, Mannoserezeptoren, Integrine oder Vitronektinrezepto-
ren wie avp3 und avp5, und der Membranrezeptor CD36, wobei das Substrat nicht direkt,
sondern Uber Liganden gebunden wird (Carr et al, 2009, Greaton et al., 2003, Kevany und
Palczewski, 2010, Zhao et al., 1999). Erkennen und Binden stellen die ersten Schritte dar,
doch reicht die Bindung von ROS allein nicht aus, um die Phagozytose zu stimulieren.
Versuche an Ratten, die eine Atrophie der RPE-Zellen und der Photorezeptoren aufwiesen,
zeigten, dass ROS zwar gebunden, jedoch nicht aufgenommen werden konnten. Wie sich
heraus stellte, fehlte den Ratten der Tyrosin-Kinase-Rezeptor Mertk. Gleichzeitig waren die
RPE-Zellen jedoch mit unspezifischen Partikeln gefullt, so dass mindestens zwei Phago-
zytosewege zu bestehen scheinen. (Kevany und Palczewski, 2010). Da die Rezeptoren die
AuBRensegmente nicht selber in das RPE befoérdern, scheinen sie an einem Signalweg beteiligt
zu sein, der fir die Internalisierung der AuRensegmente erforderlich ist. Sowohl die Ausbil-
dung von Pseudopodien (s.o0.) als auch die Fusion der zur Vakuole verschmelzenden
Membranen weist bezlglich der Motorproteine und der beteiligten Bindungsproteine Unter-
schiede auf. Da RPE-Zellen polarisiert und fixiert sind, erfolgt die Phagozytose immer an
ihrer apikalen, den Photorezeptoren zugewandten, Membran. Internalisierte Phagosomen
wandern somit von apikal nach basal und werden schlie8lich zum Phagolysosom (Kevany
und Palczewski, 2010).

1.4 Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), eine Familie von Wachstumsfaktoren, umfasst
sieben Mitglieder (VEGF-A - F und Placenta Growth Factor (PIGF)), wobei VEGF-A der am
besten untersuchte Faktor, in der Literatur synonym als VEGF bezeichnet wird (Otrock et al.,
2007).

Durch alternatives Spleif3en derselben messenger-RNA (mMRNA) oder proteolytische Spaltung
im Gewebe entstehen verschiedene VEGF Isoformen (Keyt et al.,, 1996, Robinson et al.,
2006). Diese unterscheiden sich nicht nur in ihren chemischen Eigenschaften wie Loslichkeit
und Molekulargewicht, sondern auch in ihrer Rezeptorspezifitdt und biologischen Aktivitat
(Ziemssen et al., 2008). Benannt werden sie nach der Anzahl ihrer Aminosauren (Ishida et al.,
2003, Klettner und Roider, 2009). Alle Isoformen weisen eine VEGF-Rezeptorbindungs-
doméne auf, alle Isoformen bis auf VEGFi,; zusétzlich eine Heparinbindungsdoméne
(Bhisitkul, 2006, Holmes und Zachary, 2005). VEGFs5 scheint die hdufigste Isoform in der
Retina zu sein aber auch VEGFi2; kommt vor (Saint-Geniez et al., 2006). Die Isoformen



VEGFg3 und VEGFg9 sind ebenfalls nachweisbar, ihre Funktion und Signifikanz ist jedoch
bisher nicht weiter bekannt (Klettner, 2013). In jungster Zeit wurde entdeckt, dass es durch
weiteres SpleiBen an einem andern Genort zum Austausch einer Aminosdure kommt,
wodurch weitere Isoformen entstehen, die durch ,b*“ (z. B. VEGFi21p) gekennzeichnet
werden. Diesen Isoformen werden als anti-angiogene-lsoformen beschrieben (Klettner, 2013,
Nowak et al., 2008).

Bis heute stellt VEGF das potenteste pro-angiogene Protein dar (Otrock et al., 2007) und ist
der wichtigste Regulator der GefaRentstehung in Gesundheit und in Krankheit (Holmes und
Zachery, 2005). Essentiell im Verlauf der Embryogenese, wiirde das Fehlen nur eines Allels
aufgrund vaskulérer Defekte und kardiovaskularer Abnormitaten den Tod bedeuten (Ambati
et al., 2003, Carmeliet et al., 1996, Ferrara et al., 1996). Im adulten Organismus spielt er
physiologisch im Rahmen des weiblichen Zyklus, einer Schwangerschaft und der
Wundheilung eine Rolle, ist aber auch an pathologischen Prozessen wie Tumorentstehung
und anderen mit Neovaskularisation assoziierten Erkrankungen (z.B. diabetischer
Retinopathie, rheumatoider Arthritis und AMD) beteiligt (Bhisitkul, 2006). In der Retina wird
VEGF u. a. vom RPE gebildet und ist ein Uberlebensfaktor fiir vaskulare Endothelzellen
(Ambati et al., 2003, Ferrara et al., 2006). Es spielt eine wichtige Rolle in der physiologischen
Vaskularisierung der Retina (Bhisitkul, 2006), hat neuroprotektive und autokrine Wirkungen
auf das RPE (Byeon et al., 2010, Zachary, 2005) und ist wichtig fur die Fenestrierung der
Kapillaren der Aderhaut (Klettner, 2013, Peters et al., 2007). Im gesunden Auge wird so die
strukturelle Integritat der Photorezeptoren und Endothelien der Choriokapillaris erhalten.

Die VEGF-Expresssion in der Retina wird durch verschiedene Stimuli z. B oxidativen Stress
oder Hypoxie hochreguliert, wobei sich die physiologische und pathologische Sekretion in
ihrer Regulation unterscheiden. Die Regulierung ist komplex, eine Vielzahl von Signalmole-
kilen ist involviert, und hangt auf3er vom Stimulus auch vom Zelltyp ab (Klettner et al., 2009,
Klettner und Roider, 2012). Beeinflusst werden mehrere Komponenten der Angiogenese, wie
Proliferation, Uberleben und Migration, sowie die Hyperpermeabilitat der GefaRe (Ambati et
al., 2003).

VEGF vermittelt seine Signale tber zwei VEGF-Rezeptoren (VEGFR-1 und 2), beides Tyro-
sinkinase-Rezeptoren, sowie Korezeptoren, Neuropilin- (NP-) 1 und 2, die keine Tyrosin-
kinase-Rezeptoren sind. VEGFR-1 weist die starkste Bindungsaffinitdt auf. Ihm werden
sowohl pro- als auch antiangiogene Effekte nachgesagt, (Bhisitkul, 2006, Shibuya, 2001)
doch generell gilt VEGFR-2 als Hauptvermittler mitogener, angiogener und permeabilitats-
verandernder Effekte von VEGF (Ferrara et al., 2006). Korezeptoren scheinen die Bindung



von VEGF an seinen Rezeptor zu erleichtern und die vermittelte Signaltransduktion zu
verstarken (Ferrara et al., 2006, Holmes und Zachery, 2005, Klettner et al., 2009). NPs
erfullen aber auch VEGFR-unabhéngige Funktionen, sind ebenfalls essentiell fur die Angio-
genese und scheinen demnach nicht nur Korezeptoren zu sein (Zachary, 2005). Als Dimer hat
VEGF zwei Bindungsstellen fur Rezeptoren. Bei Besetzung dieser beider Bindungsstellen
wird eine Signaltransduktionskaskade ausgeltst, nachdem sich die Rezeptoren gegenseitig
phosphorylieren. Am Ende dieser Kaskade steht die Proliferation und Migration von
Endothelzellen (Klettner et al.,, 2009). Seine Eigenschaften machen VEGF zu einem
attraktiven Ziel anti-angiogener Therapie (Ambati et al., 2003).

1.5 Therapie

In der Vergangenheit standen zur Behandlung der feuchten AMD nur thermische Laser-
koagulation, photodynamische Therapie (PDT) und chirurgische Verfahren zur Verfugung,
die im besten Fall weiteren Sehverlust verhindern konnten (Finger et al., 2007). Heute sind
die PDT und chirurgische MalRnahmen als Alternativbehandlungen in Einzelfallen anzusehen.
Entwickelt fir die Krebstherapie (Ferrara, 2010) revolutionierte der Einsatz von VEGF-
Inhibitoren die Therapie von Augenerkrankungen, wie AMD, diabetisches Makuladdem und
retinale Venenverschlisse. Mittlerweile werden VEGF-Inhibitoren auch bei Friihgeborenen-
retinopathien oder Retinopathien anderer Ursache angewendet (Klettner, 2013). Fir die
Behandlung der AMD gilt ihre intravitreale Anwendung inzwischen als Goldstandard.
Experten pladieren heute fir eine individualisierte und bedarfsorientierte Therapie. Patienten
sollten engmaschig tberwacht und im Falle erneuter Aktivitat der Krankheit, zeitnah weiter
behandelt werden. Durch eine friihzeitige Behandlung sollte eine trockene Netzthaut (no fluid
toleranz) angestrebt werden, da die wiederholte Zu- und Abnahme der Netzhautdicke,
Schaden hervorrufen wirde. Ziel ist es mit moglichst wenigen Injektionen einen moglichst
guten Visus zu erhalten (Gerding et al., 2012).

Die durch VEGF induzierte Angiogenese kann auf unterschiedliche Arten gestoppt werden.
So kann die Ausschittung von VEGF selbst unterbunden, die Bindung an den Rezeptor
verhindert oder die Weiterleitung des Signals durch den Rezeptor vermieden werden. Die
derzeitig klinisch angewendeten Medikamente binden alle direkt an VEGF und verhindern so
eine Rezeptoraktivierung (Klettner et al., 2009).

Der erste VEGF-Antagonist der in der Augenheilkunde eingesetzt wurde, war Bevacizumab
(Avastin®, Roche), welches 2004 fir die Krebstherapie zugelassen wurde. Bevacizumab ist

ein humanisierter, monoklonaler Vollantikorper, der alle Isoformen von VEGF bindet. Eine



Bindung verhindert durch sterische Inhibition wiederum die Bindung an den Rezeptor, so dass
keine Signaltransduktion ausgeldst wird, die eine Neovaskularisation einleiten konnte (Muller
et al., 1998). Bevacizumab findet in Kombination mit einer Chemotherapie systemisch bei der
Behandlung des kolorektalen Karzinoms, des Mammakarzinoms, bestimmten Formen des
Bronchialkarzinoms, des  Nierenzellkarzinoms, des Eierstock-, Eileiter-  oder
Bauchfellkarzinoms, des Glioblastoms und des Gebarmutterhalskarzinoms Anwendung und
ist arzneimittelrechtlich in Deutschland nicht fir die Behandlung der AMD zugelassen
(National Cancer Institute, 2014).

Bereits 2005 erschienen erste Verdffentlichungen tber die Anwendung Bevacizumabs bei der
AMD, und fur viele Retinaspezialisten stellt Bevacizumab derzeit als zulassungsfreie (,,off
label*) Therapie die ,first-line-Therapie” dar (Ip et al., 2008). Bevacizumab ist weltweit
wahrscheinlich das meistgenutzte Medikament in der AMD-Behandlung aufgrund der
niedrigeren Kosten im Vergleich zu den Kosten daflr zugelassener Produkte (Patel et al.,
2008). Nach vorliegenden Fallberichten ist Bevacizumab gut vertréglich und hat, ahnlich dem
zugelassenen Ranibizumab (s. u.), ein geringes Nebenwirkungsprofil (Ciulla und Rosenfeld,
2009, Ladas et al.,, 2009). Neuste Erkenntnisse liefert die vierarmige Studie CATT
(Comparison of Age-Related Macular Degeneration Treatments Trials), bei der Patienten
monatlich oder bei Bedarf jeweils Ranibizumab bzw. eine off-label-Therapie mit
Bevacizumab erhielten. Es zeigten sich exzellente, &quivalente Effekte beziglich der
Sehscharfe und keine signifikanten Unterschiede bezuglich Tod, arterieller thromboembo-
lischer oder vendser thrombotischer Ereignisse. Allerdings traten in der Gruppe der mit Beva-
cizumab behandelten Patienten schwere systemische unerwinschte Nebenwirkungen ver-
mehrt auf (CATT Research Group, 2011).

Das erste in Deutschland zur Behandlung der AMD zugelassene Medikament im Rahmen
einer Anti-VEGF-Therapie war 2006 Pegaptanib (Macugen®, Pfizer), ein synthetisch
hergestelltes Oligonukleotid Aptamer und RNA-&hnliches Molekul, spezifisch fir VEGFgs,
dem die pathologischen Veranderungen bei der AMD zugeschrieben wurden (Bhisitkul, 2006,
Spitzer et al., 2007). Pegaptanib wurde aufgrund einer geringeren Wirksamkeit im Vergleich
mit den anderen VEGF-Antagonisten weitestgehend verdrangt (Klettner et al., 2009) und wird
hier lediglich aus historischen Griinden erwahnt.

Ranibizumab (Lucentis®, Novartis) ist nach Pegaptanib das zweite zur Behandlung der AMD
zugelassene Medikament und seit 2007 auf dem deutschen Markt. Ranibizumab ist ein
rekombinantes monoklonales Antikorperfragment (Fab-Fragment) mit hoher Bindungs-
affinitat fir alle Isoformen von VEGF. Es wurde aus dem gleichen murinen Antikorper



entwickelt wie Bevacizumab und weist im Vergleich zu Bevacizumab eine vielfach verstérkte
Bindungsaffinitat zu VEGF auf (Klettner und Roider, 2009). Man entwickelte das mit 48 kDa
deutlich kleinere Fab-Fragment, nachdem erste Studien darauf hinwiesen, dass Bevacizumab,
ein Vollantikdrper mit 148 kDa die Netzhaut nicht penetrieren kdnne (Mordenti et al., 1999).
Heiduschka et al. (2007) widerlegten diese Aussage allerdings. Bevacizumab durchdrang die
Retina nach intravitrealer Injektion bei Affen. Ranibizumab wirkt wie Bevacizumab ebenfalls
Uber sterische Inhibition (Ferrara et al., 2006). Ranibizumab verhindert den Sehverlust und bei
ca. 25 % der Patienten kommt es zu einer Verbesserung der Sehstérke (Rosenfeld et al., 2006,
Ip et al., 2008). Da Bevacizumab und Ranibizumab aus demselben Antikdrper entwickelt
wurden, ist eine dhnliche Wirksamkeit naheliegend. Sie unterscheiden sich auller in ihrer
molekularen Masse und der Tatsache, dass Ranibizumab keinen Fc-Teil tragt, in 6
Aminosauren. Zusétzlich wurde Bevacizumab in eukaryoten Zelllinien produziert und trégt
Zuckerreste, wéhrend Ranibizumab in prokaryoten E-coli Zellen gebildet wurde und keine
Zuckerreste tragt (Klettner et al., 2009).

Seit 2013 ist Aflibercept (Eylea®, Bayer Health Care) zur Behandlung der AMD zugelassen.
Aflibercept ist ein humanes, rekombinantes Fusionsprotein von 115 kDa, welches sich aus der
zweiten Ig-Bindungsdomane des humanen VEGFR-1 und der dritten Ig-Bindungsdomane des
VEGFR-2 sowie dem Fc-Teil des humanen 1gG1l zusammensetzt. Als l6slicher Rezeptor
bindet es VEGF und PIGF (Julien et al., 2014, Klettner und Roider, 2009). Bei der Durch-
fihrung der Studie, die dieser Doktorarbeit zugrunde liegt, war Aflibercept noch nicht
verfugbar.

Klettner et al. zeigten in in-vitro Versuchen, dass sich Bevazicumab und Ranibizumab in
klinischen Konzentrationen nicht in ihrer Wirksamkeit unterscheiden. Beide neutralisierten
VEGF komplett fir 6 Stunden und signifikant bis zu 16 Stunden. In verdinnter Anwendung
zeigte sich Ranibizumab dabei effektiver als Bevazicumab. Interessant war, dass in Zellkul-
turen, nach Zugabe von Bevacizumab und Ranibizumab, Bevacizumab im Gegensatz zu
Ranibizumab von den Zellen aufgenommen wurde und dort fur den Beobachtungszeitraum
von einer Woche nachweisbar war (Klettner et al., 2009, Klettner und Roider, 2008). Diese
Beobachtungen lieR die Frage nach moglichen Wirkungen der VEGF-Antagonisten auf die

Funktion der RPE-Zellen aufkommen.
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1.6 Fragestellung

Pathophysiologische Veranderungen im Rahmen der AMD spielen sich vor allem auf Ebene
des RPE ab. RPE und Photorezeptoren der neuronalen Retina bilden eine funktionelle Einheit
im Sehprozess (Bhutto und Lutty, 2012, Schiitt et al., 2008). Die Phagozytose von ROS gilt
als eine Hauptaufgabe des RPE (Schraermeyer et al., 1997). Derzeitig stellt die Therapie mit
VEGF-Antagonisten fur die Behandlung der AMD den Goldstandard dar. Angewendet
werden das fir die Behandlung der AMD zugelassenen Ranibizumab sowie off-label,
Bevazicumab, aulRerdem seit 2013 Aflibercept. Klettner et al. wiesen 2009 nach, dass sich
Bevazicumab, im Gegensatz zu Ranibizumab, in den Zellen anreichert, was zu der Frage
fuhrte, in wieweit VEGF-Antagonisten gegebenenfalls Einfluss auf die Phagozytosefahigkeit
der Zellen haben.

Um die Phagozytoseaktivitdt des RPE zu untersuchen, wurden bisher unterschiedliche
Methoden angewandt. Zu nennen sind z. B. die Elektronenmikroskopie (Essner et al., 1978),
die Durchflusszytometrie (Miceli und Newsome, 1994) und die Fluoressenzmikroskopie
(McLaren, 1996). Die Aufnahme von Latexkigelchen oder fluoressenzmarkierter
PhotorezeptoraulRensegmente (Carr et al., 2009, Seyfried-Williams und McLaughlin, 1983) ist
ebenso erforscht, wie die Markierung von Latexklgelchen mit diversen Substanzen (z.B.
Fucose, Mannose, Fibronektin, Kollagen) (Seyfried-Williams und McLaughlin, 1983, Zhao et
al., 1999), doch keine diese Substanzen, mit Ausnahme von ROS, stellt das natiirliche
Substrat der Phagozytose dar. Hinzu kommt, dass die Markierung von ROS mit fluo-
reszierenden Farbstoffen wie Oregon Green, FITC oder SNAFL-2 (Karl et al., 2007,
McLaren, 1996) kostenintensiv ist und fur die Auswertung der mikroskopischen Bilder eine
spezifische Software bendtigt wird. Ziel dieser Arbeit war es, eine einfache und
kostengunstige Methode zu entwickeln, um die Phagozytoseeigenschaften des RPE zu beur-
teilen und mit Hilfe dieser Methode die Auswirkungen der VEGF-Antagonisten Bevacizumab
und Ranibizumab auf die Phagozytose zu untersuchen. So wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
Verfahren etabliert, das bereits bekannte Methoden miteinander kombiniert (Papermaster und
Dreyer, 1974, Schraermeyer et al., 1997, Steinberg und Grinstein, 2007, Steinberg und
Grinstein, 2009) und folgende Fragestellung bearbeitet:

1. Wie l&sst sich die Phagozytoseféhigkeit von RPE-Zellen einfach, schnell und
kostenguinstig quantifizieren und
2. Wirken sich unterschiedliche VEGF-Antagonisten bzw. ihre intrazelluldre

Anreicherung auf die Phagozytoseféhigkeit von RPE-Zellen aus?



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate & Software

Die verwendeten Gerate finden sich in Tabelle 1 und die verwendete Software in Tabelle 2

wieder.

Tabelle 1: Verwendete Geréate

Bezeichnung

Firma

Abzug Antair BS

A. Sternkopf GmbH, Liibeck

Abzug Systemlabor

Kottermann GmbH & Co. KG, Uetze/ Hanigsen

Axioskop

Carl Zeiss AG, Jena

Brutschrank

Labotect, Goéttingen

Fluoreszenzfilter A 13 N2.1

Leica Camera AG, Wetzlar

Fluoreszenzmikroskop

Leica Camera AG, Wetzlar

Kanle Microlance ™

Becton Dickinson

Magnetrihrer

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Mikroskop LSM510UV

Carl Zeiss AG, Jena

Objektiv

Leica Fluotar PL 40x 0,7 Luft und 10x 1,3 Ol

Objekttrager 21 x 26 mm
und Deckgléser

Menzel GmbH, Braunschweig

Photometer Genesys 10 Bio

Thermo Electron Corporation, Langenselbold

Pinzette BD 314

Aesculap AG, Tuttlingen

Pipetten Research®

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Saugpumpen Vacusafe
comfort

Integra Biosciences AG, Schweiz, Zizers

Schere 545A

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen
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Schittler Rocking platform

VWR, USA, Pennsylvania, Radnor

Skalpell Rasierklinge T585

Plano GmbH, Wetzlar

Stromversorgungsgerat
Electrophoresis-power-

supply

Consort nv, Belgien, Turnhout

Vortexer Genie 2

Scientific Industries, USA, New York

Waage

Kern& Sohn GmbH, Balingen

Zellkulturschalen Nunclon™

ASurface

Nunc A/S, Danemark, Roskilde

Zellkulturplatten
(12-Kammern)

Biochrom GmbH, Berlin

Zentrifuge Sorvall ST40

Thermo Fisher Scientific, Dreieich

Zentrifuge Centrifuge 5414

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Heraeus Frescol7

Thermo Electron Corporation, Erlangen

Zentrifugenrohrchen

Falcon-Rohrchen Centrifuge Tubes, VWR, USA, Radnor,
Pennsylvania, USA

Tabelle 2: Software

Bezeichnung Firma
Axiovision Carl Zeiss
analySIS Kamera Software fir CC-12, Olympus Image Analysis

Software, Japan, Tokyo

MS Excel 2007

Microsoft, USA, Washington, Redmond

SigmaPlot™ Software

Systat Software GmbH, Erkrath
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Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 3 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung

Firma

Aceton Ensure ™

Merck KGaA, Darmstadt

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

DMSO, Dimethylsulfoxid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

EDTA,
Ethylendiamintetraessigsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Essigséure 100 % (C,H40,)

Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol 99 %

Bifa Chemikalien GmbH & Co. KG, Hude

Glycin, Glycerin 87 %

Merck KGaA, Darmstadt

HEPES, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonséure

PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumchlorid (KCL)

Merck KGaA, Darmstadt

Kalilauge 10 % (KOH)

Walter GmbH & Co. KG, Kiel

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Merck KGaA, Darmstadt

Methanol

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumazid (NaN3)

Sigma-Aldrich Chemikalien GmbH, Deisenhofen

Natriumbicarbonat (NaHCO3)

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt

Natrium Pyruvat

PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching

PBS, Phosphatgepufferte Salzlosung

PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching

PFA, Paraformaldehyd

Merck KGaA, Darmstadt

Salzsaure 25 % (HCL)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

TRIS,

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
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Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tween 20

Merck KGaA, Darmstadt

2.1.3 Sonstige Materialien

Es wurden in der Arbeit die in Tabelle 4 dargestellten sonstigen Materialen verwendet.

Tabelle 4: Sonstige verwendete Materialien

Bezeichnung

Firma

Alexa 555 markierte Antikdrper gegen
humanes Immunglobulin G

Invitrogen, Karlsruhe

Agua bidest., Ampuwa® Spullésung

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg

Betaisodona®

Mundipharma GmbH , Limburg

Bevacizumab, Avastin®

Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-
Wyhlen

BioRad- Farbeldsung

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

BSA, bovine serum albumin,
Rinderserumalbumin

Fluka Chemie AG, Schweiz, Buchs

Collagen A

Biochrom GmbH, Berlin

DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium-High Glucose

PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching

FITC-markierte Latexkiigelchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Hoechst-Farbstoff

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

MabThera, Rituximab®

Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen

Mannan

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Nagellack

Handelsublicher durchsichtiger Nagellack

Penicillin/Streptomycin (Pe/St)

PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching

Ranibizumab, Lucentis®

Novartis Pharma GmbH, Nirnberg

SlowFade Gold, Eindeckmedium

Invitrogen, Eugene, USA, Oregon
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Sucrose, Saccharose Merck KGaA, Darmstadt

Schweineserum, Porcine Serum PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching
Trypsin PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching
Trypsin-EDTA Solution (10x) PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching

2.1.4 Puffer und Lésungen

Es wurden in der Arbeit die in Tabelle 5 aufgefiihrten Puffer und Losungen verwendet.

Tabelle 5: Puffer und Lésungen

Name Zusammensetzung
Blockierungslosung TBS + 0,1 % BSA + 0,2 % Glycin
Homogenisierungspuffer 34 % Sucrose + 65 mM NaCl + 2mM MgCl, + 5mM
HEPES
PBS-Azid 0,1 % Natriumazid in PBS
10xPBS 80 g NaCl + 2 g KCI + 14,4 g Na;HPO,4 +
2,4 g KH,PO,
PFA-Stammldsung 18,5 %, 0,975 g PFA + 4,8 ml Aqua dest. + 17,5 pl 2M KOH
PFA 2,5 % 18,5 % PFA in PBS (1:7,4)
TBS 100 mM Tris in 150 mM NacCl
TTBS 0,1 % Tween in TBS
10xTBS 1 M Tris, 1,5 M NaCl in Aqua dest.
Trypsin A 0,25 % Trypsin in PBS, steril filtriert
Trypsin-EDTA 0,05 % Trypsin + 0,1 % EDTA in PBS, steril filtriert
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von RPE-Zellen aus Schweineaugen

Gekdhlte Schweineaugen wurden von einem lokalen Schlachthof bezogen. Die Augen wurden
von extraokuldrem Gewebe wie Fett und Muskeln befreit, 5-10 Min. in Betaisodonalésung
(1:3 mit NaCl) auf Eis gegeben und anschlieBend maximal 75 Min. in steriles NaCl auf Eis
gelegt. Nun wurden die Bulbi aufgeschnitten und der vordere Augenabschnitt mit Kornea und
Linse sowie der Glaskorper entfernt. Die so entstandenen Augenbecher wurden mit warmen
PBS gefullt und die Retina sofort vorsichtig abgelost. Die Netzhdute wurden fir die
Gewinnung der Photorezeptoraufiensegmente verwendet (s.u.). PBS wurde abgesaugt,
Trypsin in den Augenbecher gegeben und 5-10 Min. bei 37 °C inkubiert. Nach Abnahme des
Trypsins wurde Trypsin-EDTA auf die Augen gegeben und 45 Min. bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss daran wurden die RPE-Zellen vorsichtig mit einer Eppendorfpipette abgespult und
in ein 50 ml Falkon mit ca. 20 ml Zellkulturmediumedium gegeben. Die Zellen wurden 7
Min. bei 800 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Nach weiteren 7 Min. Zentri-
fugation wurden die Zellen in 6 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Material von 4-6 Augen
wurde in eine (60 mm) Petrischale mit 3 ml Medium gegeben und die Schalen im
Wérmeschrank bei 37 °C kultiviert.

2.2.2 VVermehren von Zellen

Nach Absaugen des Zelliiberstandes wurden die Zellen einer 60 mm Petrischale mit 1 ml
warmem PBS gewaschen, 1 ml Trypsin-EDTA hinzugegeben und 5-10 Min. bei 37 °C
inkubiert. Nach Abldsen der Zellen durch Trypsin-EDTA wurde die Reaktion durch Zugabe
von 2 ml Zellkulturmedium gestoppt. Zellen und Flassigkeit wurden fiir 5 Min bei 900 rpm
zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstandes wurden die Pellets in 3 ml Medium
resuspendiert. Dann wurden die Zellen auf kollagenbeschichteten Deckgldschen kultiviert. 12-
Kammer-Zellkulturplatten, die kollagenbeschichtete Deckgléschen enthielten, wurden mit je
250 pul Medium/Kammer befillt. Darauf wiederum wurden jeweils 250 pl/Kammer der
Zellsuspension gegeben und bei 37 °C kultiviert. Fir die Experimente wurden ausschlief3lich
Zellen der Passage 2 genutzt, um eine geringe Dedifferenzierung der verwendeten RPE-
Zellen zu gewahrleisten (Wiencke et al, 2003). Die Morphologie der Zellen wurde lichtmikro-

skopisch Uberpruft.
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2.2.3 Collagenbeschichtung (Collagen A)

Fur die Beschichtung der Deckgléschen einer 12-Kammer-Zellkulturplatte, wurde Collagen A
im Verhéltnis 1:1 mit PBS gemischt und je 0,5 ml dieses Gemisches auf die Deckgléschen
gegeben. Nach 30 Minuten bei 37 °C wurde mit PBS gewaschen.

2.2.4 Gewinnung von Photorezeptorauf3ensegmenten

Fur die Gewinnung von ROS wurden 12 Netzhéute frisch geschlachteter Schweine in 1 ml
Homogenisierungspuffer pro Retina aufgenommen und in einem Falkon ca. 2 Minuten kraftig
geschuttelt. Durch diese Behandlung brechen die AuRensegmente ab und verbleiben durch
den Zuckergehalt des Puffers im Uberstand. Nach einmaliger Zentrifugation (5 Min.,
3800 rpm) wurde der Uberstand gewonnen, mit zwei Volumina 10 mM HEPES (ca. 25 ml)
verdunnt und erneut 5 Min. zentrifugiert. Die nun als Pellet vorliegenden Photorezeptoraul3en-
segmente wurden in einem definierten Volumen 10 mM HEPES (5 ml) aufgenommen und
durch wiederholtes Aufziehen in einer 20-Gauge Kaniile zerkleinert. So gewonnene Photore-
zeptoraulRensegmentfragmente wurden bei -80 °C verwahrt und letztlich zur Opsonierung

FITC-markierter Latexkiigelchen verwendet.

2.2.5 Proteinbestimmung

Bei dieser Methode handelt es sich um das Bestimmungsverfahren nach Bradford (1976). Das
Prinzip dieses Testes ist, die Bindung zwischen einem Farbstoff und Proteinen nachzuweisen,
die bevorzugt an den basischen und aromatischen Aminosauren der Proteine stattfindet. In
einem sauren Milieu wird dadurch eine Verschiebung des Absorptionsmaximums des
Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm hervorgerufen, und photometrisch ermittelt.

Die Proteinbestimmung wurde in 1 ml einer 1:5 verdunnten BioRad-Férbel6sung durch-
geflhrt, der 20 pl der 1:50 verdinnten Probe zugesetzt wurde. Die Lésung wurde kurz
gevortext und fir mindestens 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Extinktion
der Probe wurde anschlieBend bei einer Wellenlinge von A = 595 nm photometrisch
gemessen. Destilliertes Wasser in BioRad-Farbelosung dient als Leerwert. Die

Proteinkonzentration wird tber eine Kalibriergerade, mit BSA als Standardprotein, bestimmt.
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2.2.6 VVorversuche

Zunéchst wurden die optimalen experimentellen Bedingungen fiir die Phagozytose der

Latexkiligelchen in Vorversuchen bestimmt.

2.2.6.1 Opsonierung von Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-markierten Latexkiigelchen

Zu je 10 pl Latexkiigelchen wurden:

a) 100 pl Aqua bidest.

b) 100 pl 1 % BSA und 0,05 % Tween

c) 10 pul ROS und 100 pl Aqua bidest. , sowie

d) 10 pul ROS, 100 ul 1 % BSA und 0,05 % Tween gegeben.

AnschlieRend wurden diese vier verschiedenen Suspensionen eine Stunde bei RT geschittelt,
ca. 1 Min. mit einer Tischzentrifuge zentrifugiert und zweimal mit 100 pul NaCl gewaschen.
Mit 50 pl der jeweiligen Suspension wurden Zellen einer 12-Kammer-Zellkulturplatte
1 Stunde bzw. 4 Stunden stimuliert und anschlieBend wie unten beschrieben fixiert.

Da sich die Behandlung der Latexkiigelchen mit ROS als geeignet erwies, wurde in weiteren
Vorversuchen die Behandlung der Latexkiigelchen mit den ROS optimiert. Zunachst wurden
10 pl Latexkugelchen, 10 pl ROS und 100 pl. Aqua bidest. in ein Eppendorf-Réhrchen
gegeben, eine Stunde bei RT geschuttelt und anschlieBend zweimal mit 100 pl NaCl
gewaschen. Nun erfolgte eine Resuspendierung in 50 bzw. 100 pl NaCl und in 50 bzw. 100 pl
Medium. Zellen einer 12-Kammer-Zellkulturplatte wurden mit je 50 ul der vier verschiedenen
Suspensionen versehen und vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden wie unten
beschrieben fixiert.

Als am besten geeignete Behandlung der Latexkugelchen erwies sich die folgende, die im
Verlauf fiir die weiteren Experimente angewandt wurde: Um FITC-markierte Latexkligelchen
mit ROS zu markieren, wurden 100 pul ROS mit 70 pl Kigelchen und 1000 pl Aqua bidest. 1
h bei RT leicht geschiittelt. AnschlieBend wurden die Kigelchen zweimal mit steriler,

physiologischer (0,9 %) Kochsalzlosung gewaschen und in 1000 ul NaCl resuspendiert.

2.2.6.2 Phagozytoseassay

FITC-markierte Latexkigelchen wurden wie oben beschrieben mit ROS opsoniert und je
100 pl /Kammer auf RPE-Zellen der 2. Passage einer 12-Kammer-Zellkulturplatte gegeben.
Die Zellen wurden 30 Minuten, 1 h, 2 h, 4 h und 6 h inkubiert und nach 6 h durch Zugabe von
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PBS-Azid abgetttet. Sie wurden 3 x mit PBS gewaschen, 10 Min. bei RT in 25 %
Paraformaldehyd (PFA) fixiert, erneut mit PBS gewaschen, mit Aceton-Ethanol fiir 10 Min.
bei -20 °C permeabilisiert und wieder 2 x 5 Min. mit TBS gewaschen. Zur Anfarbung der
Kerne wurde Hoechst-Farbstoff (300 pl/ Kammer) flr eine Stunde bei 37 °C hinzugegeben.
Nach 1 Stunde wurde 2 x 5 Min. mit TTBS und 3 x 10 Min. mit TBS gewaschen.

Um die Phagozytose opsonierter und nicht opsonierter Latexkigelchen vergleichen zu
konnen, wurden einerseits wie beschrieben, FITC-markierte Latexkiigelchen mit ROS opso-
niert und ein zweiter Ansatz ohne Zugabe von ROS hergestellt. Auch der zweite Ansatz
wurde eine Stunde bei RT geschuttelt, zweimal mit 1 ml physiologischer Kochsalzlésung
gewaschen und in 1000 pl NaCl resuspendiert. Nun wurden Zellen einer 12-Kammer-
Zellkulturplatte zur Halfte mit der ersten und zur anderen Halfte mit der zweiten Suspension
fur 30 Min., 1 h, 2 h, 4 h und 6 h behandelt. Nach 6 h wurden die Zellen wie oben beschrieben
gewaschen. Nun wurden die die Zellen tragenden Deckglaschen mit Slow Fade Mounting
Medium (Invitrogen) auf Objekttrager gebracht und nach einer Nacht bei RT mit

handelstblichem Nagellack versiegelt.

2.2.7 Hauptversuche

2.2.7.1 Mannan

Zelloberflachenrezeptoren, die Glykoproteine durch Mannosereste erkennen, sind flr
Makrophagen beschrieben und scheinen Pino- und Phagozytose zu vermitteln. Auch auf den
apikalen Membranen des RPE bei Ratten wurden Mannosespezifische Rezeptoren entdeckt
(Tarnowski et al., 1988, Boyle et al., 1991). Das Transkript des Makrophagen-Mannose-
rezeptors wurde in Ratten-, Schweine- und humanen RPE-Zellen nachgewiesen und wird mit
der Phagozytose von ROS in Verbindung gebracht (Greaton et al, 2003). Mannan gilt als
kompetetiver Inhibitor der Ligandenaufnahme.

Um zu untersuchen, ob Mannan einen Einfluss auf das Phagozytoseverhalten bei Schweine-
RPE hat, wurde eine 12-Kammer-Zellkulturplatte mit ROS opsonierten FITC-markierten
Latexklgelchen behandelt und den Zellen einer Plattenhdlfte zusétzlich Mannan (100 bzw.
250 pg/ml) zugefigt. Nach 6 h wurden die Zellen nach bekanntem Protokoll gewaschen,

fixiert und ausgewertet.
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2.2.7.2 VEGF-Antagonisten

Um den Einfluss von VEGF-Antagonisten auf das Phagozytosevermdgen des RPE zu unter-
suchen, wurden Zellen einer 12-Kammer-Zellkulturplatte einmalig mit klinisch relevanten
Konzentrationen Bevacizumab (250 pg/ml) bzw. Ranibizumab (125 pg/ml) behandelt und
eine Woche kultiviert (Spitzer et al., 2007). Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen.

Nach einer Woche wurden den mit Bevacizumab bzw. Ranibizumab behandelten Zellen,
sowie den unbehandelten Zellen, je 100 pl mit ROS opsonierte  FITC-markierte
Latexklgelchen fir 6 h zugeflgt. Auf jeweils zwei Kammern sowohl der mit VEGF-
Antagonisten behandelten als auch der unbehandelten Zellen, wurden keine mit ROS
markierten FITC-markierten Latexkligelchen gegeben, was wiederum als Kontrolle diente.
Nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden wurden die Zellen durch PBS-Azid abgetotet,
3x mit PBS gewaschen, 10 Min. durch 2,5 % PFA bei RT fixiert und mit Aceton-Ethanol 10
Min. bei -20 Grad permeabilisiert. Nach zweimaligem finfminitigen Waschen mit TBS
wurden die Zellen 1 h bei 37 °C mit einer Blockierungslosung inkubiert, und anschlieRend mit
einem 2., mit Alexab55-markierten Antikérpern gegen humanes IgG (Invitrogen, Karlsruhe,
1:2000) behandelt. Dieser Antikorper erkennt sowohl Bevacizumab als auch Ranibizumab
(Klettner et al., 2009). Die Kernfarbung erfolgte wiederum mittels Hoechst-Farbung
(300 pl/Kammer). Nun wurde 2 x 5 Min. mit TTBS und 3 x 10 Min. mit TBS gewaschen.

Fixierung und Auswertung erfolgten wie bereits beschrieben.

2.2.7.3 Rituximab

Rituximab (Mab Thera®, Roche) ist ein monoklonaler Antikorper (AK) der sich gegen CD20
richtet. Beruht der Effekt von Bevazicumab alleine auf der Tatsache, dass es sich um einen
AK handelt, misste Rituximab die gleichen Ergebnisse zeigen. Es wurden daher Zellen einer
12-Kammer-Zellkulturplatte auler mit Ranibizumab bzw. Bevacizumab auch einmalig mit
Rituximab (250 pg/ml) behandelt und eine Woche kultiviert. Mit ROS opsonierte FITC-
markierte Latexkigelchen wurden wie bisher fir bis zu 6 h hinzugefigt. Fixierung und

Auswertung erfolgten wie bereits beschrieben.

2.2.8 Mikroskopie und Auswertung

Nach sémtlichen oben beschriebenen Versuchen wurden die die Zellen tragenden
Deckglaschen mit Slow Fade Mounting Medium (Invitrogen) auf Objekttrager gebracht und

nach einer Nacht bei RT mit handelsublichem klarem Nagellack versiegelt.
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Die Aufnahme der Latexkigelchen wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica, Wetzlar)
untersucht. Daflr wurden 5-7 Bilder pro Deckglas aufgenommen. Diese Bilder wurden
zufallig ausgewahlt, sofern sowohl Kiigelchen als auch Zellkerne gut unterscheidbar waren.
Die Anzahl der Kiigelchen und der Zellkerne wurde bestimmt, ebenso das Verhéltnis der
Kigelchen zu den Kernen (Axiovision, Carl Zeiss).

Nach Versuchen, in denen VEGF-Antagonisten hinzu gefligt wurden, erfolgte ebenfalls eine
zufallige Auswahl der Bilder, sofern Kigelchen und Zellkerne gut zu unterscheiden waren
und, sofern von den Zellen, die mit Bevacizumab behandelt wurden, mindestens zwei Zellen
eine intrazelluldare Farbung mit Bevacizumab aufwiesen. Wiederum wurde die Anzahl der

Kigelchen und der Zellkerne bestimmt, sowie das Verhéltnis der Kiigelchen zu den Kernen.

2.2.9 Statistik

Jedes Experiment wurde mindestens dreimal unabhéngig wiederholt. Dargestellte Graphen
zeigen Mittelwerte und Mittelwertabweichungen aus mindestens drei unabhéngigen
Versuchen. Signifikanzen wurden mit dem Student’s t-Test berechnet. Die statistische
Analyse wurde mit Hilfe der Sigma-PlotR Software (Systat, Erkrath) durchgefuhrt. Eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung des Phagozytoseassays

Ein Ziel der Arbeit war es, eine einfache und kostengunstige Methode zu erarbeiten, die es
erlaubt, die Phagozytose von RPE-Zellen zu quantifizieren. ROS, als naturliches Substrat der
RPE-Zellen, mussten so markiert werden, dass ihre Aufnahme mikroskopisch zu beurteilen
ist. In Vorversuchen mussten daher Fragen zur geeigneten Markierung der ROS, der Inkuba-
tionsdauer, der optimalen Verdinnungslosung und -menge sowie der Zeitrahmen eines Versu-
ches geklart werden. Das Phagozytoseprotokoll wurde im Verlauf dieser VVorversuche opti-
miert. Da sich Latexkigelchen leicht zéhlen lassen und ROS das naturliche Substrat darstel-
len, wurden diese beiden vorteilhaften Eigenschaften in einer Methode kombiniert. Versuche
zur optimalen Resuspendierung mit Medium, Aqua bidest. und NaCl erbrachten, dass NaCl
am besten zur Verdlnnung geeignet ist und eine sechsstiindige Inkubation der Zellen gute
Ergebnisse lieferte. Im Verlauf wurde die Menge der zugefugten FITC-markierten Latex-
kigelchen von 100 pl auf 70 pl reduziert, da sie bei starker Aufnahme in die Zellen sonst
nicht mehr einzeln auszéhlbar waren. Nach Ausfihrung der erforderlichen Versuche konnte
die Phagozytose der ROS nun leicht quantifiziert werden, indem aufgenommene Latexkdigel-
chen in Bezug zu Zellkernen pro Bild gezahlt wurden. Es zeigte sich eine Aufnahme in
Abhéngigkeit von der Zeit. Nach sechs Stunden hatten sich mit ROS markierte
Latexkugelchen stark in den RPE-Zellen angereichert (siehe Abb. 1, a-c). Eine Latenzperiode
wurde nicht beobachtet. Wurden hingegen unmarkierte Kigelchen verwendet, wurde keine
Aufnahme in die Zellen registriert (Abb. 1, d-f und Abb. 1, g). Nicht alle RPE-Zellen nehmen
Kigelchen im gleichen AusmaR auf. Mit dem Fluoressenzmikroskop angefertigte Aufnahmen

dokumentieren diese Aussagen.
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Abb. 1: Zeitabhadngige Aufnahme von Latexklgelchen in RPE Zellen. a—c inkubiert mit ROS-Fragment-
opsonierten FITC-markierte Latexkigelchen fur 2 h (a), 4 h (b) und 6 h (c). d—f inkubiert mit unbehandelten
FITC-markierten Latexkigelchen fur 2 h (d), 4 h (e) und 6 h (f). (Veroffentlicht in: Klettner, Méhle, Lucius,
Roider, 2011, Ophthalmic Res 46 (2): 88-91) g Aufnahme von Latexkiigelchen mit (POS) und ohne (no POS)
Opsonierung durch ROS. (Veroffentlicht in: Klettner, Mohle, Lucius, Roider, 2011, Ophthalmic Res 46 (2): 88-
91) h Mit einem Transmissionselektronenmikroskop erstelltes Bild eines Latexkiigelchens, 1 h nach Inkubation
mit ROS. Das Kigelchen ist bedeckt mit ROS-Membranen. Zu beachten ist, dass das Kiigelchen durch den
Fixierungsprozess schrumpfte. Maf3stab 100 nm. (Verdffentlicht in: Klettner, Mo6hle, Lucius, Roider, 2011,
Ophthalmic Res 46 (2): 88-91. Bild: Ralph Lucius)
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3.2 Hauptversuche

3.2.1 Phagozytoseverhalten nach Gabe von Mannan

Mannose spezifische Rezeptoren wurden auf apikalen Membranen des Ratten-RPE
beschrieben. Studien zeigen eine signifikant reduzierte Phagozytose von AuRensegmenten in
Anwesenheit von Mannose auf. Mannan als Inhibitor fliihrt zu einer verminderten Phago-
zytose. Auch ist bekannt, dass ROS Mannosehaltige Glykokonjugate als Liganden besitzen,
die fur die Interaktion mit RPE-Mannoserezeptoren wéhrend der Phagozytose eine Rolle

spielen (Tarnowski et al., 1988). Es stellte sich heraus, das Mannan in von uns durchgefuhrten

Versuchen keinen signifikanten Einfluss auf die Phagzytosefahigkeit hat (Abb. 2).
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Abb. 2: Zeitabhéngige Aufnahme von Latexkigelchen in RPE-Zellen, (a) inkubiert mit ROS-Fragment
opsonierten FITC-markierten Latexkiigelchen 6 h nach Zugabe von Mannan und (b) ohne Zugabe von Mannan.
Es konnte kein signifikanter Einfluss auf die Phagozytosefahigkeit durch die Zugabe von Mannan
nachgewiesen werden (c).
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3.2.2 Phagozytoseverhalten nach Gabe von therapeutischen Antikérpern

Aus Veroffentlichungen von Kilettner et al. (2009) ist bekannt, dass Bevacizumab, im
Gegensatz zu Ranibizumab, von RPE-Zellen aufgenommen wird und in den Zellen
akkumuliert. Um zu untersuchen, ob die Anreicherung Bevacizumabs einen Einfluss auf die
Zellfunktionen hat, wurden einmalig mit einer Klinisch relevanten Dosis von VEGF-

Antagonisten behandelte Zellen fiir 7 Tage inkubiert.

3.2.2.1 Bevacizumab

Nach Behandlung von RPE-Zellen mit einer klinisch relevanten Dosis Bevacizumab
(250 pl/ml) und Inkubation dieser Zellen fir eine Woche, konnten folgende Beobachtungen
gemacht werden.

Innerhalb der gleichen Zellkultur wiesen einige Zelle Vesikel auf, die stark mit Bevacizumab
gefillt waren und kaum Latexktigelchen enthielten, wéhrend andere hingegen kaum oder gar
kein Bevacizumab enthielten dafiir aber viele bzw. ausschlielflich Latexkigelchen. Mit
Bevacizumab gefullte Zellen nahmen deutlich weniger Kigelchen auf, als Zellen der
unbehandelten Kontrollgruppe. Nach Quantifizierung der Aufnahmen konnte eine signifikante
Verminderung der Aufnahme von Kugelchen um mehr als 50 % bei den Zellen, die mit
Bevacizumab behandelt wurden gezeigt werden. (Unbehandelt 57,9 Kiigelchen/Kerne, SD
16,2 Kiigelchen/Kerne; Bevacizumab 26,2 Kigelchen/Kerne, SD 12,0 Kigelchen/Kerne; p
< 0,05) (Abb. 3, b, e).

3.2.2.2 Ranibizumab

Wurden Zellen mit klinisch relevanten Dosen Ranibizumab behandelt, eine Woche inkubiert
und mit FITC-markierten Latexklgelchen versehen, ergaben die Auswertungen, dass
Ranibizumab von den RPE-Zellen nicht aufgenommen wurde. Mit klinisch relevanten Dosen
(125 pg/ml) behandelte Zellen wiesen auch in der Phagozytose keinen Unterschied zur unbe-
handelten Kontrollgruppe auf. (Unbehandelt 57,9 Kiugelchen/Kerne, SD 16,2 Kiigel-
chen/Kerne; Ranibizumab 54,4 Kiigelchen/Kerne, SD 24,0 Kiigelchen/Kerne; p < 0,05) (Abb.

3,¢,1).
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Abb. 3: Unbehandelt (a, d) oder einmalig mit klinisch relevanten Konzentrationen Bevacizumab (250 pl/ml) (b,
e) bzw. Ranibizumab (125 ul/ml) (c, f) behandelt. Die Zellen wurden 7 Tage kultiviert und nach 7 Tagen fiir 6
Stunden mit ROS-markierten FITC-markierten Latexkigelchen (griin) inkubiert. Um AK/AK- Fragmente
sichtbar zu machen, wurde ein mit Alexa555-markierter Antikdrper gegen humanes 1gG zugeflgt (rot). Die
Kernférbung erfolgte mit Hochst-Farbstoff (blau).

a, b, ¢ liefern einen Uberblick, d, e, f zeigen einzelne Zellen. g zeigt die Quantifizierung der Latexkiigelchen-
Aufnahme von 4 unabhdngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Mit Bevacizumab behandelte Zellen
zeigen eine deutlich verminderte Aufnahme von Latexkugelchen (+ p < 0,05. Signifikanz evaluiert mit t-test).
(Veroffentlicht in: Klettner, Mohle, Roider., 2010a, Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 248 (6): 819-824)
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3.2.2.3 Rituximab

Um zu testen, ob der Effekt Bevacizumabs alleine auf der Tatsache beruht, dass es sich um
ein 1gG handelt, wurden Zellen einer 12-Kammer-Zellkulturplatte einmalig mit Rituximab,
einem monoklonalen Antikdrper, behandelt und eine Woche kultiviert. Es zeigte sich, dass
Rituximab, ebenso wie Ranibizumab, nicht von den RPE-Zellen aufgenommen wurde (Abb.
4) und keinerlei Einfluss auf die Phagozytosefahigkeit der RPE-Zellen hatte (Abb. 5).

Rituximab

Bevacizumab Secondary Antibody

Abb. 4: Aufnahme von Bevacizumab und Rituximab (Fluorescenzmicroskopie). Bevacizumab, aber nicht Ritu-
ximab, wird von RPE-Zellen aus Schweineretina aufgenommen. (Verdffentlicht in: Klettner, Meyer, Mdéhle,
Kruse, Wesch, Kabelitz, Roider, 2010b, ARVO Meeting Abstract 51: 465)
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Abb. 5: Einmalig mit dem Antikorper Rituximab (250 ul/ml) (a) behandelte und unbehandelte (b) RPE-Zellen.
Die Zellen wurden 7 Tagen kultiviert und nach 7 Tagen fiir 6 Stunden mit ROS-opsonierten FITC-markierten
Latexkugelchen (grin) inkubiert. Rituximab wurde nicht von den Zellen aufgenommen und zeigte keinen
Einfluss auf die Phagozytose. Die Graphik (c) zeigt die Quantifizierung der Latexkigelchen-Aufnahme von 4
unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten. Die mit Rituximab behandelten Zellen zeigen keine
verminderte Aufnahme von Latexkiigelchen (+ p < 0,05. Signifikanz evaluiert mit t-Test).
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4 Diskussion

Fur die Behandlung der AMD gilt die Verwendung von VEGF-Antagonisten derzeitig als
Goldstandard. Angewendet werden das zur Behandlung der AMD zugelassene Ranibizumab,
das ohne Zulassung (off-label) verwendete Bevazicumab und seit kurzem Aflibercept,
welches zur Zeit der Durchfiihrung der Studie, die dieser Doktorarbeit zugrunde liegt, noch
nicht verfugbar war.

Wahrend keine der beiden in dieser Arbeit getesteten Substanzen toxische Wirkungen aufwies
(Spitzer et al.,, 2007), wurde gezeigt, dass sie sich in ihrer Wirkung auf das retinale
Pigmentepithel unterscheiden. Bevacizumab wird im Gegensatz zu Ranibizumab von RPE-
Zellen aufgenommen (Klettner et al., 2009). Das wirft die Frage nach méglichen Nebenwir-
kungen durch diese Aufnahme auf. Eine wichtige Aufgabe des RPE ist die Phagozytose von
PhotorezeptoraulRensegmenten, daher war es das Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob sich
VEGF-Antagonisten, bzw. ihre intrazellulare Anreicherung auf die Phagozytosfahigkeit des
RPE auswirken. Eine Einschrankung der Phagozytose, die unerldsslich fur den Sehzyklus ist,
konnte schwerwiegende Folgen haben (Nandrot und Dufour, 2010).

Um die Phagozytose des RPE untersuchen zu koénnen, wurde zunéchst ein neuer, kosten-

gunstiger Phagozytoseassay etabliert, der bereits bekannte Methoden kombiniert.

4.1 Etablierung des Phagozytoseassays

Die Phagozytose des RPE wird bereits seit Jahrzehnten durch unterschiedliche Methoden
untersucht. So flhrten Essner et al. schon um 1978 Untersuchungen an Kaninchen-, Ratten
und Kaélber-RPE durch. RPE-Zellen wurden dabei Latexkiigelchen zugeflgt und bis zu 96
Stunden kultiviert. Auswertungen erfolgten an einem Transmissionsmikroskop. In ihren
Versuchen an Ratten-RPE gaben McLaren et al. (1996) FITC-markierte ROS fur 3-19
Stunden auf kultivierte Zellen und werteten die Ergebnisse an einem Phasen-Kontrast- und
einem Fluoressenzmikroskop aus, und Miceli und Newsome bestimmten 1994 die ROS-
Aufnahme des menschlichen RPE durchflusszytometrisch, nachdem zuvor SNAFL-2
markierte Rinder-ROS zugefligt worden waren.

Ebenso wie andere Gruppen verwendeten wir ROS, welche das natiirliche Substrat des RPE
darstellen. Allerdings verwendeten wir keine kostenintensiven Farbstoffe, sondern kosten-
gunstigere FITC-markierte Latexkiligelchen, die wiederum mit ROS-Fragmenten opsoniert

wurden. ROS-Fragmente wurden aus Retinas gewonnen, die bei der Praparation von RPE-
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Zellen routinemaRig anfielen. Nach Inkubation der Kiigelchen mit ROS legten sich ROS-
Membranen um die Latexkugelchen und bedeckten die gesamte Oberflache (Abb. 1, h). Eine
Anreicherung von mit FITC-markierten Latexkligelchen markiert mit ROS konnte innerhalb
von 6 Stunden beobachtet werden, was eine Auszédhlung nach bereits verhaltnismaRig kurzer
Zeit moglich machte. Anders als bei den von anderen Gruppen durchgefiihrten Versuchen ist
neben einer géngigen Laborausstattung und den Voraussetzungen fur Zellkulturen lediglich
eine Zentrifuge und ein einfaches Fluoreszenzmikroskop notigt. Die Ausz&hlung
phagozytierter Kiigelchen kann sogar an mit einer Analogkamera aufgenommenen, ausge-
druckten Bildern erfolgen, so dass eine Spezialsoftware und teures Equipment nicht erfor-
derlich sind.

Auch eine die Versuchsreihe verlangernde sogenannte Latenzperiode konnte von uns nicht
beobachtet werden. Karl et al. (2007) beschrieben die hochste Phagozytoserate innerhalb der
ersten 4-6 Stunden, gefolgt von einer Refraktarperiode von ca. 4 Stunden. Danach stieg die
Aufnahmerate wieder an, bis sie nach etwa 12 Stunden ein Plateau erreicht hatte. Feeney und
Mixton waren die Ersten, die iberhaupt von einer Latenzperiode bei humanem und Rinder-
RPE von 4-8 Stunden berichteten. Trotz hoher Konzentrationen an ROS auf den apikalen
Membranen, wurden diese kaum aufgenommen. Funahashi et al. fiihrten Versuche durch, in
denen Affen Styropor in die Augen injiziert wurde, welches erst nach 6 Stunden aufgenom-
men wurden. ROS hingegen wurden sofort aufgenommen. Auch Essner et al. untersuchten
das Phagozytoseverhalten von RPE-Zellen bereits 1978 mit Latexkigelchen an Hase, Kalb
und der Ratte, wobei Kalb- und Hasen-RPE eine Latenzperiode aufwiesen (Essner et al.,
1978). Von McLaren durchgefiihrte Studien zu phenotypischen Variationen innerhalb einer
Zellkultur bei Ratten-RPE wiesen einen Zusammenhang zwischen Zellmorphologie und
jeweiligem ROS-Bindungs- bzw. Aufnahmeverhalten nach. Beschrieben wurden drei ver-
schiedene Zellsubtypen, wobei einer den in vivo-Zellen glich. Diese Zellen wiesen strukturelle
Ahnlichkeiten mit intakten RPE-Zellen auf, wie z. B. die hexagonale Form, starke Pigmentie-
rung, apikale Mikrovilli und tight junctions. Es wurden massive Bindungen von ROS beob-
achtet, allerdings wurden die ROS erst nach 9-11 Stunden nahezu synchron aufgenommen
(McLaren, 1996). In samtlichen von uns durchgefiihrten Versuchen, waren mit ROS-
markierte Latexkigelchen bereits nach 15 Minuten intrazellular nachweisbar und hatten sich
nach 6 Stunden sehr stark intrazellular angereichert. Eine Latenzperiode konnte nicht beob-
achtet werden, was eine recht schnelle Auswertung méglich macht. Es scheint daher, als sei
eine Latenzperiode bei der Phagozytose nicht obligatorisch. Weiterhin scheint sie unter ande-
rem von der Oberflachenbeschaffenheit der aufzunehmenden Partikel abzuh&ngen (Essner et
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al.,, 1978). In samtlichen von uns durchgefuhrten Versuchen wurden RPE-Zellen und
PhotorezeptorauBensegmente des Schweins verwendet, doch ist davon aus zu gehen, dass die
Methode auch bei Zellen einer anderen Spezies mdglich ist, da sich die Phagozytosemecha-
nismen zwischen den Sadugetierspezies nicht grundlegend unterscheiden. Die im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte Methode konnte bereits in verschiedenen anderen Projekten ange-
wendet werden (Dithmer et al., 2014, Klettner et al., 2014 a). Teilweise wurde sie auch schon
fiir andere Zelltypen abgewandelt (Klettner et al., 2014 b).

4.2 Phagozytoseverhalten nach Gabe von Mannan

Die Phagozytose von ROS durch das RPE ist ein Rezeptor vermittelter Prozess der durch
Interaktion von Bindungsproteinen erfolgt. Eines dieser Bindungsproteine soll ein Mannose-
bindende Rezeptor sein (Greaton et al., 2003). Mannosespezifische Rezeptoren wurden flr
Makrophagen beschrieben und scheinen an der Pino- und der Phagozytose beteiligt zu sein.
Das Makrophagen-Mannoserezeptor-Transkript wurde u. a. im RPE von Schwein und
Mensch nachgewiesen (Boyle et al., 1991, Greaton et al., 2003, Tarnowski et al., 1988).
Tarnowski et al (1988) untersuchten das Phagozytoseverhalten von gesundem und
dystrophischem Ratten-RPE und wiesen auf beiden Geweben Mannoserezeptoren nach. In
diesen Versuchen markierte man Latexkiigelchen mit Mannan, einem kompetetiven Inhibitor
der Ligandenaufnahme und stellte fest, dass dystrophes RPE so gut wie keine Mannan-
markierten Kugelchen aufnahm. Fligte man gesundem RPE Mannan hinzu, reduzierte sich die
Phagozytoserate um 49 %. Die Aufnahme unbehandelter Kiigelchen wurde hingegen durch
die Zugabe von Mannan nicht beeinflusst. Wir wollten untersuchen, ob zugefligtes Mannan,
als Inhibitor der Mannoseliganden die Phagozytose mit ROS markierter FITC-markierter
Latexkugelchen beeinflusst. Es liel sich wie schon bei Tarnowski et al. (1988) eine Wirkung,
jedoch kein signifikanter Einfluss auf das Phagozytoseverhalten feststellen. Da Mannose-
bindende Rezeptoren sowohl bei der Phago- als auch bei der Pinozytose eine Rolle spielen
sollen, haben geldste Liganden ggf. Einfluss auf die Pino-, jedoch nicht auf die Phagozytose.
Es gibt verschiedene Arten von Rezeptormolekiilen (Boyle et al., 1991). Viele Rezeptor-
Liganden-Interaktionen wurden identifiziert wie z. B. Integrine, CD36, Mertk und Mannose-
bindende Rezeptoren und wurden auch auf dem RPE nachgewiesen. Versuche an Ratten
zeigten, wie bereits erwahnt, das ROS von dystrophen Zellen zwar gebunden, jedoch nicht
aufgenommen wurden. Gleichzeitig waren die Zellen jedoch mit unspezifischen Partikeln
gefiillt, was fiir unterschiedliche Phagozytosewege bzw. Aufnahmemechanismen spricht.

Mannose soll fiir die Bindung von ROS wichtig sein, die Aufnahme scheint jedoch tber einen
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anderen Weg zu laufen (Greaton et al., 2003). Die extrazellulare Gabe von Mannan zeigte
zumindest in unseren Experimenten keinen Einfluss auf die Phagozytose, was darauf
hindeutet, dass der Mannoserezeptor bei der Aufnahme mit ROS opsonierter Latexkigelchen

keine Rolle spielt.

4.3 Einfluss von VEGF-Inhibitoren auf die Phagozytose

Die Anwendung von VEGF-Inhibitoren gilt heute in der Behandlung der AMD als Goldstan-
dard. Verwendet werden vor allem Ranibizumab und Bevacizumab. Seit Kurzem ist Afliber-
cept als weiteres Medikament zur Behandlung der AMD zugelassen, stand jedoch zur Zeit der
Durchfiihrung dieser Doktorarbeit noch nicht zur Verfiigung. Da Bevacizumab bei édhnlicher
Wirkweise um ein vielfaches gunstiger ist als Ranibizumab, wurde bereits 2005 damit
begonnen, ohne Zulassung, also off-label, mit Bevacizumab zu behandeln, ohne dass Daten
zur intraokularen Sicherheit oder Dauer des therapeutischen Effektes vorlagen. Die Behand-
lung mit Bevacizumab gilt als eine Standardtherapie und auch die CATT-Studie belegt mit
hochster Evidenz den Nutzen der intravitrealen Gabe des Praparates bei exsudativer AMD
(CATT-Research Group, 2012). Allerdings gibt es Vorbehalte bezlglich der systemischen
Sicherheit von Bevacizumab, deren Bedeutung jedoch noch nicht geklart ist (s. u.).

Bei der Verwendung von Ranibizumab und Bevacizumab sind in den meisten
Veroffentlichungen keine toxischen Effekte nachzuweisen (Kernt et al. 2007, Spitzer et al.
2007), andere Veroffentlichungen hingegen beschreiben morphologische Verénderungen
schon nach einer Behandlung mit niedrigen Konzentrationen von VEGF-Inhibitoren. In der
Zellkultur fuhrt die Behandlung von RPE-Zellen mit VEGF-Antagonisten zu einer
gesteigerten Apoptose und ultrastrukturellen Veranderungen (Ford et al., 2011, Klettner,
2014). Nebenwirkungen sind somit nicht nur systemischer Natur, sondern zeigen sich auch im
Augenhintergrund. Schon 2007 wiesen Peters et al. ultrastrukturelle Verdnderungen der
Aderhaut in der Affenretina nach Behandlung mit Bevacizumab auf. Hier kam es u. a. zu
einer signifikanten Verminderung der Fenestrierung des Aderhautendothels und regional
verschlossenen Gefédllen. Die Abnahme der Fenestrierung steht im Einklang mit der
antiexsudativen Wirkung Bevacizumabs, allerdings erfolgt uber die Choriokapillaris die
Versorgung des RPE und der Photorezeptoren mit Sauerstoff und Nahrstoffen, so dass
eventuelle Risiken in der Langzeitanwendung weiter Gberprift werden missen (Peters et al.,
2007, Schraermeyer et al., 2009). Einerseits kann es sich hierbei um Effekte durch die
allgemeine VEGF-Inhibition handeln, andererseits kann aber auch sein, dass diese Effekte mit

den Molekiileigenschaften Bevacizumabs an sich in Zusammenhang stehen.
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Bevacizumab ist ein humanisierter, monoklonaler Vollantikdrper, Ranibizumab hingegen ist
ein humanisiertes, rekombinantes monoklonales Antikorperfragment (Fab-Fragment), tragt
also keinen Fc-Teil.

Auch auf zellulérer Ebene zeigen sich Unterschiede in der Wirkung von Bevacizumab und
Ranibizumab. So beschrieben Klettner et al. bereits 2009 die Aufnahme von Bevacizumab im
Gegensatz zu Ranibizumab. Nach Behandlung von RPE-Zellen mit klinisch relevanten
Konzentrationen Bevacizumab und Ranibizumab, konnte Bevacizumab durchflusszytome-
trisch und immunohistologisch nach einer Stunde intrazellular nachgewiesen werden, wobei
diese Anreicherung nicht mit einer verlangerten oder starkeren VEGF-Inhibition verbunden
ist. Die Ergebnisse von Klettner et al. beziiglich der Anreicherung von Bevacizumab im
Gegensatz zu Ranibizumab konnten in dieser Arbeit bestétigt werden. Klettner et al. (2010a)
zeigten weiterhin, dass sowohl Ranibizumab als auch Bevacizumab die Proliferation der
Zellen beeintrachtigen, wobei Bevacizumab einen starkeren Effekt zeigte.

Als eine weitere Nebenwirkung intravitreal angewandter VEGF-Antagonisten gelten RPE-
Risse. Miura et al. zeigten, dass Ranibizumab und Bevacizumab die Barrierefunktion des
RPEs reduzierten, wobei der Effekt des in die Zellen aufgenommenen Bevacizumabs deutlich
langer und starker an hielt, was wiederum einen Zusammenhang mit der Aufnahme
Bevacizumabs und eines damit verbundenen starkeren Effektes vermuten lasst (Miura et al.,
2010).

In unseren Versuchen zeigte sich, dass Bevacizumab die Aufnahme der mit ROS-markierten
Latexkugelchen signifikant verringerte. Innerhalb der gleichen Zellkultur reicherten sich
einige Zellen stark mit Bevacizumab an und enthielten kaum mit ROS-markierte
Latexklgelchen, wahrend andere kaum oder gar kein Bevacizumab enthielten, dafir aber
viele mit ROS-markierte Latexkiigelchen. Als Kontrollantikdrper eingesetztes Rituximab
konnte nicht intrazellular nachgewiesen werden und zeigte auch keinen Einfluss auf die
Phagozytose.

Ford et al. (2011) beschrieben ebenfalls eine Abnahme der Phagozytose. In dieser Arbeit
wurde die verminderte Phagozytoserate auf die Reduktion von L&nge und Dichte apikaler
Mikrovilli des RPE durch VEGF-Inhibition zurlckgefihrt. Im Gegensatz zu Ford et al.,
zeigen unsere Ergebnisse jedoch, dass die Abnahme von VEGF nicht urséchlich ist fir eine
verminderte Phagozytoserate, da Ranibizumab zwar Einfluss auf VEGF aber nicht auf die
Phagozytose zeigt. Dieses lasst einen direkten Zusammenhang zwischen der Aufnahme von
Bevacizumab und der F&higkeit zur spezifischen Phagozytose von ROS vermuten. Die

Phagozytoserate reduzierte sich in Anwesenheit von Bevacizumab signifikant, um mehr als
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50 %. Der gleiche Effekt konnte kirzlich in Versuchen mit Aflibercept beobachtet werden.
Klettner et al. (2014a) behandelten, dem in dieser Arbeit beschriebenen Phagozytoseprotokoll
folgend, RPE-Zellen einmalig mit Aflibercept und inkubierten die Zellen mit ROS-markierten
FITC-markierten Latexkiigelchen. Bereits nach 1 Stunde konnte eine Aufnahme von
Aflibercept in die RPE-Zellen beobachtet werden. Aflibercept war, wie Bevacizumab, auch
nach 7 Tagen noch in den Zellen nachweisbar, und, die Ergebnisse von Bevacizumab
spiegelnd, nahmen auch in diesen Versuchen nicht alle Zellen Aflibercept auf. Die
intrazellulare Anreicherung von Aflibercept fiihrte auch hier zu einer signifikant verringerten
Phagozytose opsonierter Latexkigelchen.

Die Verringerung der Phagozytose ist dabei eindeutig abhangig von dem tatsdchlichen
Vorhandensein des Antagonisten in der Zelle und nicht von der VEGF-Inhibition, da
Ranibizumab keinen Einfluss auf die Phagozytoseféhigkeit zeigte. Der Grund, warum mit
Bevacizumab oder Aflibercept angereicherte Zellen weniger phagozytieren ist bisher nicht
bekannt. Weisman und Korn (1967) vermuten eine Art Sensor, der Zellen davor schitzt, zu
viel aufzunehmen. Des Weiteren kdnnten die fiir die Phagozytose notwendigen Rezeptoren
durch die Aufnahme von Bevacizumab oder Aflibercept blockiert oder unerreichbar sein. In
einer kirzlich erschienenen Studie zeigen Aboul Naga et al., dass intrazellulares Bevacizumab
an Myosin 7a bindet, welches an dem Transport von Phagosomen beteiligt ist und so einen
Zusammenhang zwischen Bevacizumabaufnahme und der Abnahme der Phagozytose
darstellen konnte (Aboul Naga et al., 2015). Die Ahnlichkeiten zwischen Bevacizumab und
Aflibercept lassen vermuten, dass der Fc-Teil der Molekile in die Aufnahme und den
intrazelluldren Transport involviert ist. Die Frage, warum einige Zellen vorrangig
Bevacizumab (oder Aflibercept), andere vorrangig mit ROS-markierte Latexkulgelchen
aufnehmen ist bisher unklar. Schraermeyer et al. (1997) fuhrten Untersuchungen zur
Phagozytose an RPE-Zellen mit SNAFL2-markierten ROS durch und beobachtete ebenfalls
groBRe Unterschiede in der gleichen Kultur. McLaren (1996) wies phénotypische Varianten in
Zellkulturen von gesundem und dystrophem Ratten-RPE nach. Dabei stellte sich eine
Korrelation zwischen der Morphologie und der Bindung von ROS heraus. Es ergaben sich
auffallende Differenzen beziglich der Phagozytoserate in Abhdngigkeit vom Zelltyp, wobei
eine dhnliche Morphologie eine vergleichbare Phagozytosefahigkeit bedeutet. Es wurden drei
Zell-Subtypen entdeckt, wovon einer der in vivo Morphologie glich. Die Unterschiede
beziiglich der unterschiedlichen Eigenschaften sind ungeklart. Man vermutet Unterschiede im
Zytoskelett, Komponenten der Extrazellularmatrix betreffend, eine unterschiedliche
Verteilung von Rezeptoren oder unterschiedliche lysosomale Systeme. Das Vorhandensein
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unterschiedlicher Zelltypen innerhalb der gleichen Zellkultur kdnnte auch fur unsere
Versuche eine Erklarung sein. Karl et al. (2007) assoziierten eine Verénderung der
Phénotypen des RPE und Veranderungen ihrer Funktion in vitro mit Mediumeigenschaften.
Das Zellkulturmedium und das Milieu um das RPE ibten einen Einfluss auf die
Phagozytosefahigkeit aus. Es konnten Veranderungen oder der Verlust von Signalwegen
beobachtet werden. AulRerdem nahm die F&higkeit ROS aufzunehmen mit jeder Passage ab,
was einen Zusammenhang von Zellkulturbedingungen, Zellmorphologie und Zellfunktion
vermuten lieR. In unseren Versuchen wurden ausschlielRlich Zellen der 2. Passage verwendet,
was einen gravierenden Verlust der Phagozytosefahigkeit aufgrund von Kulturbedingungen
ausschlieft.

Eine Beeintrachtigung der Phagozytose, einer der Hauptaufgaben des RPE konnte schwer-
wiegende Konsequenzen haben, deren klinische Relevanz allerdings durch die hier durch-
gefiihrten Versuche nicht einzuschatzen ist. Versuche zeigten, dass Ratten, die aufgrund einer
bestimmten Genmutation keine Phagozytose betreiben konnen, kurz nach ihrer Geburt
erblinden. Die Mutation betrifft das Gen fur die Rezeptor Tyrosin Kinase Mertk, eine
Schlisselkomponente der rezeptorvermittelten Phagozytose (Hall et al., 2003).

Generell gilt bereits die Verminderung von Abbauprozessen als Zeichen des Alterns. In vivo
ist die Akkumulation unabbaubarer Substanzen ein Charakteristikum altersabhangiger
Verénderungen im RPE, welche die Phagozytosefunktion vermindern. So wére es mdglich,
dass eine Verminderung der Phagozytose die altersabhangigen Verdnderungen retinaler
Strukturen beschleunigen kdnnte (Bonilha, 2008). Die Funktion der Photorezeptoren, deren
tagliche Erneuerung der Aulensegmente unerldsslich fur den Sehzyklus ist, waére
maoglicherweise unmittelbar betroffen, was auf lange Sicht eine Degeneration dieser Zellen
zur Folge haben konnte. Eine Minderung der Phagozytose konnte also das Altern des RPE
fordern und im schlimmsten Fall zu geographischer Atrophie fiihren, das heildt, das
Fortschreiten einer AMD letztlich sogar fordern. Auch die CATT-Studie berichtet vom
Auftreten geographischer Atrophie unter VEGF-Inhibition durch Bevacizumab oder
Ranibizumab. Allerdings entwickelte sich eine geographische Atrophie in der Gruppe am
starksten aus, die monatlich mit Ranibizumab behandelt wurde (CATT Research Group,
2012) und wurde somit sicherlich nicht durch die Verminderung der Phagozytose bewirkt.

All unsere Daten wurden in vitro an Schweine RPE-Zellen erhoben und reflektieren nicht
unbedingt die humane in vivo Situation. Sollten sie aber auch auf den Menschen bertragbar
sein, so konnte Bevacizumab bisher unbekannte Langzeitwirkungen hervorrufen. Eine oft

jahrelange VEGF-Suppression konnte in der Retina zu ungewollten Nebenwirkungen fiihren,
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die durch VEGF-Inhibition ausgel®st werden. Zusétzlich deuten unsere Daten darauf hin, dass
auch eine von VEGF unabhéngige Inhibition der RPE-Funktion stattfinden konnte. Eine
Ungewissheit moglicher Folgeschdden macht die Wahl zwischen einem zugelassenen
Medikament und einer deutlich ginstigeren Alternative damit auch zu einem ethischen
Dilemma (Schmucker et al., 2009). Das Wirtschaftlichkeitsgebot verlangt bezogen auf die
Medikamentenverordnung unter anderem, dass bei gleicher Wirksamkeit und Sicherheit die
preiswertere Substanz verordnet wird. Die CATT-Studie verglich Wirksamkeit und Sicherheit
von Bevacizumab und Ranibizumab und ergab, dass sich die Visusprognose nach zwei Jahren
zwischen den beiden Praparaten statistisch nicht signifikant unterscheidet. Klinisch ist eine
Nichtunterlegenheit von Bevacizumab gegeniiber Ranibizumab damit belegt. Zwar zeigen
sowohl die CATT- als auch die IVAN-Studie (alternative treatments to Inhibit VEGF in Age-
related choroidal Neovascularization) auf, dass mit Bevacizumab behandelte Patienten von
schwereren systemischen Nebenwirkungen betroffen sind, doch ist ein Zusammenhang
fraglich, wenn man sich die Art der Nebenwirkungen (Hernien, Erbrechen, Stirze,
Knochenbriiche) ansieht. Mdglicherweise sind diese Nebenwirkungen auch trotz der
aufféalligen statistischen Daten unbedeutend, da sie auBerhalb des Kernspektrums der
Nebenwirkungen Bevacizumabs liegen (CATT Research Group, 2011, CATT Research
Group 2012, IVAN Study Investigators, 2012, Kirchhof et al., 2013).

Unsere Studie zeigte deutliche Unterschiede in der Wirkung der Substanzen auf, so dass
neben der Untersuchungen und Priifungen bisher angewandter, und der Entwicklung neuer
Behandlungsmethoden, in Zukunft vor allem die Uberwachung von Langzeitveranderungen

erforderlich sein wird.
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5 Zusammenfassung

Die altersabhangige Makuladegeneration ist weltweit die am haufigsten zur Erblindung
fiihrende Ursache des alteren Menschen. Pathologische Veranderungen im Rahmen dieser
Erkrankung ereignen sich vor allem auf der Ebene des retinalen Pigmentepithels. Der
Vascular Endothelial Growth Faktor gilt als wichtigster Regulator der GeféRentstehung in
Krankheit und Gesundheit und stellt aktuell den Hauptangriffspunkt bei der Therapie der
AMD dar. Eine Behandlung mit intravitrealen VEGF-Antagonisten gilt als Goldstandard. Ihre
Entwicklung hat die Behandlung der AMD zwar revolutioniert, doch ist eine Heilung bisher
leider nicht belegt. Angewandt werden das zur Behandlung der AMD zugelassene
Ranibzumab, das mittlerweile ebenfalls zugelassene Aflibercept und das wesentlich kosten-
gunstigere, aber ohne Zulassung genutzte, Bevacizumab. Um den eventuellen Einfluss derzei-
tig angewandter VEGF-Antagonisten auf das Phagozytoseverhalten des retinalen Pigment-
epithels nachzuweisen und quantifizieren zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
einfacher, schneller und kostengiinstiger Phagozytoseassey entwickelt und Uberprift. Daflr
wurden zuvor beschriebene Methoden kombiniert. FITC-markierte Latexkiigelchen wurden
mit zuvor gewonnenen Rezeptoraullensegmenten opsoniert und die Aufnahme in einem einfa-
chen Fluoressenzmikroskop beurteilt. Um den Einfluss der zum Zeitpunkt dieser Studie
angewandten  VEGF-Antagonisten  (Ranibizumab und  Bevacizumab) auf das
Phagozytoseverhalten des retinalen Pigmentepithels zu untersuchen, wurden RPE-Zellen
einmalig mit einer klinisch relevanten Dosis eines VEGF-Antagonisten behandelt, eine
Woche kultiviert und mit RezeptorauBensegmenten opsonierte, FITC-markierte
Latexklgelchen zugefiigt. Die bereits beschriebene Anreicherung von Bevacizumab aber
nicht Ranibizumab in den RPE-Zellen konnte bestatigt werden. Deutlich wurde in dieser
Untersuchung, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen der Anreicherung von
Bevacizumab in den Zellen und der F&higkeit der Phagozytose ROS-markierter
Latexkugelchen zu geben scheint. So nahmen mit Bevacizumab angereicherte Zellen
signifikant weniger mit ROS markierte Latexktigelchen auf als unbehandelte Zellen. Diese
Daten belegen einen nachweisbaren Effekt von Bevacizumab auf die physiologischen
Funktionen von RPE-Zellen, in diesem Fall auf die Phagozytosefahigkeit. Ranibizumab und
der therapeutische anti-CD20 Antikdrper Rituximab hingegen zeigten keinen Einfluss. Die
Ergebnisse der Arbeit konnten, sollten sie auf den Menschen (bertragbar sein, Hinweise auf
bisher unbekannte Langzeitwirkungen einer Behandlung mit Bevacizumab geben. Im

schlimmsten Fall kénnte eine Verminderung der fur den Sehvorgang essentiell wichtigen
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Phagozytosefahigkeit sogar zu einer Progression der Erkrankung flhren. Trotz guter
klinischer Resultate bestehen somit weiterhin Bedenken, besonders da es sich um ein
Medikament ohne Zulassung handelt. Weitere Untersuchungen und Prufungen bisher

angewandter und die Entwicklung neuer Behandlungen ist daher dringend erforderlich.
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