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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Auge

Das Auge ist eirbedeutendes Sinnesorgan des Menscbh@ases komplexe Orgadiient der
Wahrnehmung elektromagnetisch®&rahlen mit Wellenlangen zwischen 400 und 750
(Klinke et al. 2010) Der Bulbus oculi(Augapfel) wirdvon aufRen nach innen grob in drei
Schichteneingeteilt. Das sind die aul3ere Augenhaut (Kornea Bhkiera), die mittlere
Augenhau{Uveg unddie innere AugenhayRetina)(Schinke et al. 2012per kugelférmige
Bulbus oculi lasst sich funktionell in einen lichtbrechenden (dioptrischen) und
lichtwahrnehmenden (sensorischen) Teil einte(l€linke et al. 2010) Der doptrische Tell
dient der punktférmigen Abbildung einfallenden Lichtes auf der Rékitiake et al. 2010;
LallmannRauch und Asan 2019; Schinke et al. 20lk2)ler Reting demsensorischeTell,
werdenLichtreize in elektrochemische Impulse gewandelfKlinke et al. 2010; Lullmann
Rauch und Asan 2019; Schiinke et al. 20I#¢ Retina istdabei selbsfeil des zentralen
NervensystemgLullmannRauch und Asan 20190 derRetina wirdderlichtunempfindliche
Bereichvon der Neuroretina unterschied@rillmannRauch und Asan 2019; Klinke et al.
2010) Morphologisch wird didRetinain zehn Schichteanteteilt (Lillmann-Rauch und Asan
2019) Fur diese Arbeit von Bedeutung isir allemdie retinalePigmentepithelschic{RPE)
(LallmannRauch und Asan 2019Das RPE steht in engem Zusammenhang mit de
PhotorezeptorzellenBei den Photorezeptorzellen werden Stabcheron Zapfenzellen
unterschiedefLullmann-Rauch und Asan 2019; Klinke et al. 201Dabei sind Stabchenzellen
fur das skotopische und Zapfenzellen fir das photopische Sehen verantwortlich. Der
sensorische Fortsatz der Photorezeptorzellen wird in ein4nmehAulensegment unterteilt
(LullmannRauch und Asan 2019; Klinke et al. 2010je Aulensegmente enthalten das
Sehpigment Rhodopsin und unterliegen einer standigen Erneugtrnagss 2005)In der
Retina findersich verschiedene Zelltypen, u.a. Bipelund Ganglienzellen, die miteinander
ein komplexes Zellnetzwerk bildefLullmann-Rauch und Asan 2019; Schinke et al. 2012)
ElektrochemischeSignale werdeniber dieses Zellnetzwerkeuronal verarbeitet und die
Informationen letztendlich als Aktionspotentiale tUber den Nervus opticus (Sehnerv) zur
Sehrindedes Gehirnsveitergeleitet(Lullmann-Rauch und Asan 2019; Schiinke et al. 2012)
Wird der AugenhintergrunbeieinemPatienten ophthalmologisch untersucht, fallen die Papille
(Austritt desSehnervs aus dem Auge) und die temporal gelegene Macula lutea (gelber Fleck)
auf (LullmannRauch und Asan 2019; Klinke et al. 201@)der Macula lutea sind die meisten
Zapfenzellenlokalisiert Im Zentrum der Macula lutea befindet sich die Fovea centralis
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(Sehgrube), der Ort des schérfsten Sehens. Hier ist die Dichte der Zapfenzellen am hdchsten
und jede Zapfenzelle wird 1:1:1 auf eine bipolare Zelle und eine Ganglienzelle umgeschaltet
Die 1:1:XUmschaltung schlie3t eirfgignalkonvergenz aus umidmaglichteine hohe visuelle
Auflésung.Weil die Foveaselbst gefal3frei isimuss die Blutversorgung tber die Choroidea

und die Diffusion Uber die Bruelembran erfolgeriKlinke et al. 2010; LullmariiRauch und

Asan 2019)Eine Darstellung deAugenaifbaus istin Abbildung 1 gegeben.

Glaskérper

. Fovea centralis
Iris

Linse Papilla n. optici

= N. opticus

/

Kornea
Vorderkammer

Ziliarkorper

Abbildung 1: Querschnitt durch den Bulbus oculi (Augapfelpie Abbildung zeigt ein vereinfachtes Schema. Die War
Bulbus oculiist aus drei Schichten aufgebadtiRere Augenhaut (Sklera und Kornea), mittlere Augenhaut (Choroide
dieinnere Augenhaut (Retina). Eintreffende Lichtstrahlen werden durch die Linse gehintaiif der Retina abgebildén
der Retina werden die Lichtreize in elektrochemische Signale umgewanddibenden Nervus opticusan das Gehir
weitergeleite{erstellt mit BioRender.com)

1.2 Dasretinale Pigmentepithel

1.2.1 Lokalisation iImnRPEBruch-MembramMAderhautKomplex

Das RPE ist ein einschichtiges kubisches EpithéllmannRauch und Asan 2019%velches
zahlreiche Melanosomen beinhal{@hutto und Lutty 2012)Die Zellen sind durchrlight
junctionsuntereinander verbunden und liegen polarisiert Wizzolo 1997; Cereijido und
Anderson 2001; Strauss 200Bh apikalen Bereich weist das RPE Mikrovilli und Mikroplicae
auf, welche die Spitze d®ezeptorzellfortsdtze umgebg@fiettner et al. 2015; Strauss 2005)
Die basolaterale Membran des RPE sitzt auf der BMiembran(Strauss 2005; Bhutto und
Lutty 2012) Die Bruch-Membran ist eine dinneSchicht, die aus einerlastin und
kollagenreiche, extrazellularen Matrix besteli€hen et al. 2003; Bhutto und Lutty 2012)
Hauptfunktionen der BrueMembran sind dieDiffusionsregulierung von Biomolekilen

zwischendemRPE undder Choroideasowie dieVerhinderung einer Zellmigration vom RPE

2
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in die Choroidea und umgekel{&hutto und Lutty 2012; Grindle und Marshall 197Bje
Chorodea grenzt an die Brudflembranund weist eirfenestrierte€ndothel au{Bhutto und
Lutty 2012; Blaauwgeers et al. 199Bgas RPE, di®@ruchhMembran undlie Choroidea bilden
zusammen einen funktionellen Komplex(Bhutto und Lutty 2012) Ein optimaler
Interaktionsablauf zwischen den drei Bestandteilen dieses Komplegasvsraussetzung fur

eine vitale RetinaAbbildung 2 ist eine vereinfachte Darstellung deskalisationdes RPE im

RPE/BruchMembran/Aderhautkomplex

2 W wWie N N wWlhe =
J - @ J -, L P, P
@ (] @ @ i @
hid h'd N -
P s L p < p p ¢
> Photorezeptoren
=™ .y b b b .
= = (=4 = = =
= E = = 3
3 3 3 3 : =)
] ] ] 5 o T
5 , i _ g
[ | [ | [ | .
- - y retinales

Pigmentepithel

-
+— Bruch-Membran

. ... . .. . . . . }Choroidea

Abbildung 2: RPE/Bruch-Membran/AderhautKomplex (vereinfachtes Schemd)ie Photorezeptorzellen grenzen an
RPE Das RPE sitzt auf der Brudlembran und vermittelt den Stoffaustausch zwischen der angrenzenden Choro

den Photorezeptoreri(stelltmit BioRender.com).

1.2.2 AufgabendesRPE
Das RPHibt aufgrund seiner Polarisieruing apikalen und basalen Bereiahterschiedliche

Funktionen au¢Thumann et al. 2005; Sonoda et al. 2008sRPEist an der Erneuerung des
Sehpigments beteiligiStrauss 2005)Fur eine Transduktion von Licht in elektrochemische
Signale istdie lichtinduzierte Umwandlung von idis-Retinal in alltransRetinal notig
(Silbernagl et al. 2020)Dies fuhrt zu einer Koofmationséanderung des Opsins uitidhrt
letztendlich zueiner Hyperpolarisation der Rezeptorzellmembran. Das Retinal I6st sich vom
Opsin und wird erst nach enzymatischer Uberfiihrung ktid¢Retinal wieder an Opsin
gebunden(LullmannRauch und Asan 2019)Um die Erregbarkeit der Photorezeptoren
aufrecht zu erhalten, wird das-taidns-Retinal zum RPE transportiert, dort in-&is-Retinal
reisomerisiert und zu den Photorezeptoren zuriicktranspq$igguss 2005)Eine weitere

3
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essentielle Aufgabe des RiBEdie Versorgung der Photorezeptoren mit Nahrstofieas RPE
absorbiert Lichtenergendtransportiert lonen, Wasser und metabolische Endproduktdem
subretinalen Raum in das Bl($trauss 2005)Umgekehrtnimmt das RPE Nahrstoffe wie
Glukose, Retinol und Fettsauren aus dem Blut auf und liefert diese zu den Photorezeptoren
(Strauss 2005)Durch das RPE erfolgtveiterhin de Aufnahme vonMembranscheiben
verbrauchter PhotorezeptorauRensegmtrauss 2005)ndesbietet Schutz vor oxidativem
Stress(Klettner 2012) Die Sekretion von Zytokinenund demVascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) st eine weitere wichtigeunktiondes RPHStrauss 2005; Klettner 2013uf

dieim Kapitel1.2.3 undlL.3detaillierter eingegangen wirBisistdartiber hinaus an daul3eren
Blut-Retina Schrankbeteiligt, die iber dieTight junctionam apikalen Bereich der RPEellen
gebildetwird (Detrick und Hooks 2010; Klettner 2015b; Strauss 2005; Bhutto und Lutty.2012)
Dies verhindert z.B. die unspezifische Diffusion oder den Transport von Stoffen aus der
ChoroidegBhutto und Lutty 2012)

Das RPEspielt eine zentrale Rolle in dénmunregulation(Klettner 2015b; Strauss 2005)
Neben der Beteiligung agter BlutRetinaSchrankdragteszu einem antinflammatorischa

Milieu bei, indemes antrinflammatorische Zytokine sezerniert uahe T-Zell-Aktivierung
unterdriickiJgrgensen et al. 1998; Sugita et al. 2009; Gregerson et al. 2007; Hooks et al. 2008;
Zamiri et al. 2005)Weiterhin ist es an der Entziindungsantwort in der Retina be{8tigtuss
2005; Klettner 2015b; Bhutto und Lutty 201RjgInflammation als Teil der Pathogenese vieler
Krankheitszustande im Auge angesetvind und das RPE eine zentrale Rolle im Rahmen einer
Immunantwort spielt, wird auf diese Funktion im folgenden Kapitel genauer eingegangen
(Detrick und Hooks 2010; Nussenblatt et al. 2009; Ding et al. 2009)

1.2.3 DasRPEund Inflammation

Die Retina ist ein hochspezialisiertes, komplexes Geweb#rick und Hooks 2010)Sie ist

daher sehr vulnerabel gegentber Noxen unthliéendenimmunantworten, die durch eine
Inflammation hervorgerufen werden konn@flettner 2015b) Aufgrund dessen ist dort eine
inflammatorische Antwort auf die unterschiedlichen Gefahrensignale stark reguliert. Keino et

al. 2018 beschrisn das Mi kromilieu impARAsgeviml-sasndi A
i nf |l ammat seEigesschaffider rdlinalen Zellérdigt zumimmunprivilegdes Auges

bei (Keino et al. 2018) Das Immunprivileg wird durch verschiedene Mechanismen
aufrechterhaltemind bedeutet, dass eine Aktivierung des gelernten Immunsystems verhindert

wird (Forrester et al. 2008)Dazu gehoéren die BhRetinaSchranke, das Fehlen eines

Lymphabflusses und die Expression von immunmodulierenden Faktoren durch die in der

4
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Retina vorkommenden ZellefKlettner 2015b) Weiterhin wird die Expression voajor
histocompatibility complegMHC) -1 und-Il sowie eine TZell-Immunantwort strikt reguliert
(SteinStreilein 2013) Zu den wichtigen Zelltypen, die an der Aufrechterhaltung des
Immunprivilegs und aeinerimmunantwort beteiligt sind, gehdren die Mikroglia und das RPE
(Klettner 2015b; Langmann 200Wlikrogliazellen sind die Makrophagdimmunzellen des
zentralen Nervensystenflsangmann 2007)Sie sindin derinneren und &uf3eren plexiformen
Schicht der Retina verteilt und besitzmstimmteOberflachenprotein@Karlstetter et al. 2015)
Die Oberflachenproteinbeinhalten Rezeptoren fur Komponenten des Komplementsystems,
Zytokine undDangerassociated molecular patter(BAMPS) (Karlstetter et al. 2015; Rashid
et al. 2018) Im Rahmen einefmmunantwortkonnen Mikroglia Zelloberflachenproteine
hochregulieren z.B. Rezeptoren fur ZytokifChemokinrezeptoren und MHREarker.

Mi kroglia wer de nDander signdli ds(Gejabranasignald) aktivi&rt. Durch
eine Aktivierung gelangen Mikroglia in den subretinalen Raum und kdonnemuadrtirekt
mit dem RPE interagierd(illis-Behnke et al. 2013; Langmann 2007)

Zu den Funktionen, die das RPE im Rahmen einer Immunantwort Gberngaiirt de
Expression vonToll-like-Rezeptoren TLR), Komplementfaktoren, F&GammaRezeptoren
und die Regulierung der Expression von VHHGhd-II-Molekulen(Detrick und Hooks 2010)
Das RPE kann zusétzlich alatigenprasentierende Zelle fungierddie Zellensezernieren
Zytokine, Chemokine und Wachstumsfakto(Betrick und Hooks 2010)-Zellen sind in der
gesunderRetina nicht vorzufinde(Klettner 2015b) Das liegt zum einen an der BlRetina
Schranke, zum anderen an der Suppression-deflFAktivierung und-Differenzierung durch
das RPEKIlettner 2015b; Klettner und Roider 2021; Detrick und Hooks 20m@)y Ablauf
einer Interaktion zwischen-Zellen unddemRPE istkomplex und dabei abhangig von dem
jeweiligen Aktivitatsstatus dieser beiden Zelltygrettner 2015b)Ein Hauptinteraktionsweg
findet mittels MHCI und-Il statt. Beidem MHC handelt sich um Zelloberflachenproteine, die
fur die Antigenpréasentation urdrkennung durch -Eellen wichtig sind. Die MHEKIlassen |
und Il werden in der Retina gering exprimi@ttettner 2015b; StehStreilein 2013)Das RPE
kann durch das proinflammaische Zytokin Interfero (IFN-2) stimuliert werden, MHEII

zu exprimiererund kann hierdurb zur antigeprasentierenden Zelle werdedierdurch wird
die T-Zell-Aktivierung unterdrick{Klettner 2015b; Percopo et al. 1990)

TLR gehérerzumangeborenen Immuegstem(Ebihara et al. 2007; Klettner 2015Bki ihnen
handelt es sich urRattern recognition reeptors, die potenzielleGefahrensignale erkennen
konnen SolcheGefahrensignalsind zum Beispiallie Pathogerassociated moleculgratterns
(PAMPS und DAMPS (Chow et al. 1999; Bernard et al. 201Die Erkennung der
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Gefahrensignale fuhrt zu einer Signalkaskade, welche letztendlich eine schnelle und effektive
Immunantwort generier{Detrick und Hooks 2010)Diese Immunantwort beinhaltet die
Aktivierung von Zellen, Produktion voproinflammatorische Zytokinen und Chemokin@,
Typ-I-Interferon@ undbegunstigtie T-Zell-Differenzierung(Detrick und Hooks 2010YLR
sind Transmembranproteingawasaki und Kawai 2014pie extrazellulareDomanebesteht
aus Leucinreichen Repeats(dt. Wiederholungen)die DAMPS und PAMPS binderkine
intrazellulare Toll-Interleukinl-(TIR)-Domane ist verantwortlich fir die weitere
SignaltransduktionKawai und Akira 201Q) Eine Aktivierung und Signalweiterleitung ist
jeweils abhangig vom TLR und deen Liganden. Durch eine TLR-Aktivierung wird
hauptsachlicldie Expression von inflammatorischen Zytokirnaduziert.Die Expressiorwird
danniberNuclear factor kappdight-chain enhancer of activated-&lls (NFkB) vermittet
(Kawai und Akira 2010; Kawasaki und Kawai 20148eim Menschensind bisher 10
verschiedenelLR bekannt Davon spielenTLR-2, -3 und -4 die grof3te Rolle im RPE
(Kawasaki und Kawai 2014Fine Aktivierung dieser drei TLRat unterschiedliche Effekte
zur Folge

Der TLR-2 befindet sich an der Zelloberflacki€éawai und Akira 2010und erkenntu. a.
Peptidoglykanegrampositiver Bakterier(Klettner 2015b; Fujimoto et al. 2010; Schwandner
et al. 1999) Eine Aktivierung von TLR2 kann, abhangig vodem Agonisten,die Sekretion
von Interleukin (L)-6, IL-8 VEGF, TumorNekroseFaktor (TNF}U Monocyte
chemoattractant proteifMCP)-1 sowie eine erhdhte Expression der Komplementfaktoren
CFB und C3 induzierern(Fujimoto et al. 2010; Mulfaul et al. 2020; Feng et al. 2017; Dietrich
et al. 2020) Zuséatzlich kanndie Aktivierung von TLR2 Tight junctionsund somit die
Barrierefunktion des RPE beeinflusgd@ierheyden et al. 2021)

Der TLR-3istder wichtigste TLR im RPEndkommtdort fast ausschlie3lich intrazellukaor
(Kawai und Akira 2010; Kumar et al. 2004y wird konstitutiv vom RPE exprimiefKumar

et al. 2004b)TLR-3 istim Rahmen der Abwehr gegen virale Infektiongehtig, da es dsRNA,
ein  Zwischenprodukt der Virusreplikation, erkennDetrick und Hooks 2010)
Polyinosinsaure:Polycytidylsdure (PdI€) ist eine kinstlichgvirale, doppelstrangige RNA
die ebenfallseine Aktivierung vonTLR-3 induzieen kann(Alexopoulou et al. 2001)Eine
Aktivierung von TLR-3 kann in einer Expression bzw. Sezernierung vo®,IIL-8, TNFU ,
MCP-1, IFN-b, CFB und VEGF resultiereficbihara et al. 2007; Klettner et al. 2013a; Kumar
et al. 2004b; Wornle et al. 2011; Brosig e28l15; Terheyden et al. 2021; Dietrich et al. 2020;
Klettner et al. 2020)Die Expressionvon MHC-II kann durch eine TLR-Aktivierung
hochreguliert werdefChen et al. 2013)Fur den TLR-3 wurde ebenso wie fur TLR ein
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Einfluss auf die Barrierefunktion des RPE beschrigd@nheyden et al. 2021pes Weiteren
wurde in vorherigen Studien festgestellt, dass eine-Fl&ktivierung den Zelltod im RPE
induzieen kann(Yang et al. 2008; Murakami et al. 2014; Shiose et al. 2011; Klettner et al.
2013a; Klettner et al. 2020)

Ebenso wie TLR2 ist der TLR4 an der Zelloberflache des RPE lokalisigtawai und Akira
2010) Der TLR-4 detektiert Lipopolisacharide (LPSgin Indikator fir gramnegative
Bakterien(Chow et al. 1999)Fur die Aktivierung von TLR4 wurde eine Expression bzw.
Ausschiittung von 6, IL-8, TNFU, -1I1bL s @wwloogyginase COX)-2 und Inducible
nitric oxide synthaséNOS) beschrieberfTerheyden et al. 2021; Klettner et al. 2020; Elner et
al. 2005; Chen et al. 2017Auch fir TLR-4 wurde ein Einfluss auf die Barrierefunktion des
RPE beschriebgfTerheyden et al. 2021; Chen et al. 20D@ruber hinaus wurde vorherigen
Studieneine Reduktion deYiabilitat und der Phagozytose priméarer RB&len durch eine
LPS-Aktivierung festgestellt(Klettner et al. 2020) Eine Langzeitstimulation mit LPS
resultierte zuséatzlich in einezduzierten Expressiates retinalen Pigmentepithgpezifischen
65-kDa-Proteirs (RPE65, ein Enzymwelches fur die Erneuerung des Sehpigments eine Rolle
spielt(Klettner et al. 2020)

Zusatzlich zu den bisher beschriebenen Einflissen einerAHtiRierung kann eine solche
Aktivierung im RFE wiederumEinfluss auf die Expression von Enzymen dielSezernierung
von Zytokinen in Makrophagen, Monozyten undkkdigliahabenMulfaul et al. 2020; Feng et

al. 2017; Dietrich et al. 2020; Ebihara et al. 2007; Hettich et al. 2014; Klettner et al..2014a)
Zusammefassend zeigt sich dass die Aktivierung von TLR die Protein und
Zytokinausschuttungim RPE in Monozyten und in Mikroglia beeinflusst und dies
Auswirkungen auf die Interakti@mzwischen Monozyten und Mikroglia mit deRPE haben
kann

Der TNF Uist @n Zytokin, welchesin der Zelloberflache lokalisiédt und von lymphatischen
Zellen, Mastzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Mikroglia produziest(Wajant et al.
2003) TNFU interagiert mit zR1pund (¥ (TRAR2).dDiesen, p 5!
Rezeptoren werden wiederum auf Neuronen,oxsten und Mikroglia exprimiertPark und
Bowers 2010)Das Zybkin vermittelt viele zellularéktivitaten, u. a. die Induzierung einer
Zellproliferation, Zelldifferezierungundder Apoptose Er ist zudemein wichtiger Faktor flr

die Induzierung und Aufrechterhaltung einer Immunantwdi@ndenabeele et al. 1995)
TNF-U kann eine Angiogenese induzieren und mit VEGF synergieran die
GefalRpermeabilitat zu erhoh@rejeune 2002)Esakt vi ert di e Tr 8(sl&kr i pt i
Paz et al. 2007; Kumar et al. 2004@)e TNFRezeptoreefinden sich auch auf RREellen
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Nach Bindung von TNFU an seinen spezifischen Rezeptor kann Higressionvon
Chemokinen und Zytokinem RPEerhoht werdeiiShi et al. 2008; Elner et al. 2006; Nagineni
et al. 1996) Dasist wiederum mit einer Erhéhung von reaktivBauerstoffspezie@ROS) in
der RPEZelle verbunderfYang et al. 2007)

1.3 DerVascular Endothelial Growth &ctor

DerVEGEF ist ein heterodimerisches Glycoprotein mit einer Masse vab4QYamazaki und
Morita 2006; Takahashi und Shibuya 2Q08j) ist Teil der VEGFHplateletderived growth
Familie undseinGenist auf dem 6p21.3 Chromosom lokalisi€ramazaki und Morita 2006;
Takahashi und Shibuya 2005; Niu und Chen 201VEGF ist vor allem ein
proangiogenetischer, aber ausburoprotektiver-aktor (Melincovici et al. 2018; lyer und
Acharya 2011; Baffert et al. 2006; Storkebaum et al. 2004; Nishijima et al..288R)end der
Embryogenese und unter physiologischen Bedingung&i wahrend deiSchwangerschaft
und detWundheilungist eran der Gefal3neubildung und der Neoangiogenese beféilgson

et al. 2006; Ferrara 2004; Ucuzian et al. 20MBGF istdartber hinausler Hauptfaktor im
Rahmen einer pathologischen Angiogend3azu gehorerGefaRneubildungen im Rahmen
eines Tumor und Metastasenwachstgsmbei Entziindungs und Isch&mievorgénge der
Entstehung deatiabetischa Retinopathie undet altersabhangigeMakuladegenratiofAMD)
(Risau 1997; Folkman 1995; Ferrara 2000; Ferrara et al. 2B8B) Menschen sind mehrere
VEGF bekannt,d z u deFa AIVIEIGFR g e héspidsweise VEGH, -B iCn d
und derPlacenta growth facto(PIGF) (Yamazaki und Morita 2006; Ferrara 2004; Folkman
1995; Qiu et al. 2009; Duffy et al. 2011; Tjwa et al. 2008 GFA existiert in verschiedenen
Isoformen undst fUr die Angiogenese am bedeutendgi®enger et al. 1983; Hoeben et al.
2004; Klettner et al. 2015; Carmeliet et al. 1996; Ferrara et al. 19&6)erhin ist s an der
Zellproliferation, Apoptoseinhibierung, Vasodilatation, Erh6hung der Gefal3permealmlitat
der Rekrutierung von Entziindungszellen betefigtrrara 2004; Takahashi und Shibuya 2005;
Senger et al. 1983; Neufeld et al. 1999; Koch und Claedssh 2012; Melincovici et al.
2018) Die Hauptquelle von VEGIn der Retina ist das RRBlaauwgeers et al. 1999; D'Amore
et al. 1981) VEGFA wird unter physiologischerBedingungen konstitutiv. vom RPE
ausgeschuttgddamis et al. 1993; Blaauwgeers et al. 1999; Yi et al. 1997; Shima et al. 1996;
Stone et al. 1995; Klettner et al. 201.3b¢r VEGFbindet an TyrosinkinasBezeptoren. Diese
Rezeptoren bestehen aus drei Domamere VEGFbindende extrazellulare Doméne, eine
transmembrane und eine intrazellulare Doméne mit TykosseAktivitat (Yamazaki und
Morita 2006; Neufeld et al. 1999; Shibuya 2006, 2008 Bindung von VEGF an den VEGF
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Rezeptor findet extrazellular statNach Bindung an den VEGRezeptor erfolgt eine
Dimerisierung der Rezeptoren. Anschliel3end folgt eine Autophosphorylierung der-VEGF
Rezeptoren und somit eine intrazellulare Aktivierumgnes TyrosinKinaseEnzyns
(Abbildung 3).

VEGF-Inhibitoren

N— 1

\ O

O

VEGF

]C O

VEGFR

l

Gefalneubildung
Gefaldurchlassigkeit

Zellproliferation
Endothelzelle

Abbildung 3: VereinfachtesSchema zur Darstellung der Bindung von VEGF an den transmembranen VE&#zeptol
Nach extrazellularer Bindung von VEGF an den Rezeptor folgt eine Dimerisierung der Rezeptoren. AnschlieRe
intrazellular Signalkaskaden aktiviert, welche die GefaRneubildung, erhéhte Gefal3durchlassigkeit und eine Zellpr
induzieren kénme VEGFInhibitoren kénnen die Bindung von VEGF an den VE&zeptor verhinderne(stellt mi
BioRender.com).

Dies wiederumaktiviertintrazellulare Signalweg@eufeld et al. 1999; Melincovici et al. 2018;
Wu et al. 2000; Matsumoto und Claesatelsh 2001) Fur die Aktivierung von Tyrosin
KinaseRezeptoren sind sogenannte-Rezeptoren wie die Neuropiline mitverantwortlich.
Neuropilinl und-2 sind ebenfalls transmembrane Rezeptoren und binden selektiv-VEGF
Subtypen.Als Ko-Rezeptoren beeinflussen sie den Aktivitatsstatus der VE&eptoren
(Yamazaki und Morita 2006; Olsson et al. 2006; Nakamura und Goshima Bi€ir sind
drei VEGFRezeptorebekannt VEGFR-1, VEGFR2 und VEGFR3 (Yamazaki und Morita
2006; Olsson et al. 2006; Takahashi und Shibuya 2005; Neufeld et al. V&IRIFR3 wird
von endothelialen lymphatischen Zellen exprimiBa er VEGFA nichtbindet,ist VEGFR-3
fur diese Arbeit nicht weiter voBedeutung(Hamrah et al. 2004; Olsson et al. 2Q0Bje
VEGFR-1 und-2 werden von vaskularen endothelialen Zellen und +eolkbthelialen Zellen

exprimiert(Yamazaki und Morita 2006; Duffy et al. 2011; Neufeld et al. 1999; Shibuya .2006)
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Sie binden beide VEGRA (Rosen 2002; Yamazaki und Morita 2006; Shibuya 2006; Ferrara
2004, 2011) VEGFR-1 wird von Entzundungszellen, MonozyterMakrophagen und
endothelialerZellen exprimier (Olsson et al. 2006; Neufeld et al. 1999; Shibuya 2006; Tjwa
et al. 2003)DerVEGFR-1 spielteine wichtige Rolle in der Migration von endothelialen Zellen,
Monozyten und Makrophagen und somit in der pathologischen Angiogéredsghashi und
Shibuya 2005; Tjwa et al. 2003; Ng et al. 2006MEGFR-1 besitzt eine hohere
Bindungsé#initdt zu VEGF als VEGFR-2. Er weist jedoch eine geringere Tyrokinase
Aktivitat als VEGFR2 auf(Takahashi und Shibuya 2005; Ferrara 2004; Shibuya 2006; Ferrara
2011) Uber den VEGFR2 werden die meisten zellularen Antworten vermittelt, wahrend dem
VEGFR-1 eine Modulation der VEGFR-Wirkung zugesprochen wirdMatsumoto und
ClaessoANelsh 2001; Olsson et al. 2006; Ferrara 2004y Hauptfaktorfir das Induzieren

der Angiogenese istlie Hypoxie (Rosen 2002; Ferrara 2004; Melincovici et al. 2028)dere
bekannte Faktoren sindine Hypoglykamie, Hypednie ein niedriger pHWert und eine
chronische InflammatioiiMelincovici et al. 2018; Rosen 2002 Auge ist die VEGFA
Expression streng reguliert. Eine vermehrte Ausschittung von ME@kch das RPEKkann
durch HypoxiepxidativenStressZytokine und Hyperthermie ausgeléstrden(Kannan et al.
2006; Klettner und Roider 2009; Faby et al. 2014)

1.4 Die altersabhéngige Makuladegeneration

Bei der AMD handelt es sich um eine fortschreitende, degenerative, multifaktorielle
Erkrankung(Grehn 2006; Lang et al. 2008; Walter und Plange 2(8i@)stellt die haufigste
Erblindungsursache von Menschen ab einem Alter von 65 Jahren in Industrienationen dar
(Bourne et al. 2017Die Pravalenavird bei Uber 65ahrigenweltweitauf 10 - 13% geschéatzt
(SchmidtErfurth et al. 2014)Als gesicherte Risikofaktordiir die Entstehung der AMBelten

der Nikotinabusugjas Alter sowie genetische Pradispositio(@rehn 2006; Lang et al. 2008;
Walter und Plange 2017Auch die Ernahrung wird als Risikofaktor diskuti@inobbe und
Stojanoska 2017XKlinisch wird die Erkrankung in eine Frijhintermedi&r und Spatform
unterschieden. Die AMD betrifft in den meisten Féllen beide AuBendie Erkrankung zu
einer Degeneration der Makula fuhrt, wird vogtroffenerPatientermeistein grauer Schatten

im zentralen Gesichtsfeld beschrieben. Insbesondere das zentrale Sehen Buiglie.
Lesefahigkeit ist bei dieser Erkrankung beeintrachtigt. Des Weiteren zahlen Matapsien

und eine Abnahme des Kontrastempfindens zu den Symptdasnperiphere Sehen bleib
auch im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung erhalten. Ein Verlust der Sehfahigkeit tritt
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in den Spatformen der feuchten und trockenen AMO0@uEhn 2006; Lang et al. 2008; Walter

und Plange 2017)

Die Spatformen deAMD werdenin eine esudative (feuchte) und in eine niebksudative
(trockene) Form klassifiziert. Die nicleixsudative Form der AMD kommt mit ca. 80% héaufiger

vor als die egudative Form. Sie zeichnet sich durch Drugeri.4.1) Sehstérungen und einer
langsameren Fortschreitung der Erkrankung aus. Die seltener vorkomexsodative AMD
zeichnet sich insbesondere durch choroidale Neovaskularisationejrgiaale Exsudationen

und Blutungen, Bildung von GefaBmembranen unter der Retina sowie eine schnelle
Progredienz der Symptomatik ai@rehn 2006; Lang et al. 2008; Walter und Plange 2017)

1.4.1 Pathogenesund Pathomechanismen der AMD

Die AMD ist einedegenerative Erkrankurder Makula Als ursachlich werden altersbedingte
Veranderungen im  RPBfuchhMembran/AderhauKomplex  angenommen. Mit
zunehmendem Alter verandert sich die Pigmentierung der RR#len und die
Melanosomenzahim RPE reduziert sich. Des Weiterdtommt es zu eineReduktion der
Zelldichte undviederum zu eineZunahme von Lipofuszingranuia RPE(Delori et al. 2001,
Hageman 2001; Mullins et al. 2000pas RPE wird mit zunehmendem Alter anfalliger
gegenuber oxidativem Stre&traus2005)

Zur altersbedingten Veranderung dBruch-Membran gehért die Dickenzunahme. B
Dickenzunahme der Brudidembran wird durch einerhéhte Ablagerungon Biomolektlen
und Vernetzung von Kollagenfibrillemedingt Bei den meisteBiomolekulenhandelt es sich
um Abfallprodukte die u a. im Rahmen von intrazellularen Vorgangen im RPE entstehen
kénnen Berichtet wurde Uber ein@kkumulation von Periodic-acid-shift-(PAS)-positiven
Granula, MembrapestandteilenFilamenen und A esikulare Materialenfi Die anfallenden
Abfallprodukte konnen letztlich die Entstehung fokaler Ablagerungen und Drusen) (s.
begilnstigen(Guymer et al. 1999; Anderson et al. 2002)ne Dickenzunahme der Bruch
Membran resultiert in einer Veranderuimger Permeabilitdt. Der Transport Uber die Emu
Membran ist erschwert und vermindégstarita et al. 1996Per Stoffaustauscawischen dem
RPE und de€horoideaist somitbeeintrachtig{Moore et al. 1995)

Charakteristisch fur die AMD ist das Vorkommen von sogenanpghognomonischen
Drusen(Hageman 2001)in Studien wurde diskutiert, dass es sich bei Drusen um inkomplett
verdaute Abfallmaterigdn des RPE handelt, welche die Bredlembran nicht passieren
konnen. Die Abfallmaterialien gelangsomit nicht in die Choroidea urkdnnendaher nicht
entfernt werder{Crabb et al. 2002; Bird 1992; Lutty et al. 199R)eine Drusen, wie sie in
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Augen von vielen Menschen im héheren Lebensalter vorkommen kd@nekeinAnzeichen

einer AMD. Dies andert sichwennDrusen an ihrer Gro3e und Anzahl zunehrfigmutto und

Lutty 2012)Das Vorhandensein vagrof3en Drusen kann sontias erste Anzeichen féine

bisher unbemerkt&MD -Erkrankung sin (Kaarniranta et al. 2013; Bird at. 1995; Fraccaro

et al. 2015; Sallo et al. 2009)rusen beinhaltem. B. Lipide, Lipoproteine, Lipofusziund
Inflammationsfaktoren wie Komplementfaktoren, Immunoglobulitéyuman leukocyte
antigen (HLA)-Molekile und AkutePhaseProteine(An et al. 2006; Ebrahimi und Handa
2011; Johnson et al. 2011; Anderson et al. 2004; Crabb et al. 2002, 2002; Anderson et.al. 2002)
Erhbhter  oxidativer  Stress, n& chronische Entzindung undanhaltende
Komplementaktivierungsollen eine entscheidende Rolle in der Bildung von Drusen spielen
(Anderson et al. 2002; Johnson et al. 2011; Hageman 2001; Anderson et al. 2010; Johnson et
al. 2001; Krohne et al. 2010; Wang et al. 2009)

Der xidative Stressdie vermehrte Ablagerung von Lipiden und dNeoangiogenesdragen
zumgrol3ten AnteiderEntwicklung der AMD be{Curcio et al. 2011; Miller et al. 2013; Shaw

et al. 2016) Ein weiterer Hauptrisikofaktor der AMBEntstehung isteine chronische
Inflammation(Datta et al. 2017; Kauppinen et al. 2016; Xu et al. 20fl8)insbesondere durch
oxidativen Stress im RPEervorgeruferwerden kann(Kauppinen et al. 2016)0xidativer
Stressund die chronische Inflammation induzieren eine erhohte Sekretion von VAEGF
(Klettner und Roider 2012; Kannan et al. 2006; Faby et al. 2014; Adamis et al. 1993; Klettner
et al. 2013h)was auclin in vitro Studienbelegt werdeikonnte(Bian et al. 2007; Nagineni et

al. 2012) Eine erhohte Sekretion von VEG¥bei gleichzeitigem Vorhandensein von Defekten

in der BruchMembran ist Voraussetzung fur die Bildung von orhdeal®
NeovaskularisationemMeueGefale konnenvon der Choroide&n densubretinalen Raum und
direkt unter dasRPE einwachsen(Bhutto und Lutty 2012; Green und Wilson 1986j
subretinalen Raurkann esweiterhinzu einer Odembildung und fibrotischen Veranderungen
kommen. Die pathologischen Veranderungen kdnnen in ihrer Gesamtheit zu einem Verlust de
Selvermoégendgihren(Lang et al. 2008; Walter und Plange 2017; Fraccaro et al. 2015; Bhutto
und Lutty 2012)

1.4.2 Therapie mit VEGHnhibitoren

Der Goldstandard zur Behandlung dersusdativen AMD ist die Therapie mit VEGF
Inhibitoren. Die VEGHnNhibitoren werden hierfirin bestimmten zeitlichen Intervallen
intravitreal injiziert(Holz et al. 2011; VeleMontoya et al. 2013; Schmidhrfurth et al. 2014)
Funf VEGFInhibitoren stehen flr die Behandlung desweativen AMD zur VerfigungDas
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sind Ranibizumab (Lucent®), Aflibercept (Eyle®), Bevacizumab (Avast®),
Brolucizumab(Beovu®)und Pegaptanib (Macugen®@litchell et al. 2010; Heier et al. 2012;
Jyothi et al. 2010; Markham 2019; Ng et al. 200Bapaptaniliickteaufgrund degeringeren
Wirksamkeit im Vergleich zWAflibercept, Ranibizumalund Bevacizumalzur Therapie der
AMD in den HintergrundSchmidKubista et al. 2011; Nagpal et al. 200Ranibizumab,
Aflibercept, Bevacizumab und Brolucizumaieisen sowohl molekulatgnterschiedals auch
Unterschiede in ihrer Bindungsaffinitatm0W/EGF auf(Avery et al. 2017)

Der AngiogenesehemmeAflibercept ist ein rekombinantes Fusionsprotemit einem
Molekulargewicht von 115 kDaDas Fusionsprotein besteht aus einemFFagmenteines
humanerimmunglobulin G [gG) sowie einelg-Domane voVEGFR-1 undeiner IgDomaéane
von VEGFR2. Aflibercept bindet an verschiedene Isoformen von VEEGWEGFB und an
denPlacenta growth factofPapadopoulos et al. 2012; Heier et al. 2014; Avery et al. 2017)
Bevacizumatlist ein humanisierter monoklonaler Antikdrpeit einem Molekulargewicht von
149 kDa Er besitzizwei Bindungsstellen unkindetan alle Isoformen von VEGRA. Ebenso
wie Aflibercept enthélt Bevacizumab ein-Fcagmen{Ferrara et al. 2004Hierbei handelt es
sich um ein Zytostatikum, welches aufgrund finanzieller Grinddab#l in der AMD
Therapie eingesetzt wil@ro et al. 2020)

Bei Ranibizumab handelt es sich um ein monoklanaatikdrperfragnent mit einer
molekularerMasse von 48Da. Es besitzt im Vergleich zu Aflibercept und Bevacizumab kein
Fc-Fragment undhat von den vier VEGInhibitorendie kiirzeste Halbwertszdierrara et al.
2006; Xu et al. 2013)Ebenso wie Bevacizumab bindeanibizumaballe Isoformen von
VEGF-A (Ferrara et al. 2006; Lowe et al. 200Bjolucizumab ist der neuste VE@Rhibitor,
welcher fur die Therapie der exudativen AMD zugelassamde Er bindet die drei
Hauptformen von VEGHA und verhindert die Interaktion zwischen den beiden VEGF
Rezeptoren, VEGFR und-2 (Markham 2019)Brolucizumahweistdas niedrigste molekulare
Gewicht der vier VEGHnhibitoren mit 26 kDaauf (Tadayoni et al. 2021Fshandelt sich um
ein humanisiertes monoklonaldstikdrperfragment mit einer einzelnen -Rette @ngle-
chain antibody fragmeh{Tadayoni et al. 2021; Dugel et al. 2020; Markham 20I0Bginer
Phasdll -Studie erreichte Brolucizumab eine ahnliche Wirksamkeit und Sicherheit wie
Aflibercept. Intraokulare Entzindungen, einschliel3lich retinale Vaskulitis und retinale
GefalRverschlissevurden in der Brolucizuma@ruppejedochhaufiger als in der Aflibercept
Gruppe beobachtdKhanani et al. 2022)Da de Anwendung von Brolucizumabu einem
andauerndem Visusverlust fihré&@nn ist dessen Gehuch umstritten(Rosenfeld und
Browning 2020) Die Abbildung 4 verdeutlicht die Unterschiede der vier VEGfhibitoren.
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Aufgrund ihrer molekularen Eigenschaften sind Aflibercept und Bevacizumab Bestandtell

dieser Arbeit.

Aflibercept Bevacizumab Brolucizumab Ranibizumab
rekombinantes humanisierter humanisiertes Fab-Antikorperfragment
Fusionsprotein monoklonaler Antikdrper monoklonales 48kDa

115 kDa 149kDa Antikdrperfragment

26kDa

Abbildung 4: Die vier VEGFInhibitoren zur Behandlung der esudativen altersabhangigen Makuladegeneratit -
Vereinfachte Darstellung der VE@Rhibitoren zur Veranschaulichung ihrer unterschiedlichen molekularen Stru
und Molekiimassen.

1.4.3 Interaktionen von VEGHnhibitorenmit dem RPE

Die Therapie der exidativen AMD mit VEGFInhibitoren ist kein kurativer Therapieansatz.

Zu Beginn der Therapie ist ein Visusgewinn mdglich, der im Laufe der Therapie jedoch meist
wieder verloren gehwielmehr wird dasvoranschreiterder Erkrankung verhindert. Um dies

zu gewahrleisten, ist eine Langzeitbehandlung mit wiederholten intravitrealen Injektionen nétig
(SchmidtErfurth et al. 2014; Rofagha et al. 2018prherige Studien konnten Interaktionen
zwischenRanibizumab, Aflibercept und Bevacizumatit dem RPE nachweisdilettner et

al. 2010; Klettner et al. 2014c; Aboul Naga et al. 2015; Dithmer et al. 2016; Ranjbar et al. 2016;
Vo et al. 2018) Dabei wurde festgestellt, daBanibizumab, Aflibercept und Bevacizumab
vom RPE aufgenommewerdenund sich auf die Funktionen des RPE auswirkénnen
(Klettner et al. 2014c; Spitzer et al. 2006; Klettner et al. 20D8s gilt insbesondere fir
Aflibercept und Bevacizumaldie in dieser Arbeit genauer betrachtet werden, da sie aufgrund
ihres FeFragmentdiber denFc-Rezeptor in das RPE aufgenommen umdGegensatz zu
Ranibizumab aucHort gespeichert werd&wnnen(Dithmer et al. 2016)

An der Aufnahme und dem intrazellularen Transport Aflibercept und Bevacizumadind
insbesondere das Aktin und Myosin7a bete{ligftoul Naga et al. 2015; Dithmer akt 2016)

Die Zellen des retinalen Pigmentepithels beinhalten eine hohe Anzahl an Aktinfilamenten
(Aboul Naga et al. 2015; Haley et al. 1988ktin Ubernimmt unterschiedliche Funktionen.

Dazu gehden die Bildung des Zytoskeletts sovder intrazellulare Transpovbn Substanzen
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und Zellbestandteile(Miura und Roider 2009; Wittchen et al. 1999; Zajac et al. 204)n

ist ein Strukturprotein und lasst sich die drei FormenU-, -, Bind 2-Aktin einteilen Ein
Aktinmolekil wird als GAktin bezeichnet. Hierbei handelt es sich um ein Monomer. Mehrere
Aktinmonomere bilden filamenttsesAktin. Im RPE ist FAktin am Endosomentransport, der
Phagozytose und an dem Transport von Melanosomen bef2djgt et al. 2013; Futter 2006;
Chaitin und Hall 1983)Fur diebisherbeschriebenen Transportvorgdnge im RPE konnte eine
Interaktion zwischen fAktin und Myosin7a festgestellt werdéirutter 2006)

Myosin7a ist ein Mitglied der Familie der unkonventionellen Myoskt&sson et al. 1996Fs
handelt sich um ein AktiWbindendes Motorprotein mit diversen Funktionen. Priméar ist
Myosin7a in der Bewegung von intrazellularen Substanzen, Membranen und Organellen
entlang der Aktinfilamente beteiligt. Neben der Niere, der Lunge, und dem Inmishaolas
Vorhandensein von Myosin7a auch in der Retina und dem RPE zu verzefetasson et al.
1996; Weil et al. 1995Myosin7a istz.B. an dem intrazellularen Transport von Phagosomen
beteiligt, die u.a. verbrauchte Photorezeptoraul3ensegmente beiGditen et al. 2003)Des
Weiteren wurde in vorherigen Studien beschrieben, dass Myosin7a an dem Transport von
Melanosomen und dem Sehpigment RPEGE5 beteiligElshmraoui et al. 2002; Lopes et al.
2011) In den Arbeitervon Aboul Naga et aR015sowie Borchers et a2021 wurdesowohl

eine Interaktion zwischen Myosin7a mit VE&G#hibitoren als auch mit Aktin in Kurzund
Langzeitversuchen beschrieb@boul Naga et al. 2015; Borchers et al. 2021)

Im RPE interagiert Myosin7a mit Lysosom@&oni et al. 2005Bei Lysosomen handelt es sich

um Membrarumschlossene Zellorganellen. Sie enthalten hydrolytische Enzyme und
Phosphatasen, die wiederum Fremdstoffe oder korpereigene Stoffe aldbiswudbbau von
VEGFInhibitoren durch Lysosomen im RPE widiskutiert(Borchers et al. 2021; Hunziker
und Geuze 1996; Soni et al. 2005)

Die intravitreal applizierten VEGHhibitoren missenfir ihre Wirkung den subretinalen
Raum erreichen, umedBildung von choroidealen Neovaskularisationen entgegenzuwirken.
Studien wurde untersuchhwiefern das RPE mittels Aktin, Myosin7a und Lysosomen an der
Aufnahme, dem intrazellularen Transport und dem AblmauVEGFInhibitoreneine Rolle
spielt(Dithmer et al. 2016; Heiduschka et al. 2007; Klettner et al. 2009; Aboul Naga et al. 2015;
Ramsay et al. 2019Mdogliche Auswirkungen der AMWEGFTherapie auf das RPE sind
Gegenstand vieler StudiéBchottler et al. 2018; Rofagha et al. 2013; Lois et al. 2013; Gerding
2016) In vitro konntenbereitsAuswirkungenbzw. Interaktionen zwischen VEG@Rhibitoren

und dem RPHerausgearbeitet werdéAboul Naga et al. 2015; Dithmer et al. 2016; Klettner
et al. 2009; Klettner et al. 2010; Klettner et al. 2014c; Sdeniteri et al. 2016; Schnichels
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et al. 2013) In der Studie von Klettner et al. 2009 wurd@udie Aufnahme von Bevacizumab

und Ranibizumab in primare RPEellen Uber verschiedene Zeitraume untersy€ldttner et

al. 2009) Bevacizumab konnte nach einem Zeitraum von sieben Tagen noch in den priméren
RPEZellen nachgewiesen werden, wahrend Ranibizumab bereits nach einem Tag nicht mehr
in den Zellen nachzuweisen w&iettner et al. 2009)Eine weitere Studie dieser Arbeitsgruppe
beschaftigte sich mit Bevacizumab und Ranibizumab und deren Auswirkungen auf die
Proliferation primarer RPEellen, die Wundheilung und Phagozytogélettner et al. 2010)
Bevacizumab hatte einen starkeren Einfluss auf die Zellproliferation verglichen mit
Ranibizumab. Zuséatzlich zeigte sich eine reduzierende Wirkung von Bevacizumab auf die
Phagozytose primareRPEZellen (Klettner et al. 2010)In Schnichels et al. 2013 wurde
beschrieben, dass Stimulationen mit Aflibercept necter 24, 48 und 72 Stunden den
geringsten Einfluss alneispielsweisdie Zellmorphologiedie Apoptosedie Zellviabilitat der

in der Studieuntersuchten Zelllinie verglichen mit Bevacizumab und Ranibizumab aufwies
(Schnichels et al. 2013pie Auswirkungen von Aflibercept adfe Funktionen primérer RRE
Zellen war ebenso Bestandteil von Klettner et al. 2(Kléttner et al. 2014c)Aflibercept
konnte in den dort verwendeten Experimenten bis zu sieben Tag&PE nachgewiesen
werden(Klettner et al. 2014c)Ein Einfluss auf die Zytotoxizitat konnie dieser Arbeinhicht
festgestellt werden. Es zeigte sich jedoch eine Beeintrachtigung der Wundheimags
Phagozytosefunktioned RPEKIettner et al. 2014c}ur Bevacizumab konntdnteraktionen

mit Endosomen, Aktinflamenten und Myosin7a beobachtet werden, die auf einen
intrazellularen Transport im RPE durch diese Molekile bzw. Zellbestandteile hin{iloeh

Naga et al. 2015)Nach Stimulationen Uber sieben Tagen zeigte sich zusatzlich eine
Akkumulation von Bevacizumab innerhalb des RRBoul Naga et al. 2015Die Ergebnisse

der Stulie von SaenaleViteri et al. 2016weisen dartuber hinausauf einen mdglichen
praventiven Effekt der VEGHhibitoren Aflibercept, Bevacizumab und Ranibizumab auf die
Barrierefunktion des RPE unter oxidativem Str&aenzde-Viteri et al. 2016)

1.5 Fragestellung

Die Mehrzahl der bisher durchgefiihrten Studien beschéaftigte sich mit modglichen
Auswirkungen derVEGFInhibitoren n Kurzzeitversuchen. Eine Therapie mit VEGF
Inhibitoren wird jedoch wiederholt Gber einen langen Zeitraum durchgdfsitinmidtErfurth

et al. 2014; Holz et al. 2011; Veldgontoya et al. 2013) Die Auswirkungen einer
Langzeitbehandlung mit VEGHhibitoren sind nicht ausreichend erforscht. Des Weiteren

wurden in den meisten bisherigen Experimenten vorangegangener Studien gesunde und vitale
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RPEZellen verwendet. Das RPE durchlauft Gber die J@dech gewissealtersbedingte
VeranderungeiiDelori et al. 2001; Hageman 2001; Guymer et al. 1999; Mullins et al. 2000)
DabeispielenEntziindungsprozesse eiRolle inder Pathogenese dersagativen AMD die
neben altersbedingten Veranderungen des RPE weitere Veranderungen hervorrufen kénnen
(Datta et al. 2017; Kauppinen et al. 2016; Xu et al. 20(kste Effekte einer
proinflammatorischen Aktivierung auf die Viabilitdt und Funktion des RPE sind in vorherigen
Studien untersucht worddierheyden et al. 2021; Klettner et al. 20289 konnte unter der
Gabe von proinflammatorischen Substanzen eine herabgesetzte Viahilitdt
Barrierefunktion, reduzierte RPE&xpression und Wundheilung der getesteten ZBlen
festgestellt werde(Klettner et al. 2020)TLR-Agonistenwie z. B. Polyl:C und LPS kdnnen
eine Zytokinexpression im RPE induziel@erheyden et al. 2021pie Ergebnisse der bisher
durchgefuhrten Studien weisen darauf hin, dassh proinflammatorisch induzierte
Veranderungen im RPE auf die Aufnahme, den Transport sowie auf den Abbau der VEGF
Inhibitoren auswirkekonnten(Terheyden et al. 2021; Klettner et al. 2020)

Ziel dieser Arbeitist es zu untersuchenob eine proinflammatorische Aktivierung einen
Einfluss auf die RPEYEGFInhibitor-Interaktion haben kdnntelierfir erfolgten Experimente

mit den TLRAgonisten LPS (TLR4), Poly I:C (TLR3) und dem Entziindungsmediator
TNF-U sowi e d e n -lbhiitotre Mflibext&pG Fund BevacizumabDie
Stimulationszeitrdume betrugeimen siebenund 28 TageNach Beendigung dgeweiligen
Stimulationszeit erfolgte eine Messung der ZdHwbilitat sowie Anzahl der Zellkerne
Veranderungen des Aktinskeletts wurden ebenfalls betrachtet. Des Weiterem wiligde
Aufnahme der VEGHnhibitoren, der intrazellulare Transport durch Myosin7a und der Abbau

durch Lysosomenntersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Gerate

Tabellel: Verwendete Laborgerate

Material und Methoden

Geréate/lnstrumente Beschreibung Firma Firmensitz
Abzug 7560 F Kottermann GmbH Uetze, D
Autoklav Varioklav® H+P ~ Thermo Fisher Dreieich, D
Scientific GmbH
Brutschranke HeracelE VIOS Thermo Fisher Dreieich, D
160i Scientific GmbH
C O-Inkubator
Feinwaage Sartorius Analytic Géttingen, D

Fluoreszenzfilter
Set 49
FluoreszenZzfilter
Set 38High
efficiency(HE)
FluoreszenZzfilter
Set 43 HE

Fluoreszenzfilter
Set 50

Mikroskopkamera

Mikroskop
Axiolmager.M2

Gefrierschranke

Inkubationsschiittler

Excitation 365/50,
Emission 445/50
Excitation 470/40
(HE), Emission
525/50 (HE)
Excitation 550/25
(HE), Emission
605/70 (HE)
Excitation 640/30,
Emission 690/50
AxioCam MRm,

monochrom

-20°C

-80°C

Inverses Mikroskop Axiovert 100

Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

Carl Zeiss AG

Liebherr

Thermo Fisher

Scientific GmbH

Infors HT
Carl Zeiss AG

Oberkochen, D

Oberkochen, D

Oberkochen, D

Oberkochen, D
Oberkochen, D
Oberkochen, D
Kirchdorf an der
lller, D

Dreieich, D

Bottmingen, CH
Oberkochen, D
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Magnetruhrer Combimag RCT  IKA® -Werke, GmbH & Staufen, D
Co.KG
Mikroplattenleser ~ ELx800E BioTek Instruments, Winooski, VT,
Inc. USA
Mikroskop Apotome.2 Carl Zeiss AG Oberkochen, D
Mikroskopkamera  AxioCam MRc5 Carl Zeiss AG Jena, D
Pipetten 2,57 1000 pl Eppendorf AG Hamburg, D
Research Plus
Saugpumpe Integra Vacusafe Integra Bioscience AG Zizers, CHE
comfort
Sterilbank Safe 2020 Thermo Fisher Dreieich, D
Scientific GmbH
Wasserbad 1086 GFL® Burgwedel, D
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries Bohemia, NY,
Mixer USA
Zentrifugen Centrifuge 5414 Eppendorf AG Hamburg, D
Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher Dreieich, D
Scientific GmbH
Sorvall ST 40 Thermo Fisher Dreieich, D
Scientific GmbH
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle2: Verwendete Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien Gr63e/Volumen Firma Firmensitz
Deckgléaschen 18 mmy@ Th. Geyer GmbH Renningen, D
& Co.KG
Einkanalpipetten 10 pl, 100 pl, Eppendorf AG Hamburg, D
1000l
Reaktionsgefalie 1,5ml Eppendorf AG Hamburg,D
Objekttrager 76 X 26 mm Karl Hecht Sondheim, D
Parafilm Bemis Company  OshkoshWi,
USA
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Pipettenspitzen 107 1000 pl Eppendorf AG Hamburg,D
Biosphere Filter
Tips
Pipettenspitzen 107 1000 pl Sarsted AG & Numbrecht, D
Ko.KG
Serologische Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml  Sarsted AG & Numbrecht, D
Ko.KG
Zellkulturschale 21cm? Sarsted AG & Numbrecht, D
Ko.KG
Zellkultur Titerplatte 12-, 24 und 96 Sarsted AG & Numbrecht, D
Well Ko.KG
Zentrifugationsrohrcher 15 ml, 25 ml und Sarsted AG & Numbrecht, D
50 ml Ko.KG
2.1.3 Chemikalien
Tabelle3: Verwendete Chemikalien
Chemikalie Hersteller Herstellersitz
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH+ Co.KG Karlsruhe, D
>995 %
Kaliumhydroxid KOH) 10 % WalterCMP GmbH & Co. KG Kiel, D
3-(4,5-Dimethylthiazot2-yl)- SigmaAldrich Corporation St. Louis, MO, USA
2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT)
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH + Co.KG Karlsruhe, D
TritonE X-100 Carl Roth GmbH + Co.KG Karlsruhe, D

2.1.4 Antikdrper und Farbemittel
Tabelle4: Verwendete Antikdrper und fluoreszierende Farbstoffe futrdreunfluoreszenz

Antikorper Wirt Stamm- Verdinnung Hersteller Hersteller-
l6sung Sitz

Anti-Human  Ziege, 2mg/ml 1:1000 Invitrogen AG  Carlsbad,

IgG (H+L) CA, USA
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Alexa Fluor

® 555
Anti- Esel, 2 mg/ml 1:500 Invitrogen AG  Carlsbad,
Kaninchen  Alexa Fluor CA, USA

® 647
Anti-Ziege Esel, 2mg/ml  1:500 Invitrogen AG  Carlsbad,
IgG (H+L) Alexa Fluor CA, USA

® 647
Hoechst Flourescent 1 mg/ml 1:500 SigmaAldrich  St. Louis,
33258, Dye Corporation MO, USA
Bisbenzimide 358
H
Lamp-2 Ziege 200 pg/ml  1:200 Santa Cruz Dallas, TX,
(C-20) Biotechnology USA
Myosin Vlla Kaninchen 200 pg/ml 1:200 Santa Cruz Dallas, TX,
(H-60) Biotechnology USA
Phalloidin 10nmol in  1:50 SigmaAldrich  St. Louis,
Atto 488 500ul Corporation MO, USA

Methanol
(MeOH)

2.1.5 Zellkulturmedien, Losungen und Reagenzien

Tabelle5: Verwendete Zellkulturmedien, Losungen und Reagenzien

Zellkulturmedium/ Zusatze Hersteller Herstellersitz
Losung/Reagenzien

Ampuwa (Aqua bidest) Fresenius Kabi Bad Homburg, D
Deutschland
GmbH

Collagen A Biochrom GmbH Berlin, D

DAPI FluoromountG® SouthernBiotech  Birmingham, AL,

USA
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Dul beccods M Mit Biochrom GmbH Berlin, D
Eagl e 6 s(DMEM) i Natriumhydrogen
High Glucose carbonat

(Na HQ®D-

Glucose 4,5/ml,

Na-Pyruvat,

Nicht-essentielle

Aminosauren,

HEPES, Phenolro
Dul beccods M MitNaHCO- , BiochromGmbH Berlin, D
Eagl e 6 s (DMEM) i Glucose 46 g/ml,

High Glucose ohne Phenolrot
Dul beccobs Biochrom GmbH Berlin, D
Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS), 10x
Fetales Kalberserum (FKS) LINARIS Dossenheim, D
Biologische
Produkte GmbH
Immersionsél (Immersél Carl Zeiss AG Oberkochen, D
518 F)
Nicht essentielle Biochrom GmbH Berlin, D
Aminosauren (NEA), 100x
Penicillin/Streptomycin, Biochrom GmbH Berlin, D
10.000 U/ml
ROTI®ImmunoBlock Carl Roth GmbH Karlsruhe, D
+ Co.KG
Trypsin Biochrom GmbH Berlin, D
Trypsin/EDTA Biochrom GmbH Berlin, D

(Ethylendiamintetraacetat
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2.1.6 Anti-VEGFSubstanzen
Tabelle6: Verwendete AntVEGFSubstanzen

Material und Methoden

Wirkstoff Handelsname Konzentration Hersteller Herstellersitz
Aflibercept  Eylea® 40 mg/ml Bayer AG Leverkusen, D
Bevacizumab Avastin® 25 mg/ml F. HoffmannLa Basel, Schweiz

Roche AG

2.1.7 Entzindungsmediatoren

Tabelle7: Verwendete Entziindungsmediatoren

Bezeichnung Losungsmittel Hersteller Herstellersitz
Lipopolysaccharid aus  Phosphatgepufferte Sigma St. Louis, MO, USA
Escherichia colO55:B5 SalzlosungPBS  Aldrich

(LPS) Corporation

Polyinosinsaure:Polye  Aqua bidest Tocris Bristol, UK

tidylsaure (Poly I:C) Bioscience

Rekombinanter humanel PBS Research anc Minneapolis, MN, USA
Tumornekrosefaktet) Diagnostic

CF (rhTNFO) Systems, Inc.

2.1.8 Software

Tabelle8: Verwendete Software

Software Version Firma Firmensitz
AXxiovision Rel. 4.8 Carl Zeiss AG Oberkochen, D
GenE 1.04.5 Biostep GmbH Burkhardtsdorf, D
Microsoft Office Ver.2010 Microsoft Redmond, WA, USA
ImageJ (freie Fiji Wayne Rasband (NIH) Bethesda, MD, USA
Software)

Zen 2 2012 Carl Zeiss AG Oberkochen, D
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologische Methoden
2.2.1.1 Kultivierung von ARPEL9-Zellen

Die Arbeiten mit zellbiologischem Materid&nden unter sterilen Bedingungen unter einer
Sicherheitswerkbank statt.Die in den Experimenten verwendete adulte retinale
Pigmentepithelzelllinit9 (ARPE19) entstamim einer humanen Zelllinie, welche
urspringlich vom Augapfel eines -J&hrigen Spenders isoliert wurd®unn et al. 1996)
Hierbei handelt es sich um ein etabliertés vitro Modell, da diese retinale
Pigmentepithelzellinieinigefunktionelle und strukturelle Eigenschaften des RPE beBitzt

zur Verwendung wurden ARPES3-Zellen mit niedriger Passagezahl in Kryoréhrchen -bei

80 °C konserviert.

Trypsin - Ethylendiamintetraacetat (EDTAphosphatgepufferte SalzlosufgBS und das
ARPE-19-Nahrmediumwurdenim Wasserbad au87 °C erwarmt. Fir die Herstellung des
ARPE-19-Nahrmediunswurdeeine Flasch® ul beccods Modi fi ed iEagl ed
high glucosevon Biochrom GmbH verwendet. In die Flasche wurdersatzlich Sml
Penicillin/Streptomycin(Pe/St), 50nl fetales Kélberserum (FKS), rbl nicht essentielle
Aminosauren (NEA) und 5,8l Natriumpyruvat appliziert.

Vor jeder Vermehrung wurden die Zellen unter dem Mikroskop auf Wachstum und Aussehen
beurteilt. Nur konfluente und vitale Zellen wurdeermehrt Dafiir wurden die Uberstande
abgesaugt undrhl warmes PBS+ Pe/Stmit einer Pipette in die Zellkulturschale hinzugegeben
Nach Alsaugen von PBS + Pe/Sturden 1,5ml TrypsinEDTA in die Zellkulturschale
appliziertund diese fuzehnMinutenin einenBrutschrank gestellAnschlielBendvurden zim
Neutralisieren von TrypsiEDTA 3ml ARPE19-Nahrmedium der Zellkulturschale
hinzugefligt. Zum Ablésen der Zellen vom Schalenboden wurddB&&19-Nahrmedium

mit einer Pipette mehrmals vorsichtig auf und ab pipettiert. Die Zellsuspension wurde in einem
50-ml-Zentrifugenréhrchergesammelt und anschlieRend bei @Utin fur funf Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das PellenlMRPE19-Nahrmedium
resuspendiert. Zuletzt wundelOml ARPE19-N&hrnmedium in das Zentrifugenréhrchen
hinzugdtgt und das ARPE9-Nahrmedium mit der Spension vorsichtig vermischt. Fur die
Vermehrung wurden jeweils 3 ml der entstandenen Zellsuspension in eine neue
Zellkulturschale verteilt. Fir Experimente wurdenlLZellsuspension in jedes Well einer-12
Well-Titerplatte oder je 0,5ml pro Well einer 24-Well-Titerplatte pipettiert Fur die
Kultivierung derARPE-19-Zellenwurdendie Zellkulturschalen bzw. 124-Well-Titerplatten
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im Brutschrank bei 37 °C und 5% @OGehalt aufbewahrt. Ein Austausch d8RPE19
Nahrmediums erfolgte alle drei bis vier TaBei jedem Wechsel des ARPB -Nahrmediums

wurdendie Zellen auWachstum und/italitéat Gberpruft.

2.2.1.2 Kollagenbeschichtung von Deckglaschen

Die Oberflachenmodifikation der Deckglaschen erfolgte mit Kollagen, umagiseeichende
Adhasionder ARPE19-Zellen fiir die nachfolgende Immunfluoreszenz zu gewahrleigten.
Ansetzen der Kollagengebrauchslésumgrde Collagen A1 mg/ml) nach Herstellerangaben
1:3 mit sterilan PBSauf 0,33mg/ml vedinnt In jedes Well einer 12Vell-Titerplatte wurde
vorab ein Deckglaschen gelegtMithilfe einer Pipette wurde 325 pl der
Kollagengebrauchslosunguf jedes Deckglaschen appliziert.ieD12-Well-Platte wurde
daraufhinfiir 30 Minuten in den Brutschrank gestellDie Kollagengebrauchslosung konnte
nach 36minutiger Einwirkzeit vorsichtig aus den Wells abgesaugt werden. AnschlieRend folgte
dasWaschen der Deckglaschen miinl PBS + Pe/Spro Well. Nach Entfernung von PBS +
Pe/St wurde die 12-Well-Titerplatte zum Trocknen fir zwei Stunden in d
Sicherheitswerkbank gestelie fertige 12Well-Titerplattewurde steril verpackt und bis zum
Gebrauch luftdicht verschlossen béiCGlgelagert.

2.2.1.3 Stimulation

Die Stimulationszeiterbetrugeneinen siebenund 28 Tage Vor Beginn jeder Stimulation
wurden die Zellen kroskopisch kontrolliertDas verbrauchtéahrmedium wurde abgesaugt.

Die Entziindungsmediator&NF-U(in denKonzentrationer2,5 25bzw.50 ng/m), Poly I:C

(in den Konzentrationed; 10 bzw. 100ug/ml) und LPS(in den Konzentrationen,1; 1;
10ug/ml) sowie die VEGFKInhibitoren Aflibercept (250ug/ml) bzw. Bevacizumab
(250 ug/ml) wurdenentsprechend der Stimulationsschematagbelle 9- 11) zusammen mit
jeweils 1 ml ARPE-19-Nahrnediumin die Wells einer 12Vell-Titerplatte gegebenJedes
Experiment wurde mindestens drei Mal durchgefifiit.jedes Experimergindverschiedene
Tochtergenerationen an ARPIB-Zellen verwendet worden

Die Stimulationslésung wurde wahrend einer Versuchsdauer von sieben Tagen und vier
Wochenzwei Mal pro Wocherneuert. Zelliberstande wurden vor ErneuerungAizE19
Nahrmediums bzw. der Stimulationslésung fur weitere Versuche gesammelt. Nach
Zentrifugation der Uberstande bei 13.000nin fur funf Minuten wurden diese im

Gefrierschrank bei 80 °C aufbewahrt.
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Tabelle 9: Stimulationsschema einer -A¥ell-Titerplatte mit Poly 1:C, Aflibercept und

Bevacizumab

Kontroll 10g/ mll P©| 1@®g/ mll :P@© 1009/ mll :P(

250g/ ml 2509/ ml 2509/ ml 2509/ ml
Afl i ber (Afl i bercep/Afl i bercep/Afl i bercep
+ Qg/ mll Pol+ O/ mll Pe+ 100 Od/ln

250g/ ml [250g/ ml 2509/ ml 2509/ ml
Bevaci ziBevaci zuma/lBevaci zumaBevaci zuma
+ Ag/ mll Pol+ ©@§/ mll P©+100g/ ml!l :Pt

Tabelle 10: Stimulationsschema einer -\Zell-Titerplatte mit TNFU , Afl i bercept

Bevacizumab

Kontroll 12ng§/ ml-UT| 2% g/ mI-UTN 5G0g/ ml-UTN

250g/ ml 2509/ ml 2509/ ml 2509/ ml
Afliber Afl i bercepAfl i berceplAfl i bercep
+ 12gH/ml-UT|+ 2§/ mI-UTN+ &@/ ml-UTN

250g/ ml |[250g/ ml 2509/ ml 2509/ ml
Bevaci ziBevaci zuma/lBevaci zumaBevaci zuma
+ 12glml-UT+ 2§/ mI-UTN+ @/ ml-UTN

Tabelle 11: Stimulationsschema einer -1¥ell-Titerplatte mit LPS, Aflibercept und

Bevacizumab

Kontrol| 0,8g/ ml LP| 10g/ ml LP| 1@®g/ ml LE

2509/ ml 2509/ ml 2509/ ml 2509/ ml
Afliber Afl i berceptAfl i bercepAfl i bercep
+ g2 ml LP/+ Qg/ ml LP+ ©@/ ml LF

2509/ ml 2509/ ml 2509/ ml 2509/ ml
Bevaci z/|Bevaci zumalBevaci zumaBevaci zuma
+0,8g/ ml LP/+ QAQg/ ml LP+ ©@/ ml LF
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2.2.2 Testung der Zellviabilitat

Zur Uberprufung der Zellviabilitatach beendeter Stimulation der ARP&Zellen wurde der
3-(4,5-Dimethylthiazot2-yl)-2,5diphenyltetrazoliumbromid (MTFJest durchgefuhr{Riss

et al. 2004) Der gelbe, wasserlosliche Farbstoff MTT wird von den vitalen Zellen zu blau
violettem, wasserunloslichen Formazan reduziert. Gemessen wird die metabolische Aktivitat
der Zellen nach einer bestimmten Stimulationsdagiee() sieberund 28Tagg. Am Ende der
Durchfiihrung des MTATests wird der entstehende Farbstoff photometrisch quantifiziert.
Zur Herstellungder MTT-Gebrauchslosung wurde 1 ml MABsung mit 9 ml DMEM ohne
Phenolrot gemischt urtieseim Wasserbad auf Raumtemperagwarmt Nach Abnahme de
Uberstandeus den Wellsvurden die stimulierten Zellen zweimal mit jeweils 500 pl warmen
PBS+Pe/St gewaschen. Pro Well wurden 250 ul warmeJ@€&brauchslésung hinzugegeben
und dieTiterplatte furzwei Stundernim Brutschrank bei 37C inkubiert.Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurde die MTGebrauchslosung entfernt, jeweils 2500imethylsulfoxid
(DMSO) in jedes Well hinzugefliigt und diBterplatte furfinf Minuten bei 37°C und 110
U/min auf deninkubationghittler gestellt. In einer 9®/ell-Titerplatte wurde als Nullwert
150l DMSO pipettiert. In dietibrigen Wellsder 96Well-Titerplatte wurden jeweil400 pl
DMSO gegebenAus jedem Well der stimuliertemiterplatte wurden jeweils 5l zu den
100l DMSO der 96Well-Titerplattepipettiert. Jede Probe wurde als Doppelwert in die 96
Well-Titer vorgelegtDie Platten wurden mit der Software G&nsind dem Mikroplattenleser

bei 550nm photometrisch ausgelesen und ausgewertet.

2.2.3 Immunfluoreszenzmikroskopie

Fur dielmmunfluoreszenzuntersuchungearde ein modifiziertes Protokoll nach Aboul Naga
et al. 2015 verwende{Aboul Naga et al. 2015)Zur Vorbereitung wurde 3%iges
Paraformaldehyd (PFA) hergesteHiir die Herstellung von 3%igem PFA musste zuerst eine
18,5%ige PFALOsung hergesteliverden. Hierfur wurd®,975g PFA, 4,8ml Aqua dest. und
17,5ul 2-M-Kalilauge (KOH) in einem Becherglas gemiscl@tum Lésen des PFA in Aqua
dest. und der Kalilauge wurde das Becherglas fiM2Qitenunter geringer Warmezufuhr auf
einen Heizmagnetruhrer gestellt. Die Losung wuadschlieBendnit 25ml PBS auf 3%iges
PFA verdinntZuséatzlichwurde zur Herstellung deBlockierung$dsung RotilmmunoBlock
1:10 mit Aqua dest. verdinnt und lichtgeschutzt fir spatere Verwenduegsz aufbewahrt.
Nach Ablauf der Stimulationsze(in, siebenoder 28 Tageyvurden die Uberstande aus den
Wells der 12Well-Titerplatte mit Deckglascheenthommen undn jedes Well je Inl

Nahmedium zu denZellen pipettiert Das ARPE19-Nahrmedium wurde anschlie3end
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abgesaugtZur Fixierung der Zellen auf den Deckglaschearde je 1 ml des im Vorfeld
hergestellten 3%igem PFA jedes Wellappliziert. Die Einwirkzeit de3%igen PFAbetrug 15
Minuten Danach wurde das PFA entfernt und die Zellenfdif Minuten mit 1 ml PBS
gewaschen. Um eine Antikérperaufnahrire die Zellen zu gewahrleistenwurde zur
Permeabilisierung der Zellmembran 1 Onl %iges TritonE X-100als Detergenz verwendet.
Die Einwirkzeit zur Permeabilisierung wiimf Minuten Anschlie3end wurden die Zellen fur
funf Minutenmit PBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurderjd der Blockerung$osung

fur mindestenseineStundezu den Zellen gegebermurch die Blockierungslésung sollen
unspezifische Bindungsstellen blockiert werden, um eine spezifische Antikdrperbindung zu
ermoglichen Fiur die Detektion vonMyosin7a wurde der vom Kaninchen gewonnene
polyklonale Antikérper H60, und firLysosomerassoziiertes MembranproteinZafnp2 der

von einer Ziege gewonnene polyklonale Antikdrper2@ jeweils von Santa Cruz
Biotechnology, verwendet. Die primarémtikbrper wurdenmit der Blockerung$dsung im
Verhéltnis 1:200 verdinnDes Weiteren wurde eine lichtundurchlédssige feuchte Kammer
prapariert Dies geschah, indem die lichtundurchlassige Kammer mit feuchten Ttchern an ihren
Réandern ausgestattet uhdftdicht verschlossemvurde. Der Boden dieser Kammer wurde
zudemmit Parafilmausgekleidetie lichtundurchléassige feuchte Kammer satligherstellen
dass die Antikdrperlosurauf den Deckglaschemahrend der Inkubationszeit nicht austrocknet
unddie Antikdrperaufgrund ihrer Lichtempfindlichkelichtgeschitzt bleiben.

Nach Entfernung der Bloarung$osung wurden dieellertragendenDeckglaschen in die
feuchte Kammer Uberfuhrt.Auf jedes Deckglascherwurde 80pul der priméren
AntikorperlosunggegebenDie Inkubationszeit deAntikorpelddsungbetrugeineStundebei
RaumtemperatuNach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Deckglaschen zurtck in die 12
Well-Titerplatte gelegtin dendarauffolgenden Schrighwurden de Deckglaschen in ddr2-
Well-Titerplatte dreimal fur jeweil&inf Minuten mit PBS gewaschenn der Zwischenzeit
wurdensowohl der Parafilm als auch die feuchten Tucher der lichtundurchlassigen Kammer
erneuert

Aufgrund delLichtempfindlichkeit der sekundaren Antikorperd fluoreszierenden Farbstoffe
fur die Zellkerne und die Aktinfilamenfanden anschlie3ende Schriitte Dunkelnstatt.Bei

den sekundaren Antikorpern handelte es sich urrrabltiit 647 (Alexa Flu#®) fur Myosin7a,
antigoat 647 (Alexa Flu®) fur Lamp2und antthuman 555Alexa Fluo®) fur Aflibercept
bzw. BevacizumalDie Zellkerne wurden mioechst 35&ind Aktinfilamente miPhalloidin

488 gefarbt Die Antikorper bzw. Farbstothsungen wurde mit der Blockerungd$dsung in

einem Verhéltnis von jeweils 1:500 fur Myosin7a bzw. Lamp2, 1:1000 fur Aflibercept bzw.
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Bevacizumab sowie étchst und1:50 fur Phalloidin angesetzErneut wurden 8@l der
entsprechenden Antikorpdyzw. Farbstotbhsung in die feuchte Kammauf dieDeckglaschen
gegebenDie Inkubationszeit der sekundaren Antikérperlésungen bzw. der Farbstofflésungen
betrugeineStundebei Raumtemperatulls nachstesvurden die Deckgléaschen in der-AZell-
Titerplattedreimal mit PBS fur jginf Minutengewaschen, gefolgt vonril Aqua destpro

Well fir funf Minuten Zum Schluss wurden die Deckglaschen apfiOe kt t r 2 ger- ¢ber f
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Fluoromount diente hierbei als Eindeckungsmedium. Die
Deckglaschen wurden fir mindestemwolf Stundenlichtgeschitzt bei Raumtemperatur
luftgetrocknet, bevor sie fur die weitere Lagerung in lichtundurchlassigen Behalteriei 4

aufbewahrt wurden.

2.2.4 Auswertung der Immunfluoreszenzmikroskopie

2.2.4.1 Mikroskopische Aufnahmen

Fur die Aufnahmen wurde das Imagdé2-Apotom-Fluoreszenzmikroskop verwendet. In
jedem Bild wurde zwischen den vier Elementen Aktin, Zellkerne, \B@Gfagonisten und
entweder Myosin7a oder Lamp2 unterschieden. Dafur wurde fir jedes Element ein
unterschiedlicher Kanal mit entsprechendemeFiet und charakteristischer Wellenlange
genutzt. Pro Deckglaschen sind sechs sektorielle Bilder aufgenommen wéietéir. wurde

ein Deckglaschen in sechs Bereiche unterteilt, aus denen jeweils eine
Immunfloureszena#gnahme aufgenommen wurdeDie Belichtungszeit der einzelnen

Parameter ist anhand der zugehdorigen Kontrolle bestimmt und Uber eine Versuchsreihe nicht

_ Sektor
-

Abbildung 5: Beispielhafte Darstellung eines Deckgldscheusd Beispiel einer Immunfluoreszenzaufnahmeinks: Zu
sehen ist hier die Aufteilung der exemplarischen Sektoren = Bereiche eines Deckglaschens. Von jedem Sel
Immunfluoreszenzaufnahme genommen wor@athts: Die ARPE19-Zellen wurden fir 24 Stunden mit 250 g
Aflibercept stimuliert. AnschlieBend erfolgte eine Immunfluoreszenzfarbung fir Myosin7a (rot), Aflibercepsgvianiyii
das Aktinskelett (violett) und die Zellkerne (blau). Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept simdrgggb
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verandert worderkin Beispielbild fur die sektoriellen Aufnahmen eines Deckglasschens und

einer ImmunfluoreszenzaufnahmeirstAbbildung 5 gegeben.

2.2.4.2 Intensitat

Die Intensitat wurde mithilfeles Programms Zen2 2012 ermittelt. Dafur wurde flrrjetbe

vier Kanéledie Intensitat Uber das gesamte Bild gemessen. Um eine Vergleichbarkeit der
unterschiedlichen Aufnahmen zu gewabhrleisten, wurde jede Intensitat pro zugehdrige
Belichtungszeit berechnetla dielntensitat von der Belichtungszeit abhéngig Wird die
Intensitat pro Belichtungszelberechnet, erlaubt dies die Normierung deéntensitatund
ermoglichteine Vergleichbarkeit der Bildeawischen den einzelnen Versuchsreihienden
Bildern, in denen die ARRES-Zellen nicht mit einem VEGHnhibitor stimuliert waden sind,

war trotzdem eine geringe VE@Rhibitor-Intensitdt messbar. Hierbei handelt es sich um ein
Rauschen, welches aufgrund der Antikorperfarbung entsi@iet.durch das Rauschen
entstehendintensitatwurdevon den zugehdrigen VEGIRhibitor-behandelten Stimulationen
subtrahiert. Daraus resultierte die korrigierte Intensitat fir Aflibercept und Bevacizieab

korrigierte Intensitat der VEGHhibitoren wurddiir jedes Experiment neaerechnet.

2.2.4.3 Toxizitat
Zur Auswertung derToxizitdt erfolgte eine Auszahlung der ZellkerndJnvollstandig
abgebildete Zellkerne in eimeBild wurden an zwei der vier Bildrander in die Messung mit

einbezogen. Mitgezahlt wurden die Zellkerneameren und rechten Bildnd.

2.2.4.4 Intrazellulare Ereignisse

Intrazellulare Ereignisse wurden nhiji (https://imagej.netWayne Rasband (NIH), USA
ausgewertet. Hierbei handelt es sich um eine Erweiterung des Bildverarbeitungsprogramms
ImageJ. Aufgrund seiner erweiterten Rlag und Makros wird Fiji fur die wissenschatftliche
Bildanalyse von den Herstellern empfohlen. Mithilfe des Prograk@msen ua. ausgewéhlte
Ereignisse oder Phanomene in einem Bild automa#ssigezahltverden. Fur eine Messung
bestimmter Ereignisse muss vorab eine Bildbearbeitung erfolgen. Die Bildbearbeitung erfolgte
fur jede Immunfluoreszenzaufnahme identisddie Bearbeitungsschritte inklusive der
Einstellungen wurden so gewahlt, dasge desultierende Darstellung demBild der
Originalaufnahme am ehesten entspriéfii. die Messung eines bestimmten Ereignisses muss

das Bild in seine urspringlichen Einzelaufnahmen separiert werden. Eine Einzelaufnahme
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entspricht dabei einer Antikdrperfarbung, Zellkerbzw. Aktinfilamentfarbung. Die
gewilnschte Einzelaufnahme umde anschlieend weiter modifiziertEs erfolgte die
Umwandlung deFarktaufnahmen ein 8 Type-hit-Bild. Alle Ereignissealie kleiner al$0 Pixel
malf3en, wurden nicht in die Messung mit einbezogelie Ereignisse konnten nach

abgeschlossener Bildbearbeitungtels eines Makros ausgezahirden.

2.2.4.5 Intrazellulares AntVEGF

Fir die Messung intrazellularer AWIEGFSubstanavurdenzwei Parameter gemessen. Die
Anzahl der VEGFInhibitor-Ereignissepro Zellkern (s. 2.2.4.4 und die entsprechende
Intensitat(s. 2.2.4.2.

2.2.4.6 Myosin 7a, Lamp2 und Kolokalisationen

Fur die Messung intrazellularBreignisse von Myosin7a bzw. Lamp@wie Kolokalisationen
wurdedas Programm Fiji genutz.2.2.4.9.

Eine Kolokalisation beschreibt die Beobachtung der raumlichen Uberlappung zwischen zwei
verschiedenen fluoreszierenden Markierungen mit einer jeweils separaten Wellenlange.
Kolokalisationen zwischen einem VE&$htagonisten und Myosin7a bzw. Lamp2 wurden mit
dem Programm Fiji detektiemies geschalindem nactabgeschlossener Bildbearbeituoey

zwei gewunschten Einzelaufnahmen, z.B. Myosin7a und Aflibercept (Bildbearbeitungsschritte
s. 2.2.4.4) die Programmanalyse auf Kolokalisationarfolgt. Kolokalisagionen und
intrazellulare Ereignisse wurdepro Zellken berechnet.Ein Beispiel zur Messung von

Kolokalisationen aus zwei Einzelaufnahmen zaigbildung 6.

2.2.5 Statistik

Jedes Experimemntiurde mindestens drei Mal durchgefiihrt. Die Signifikanztestung erfolgte
mittel s SttlUadte Das Signdikaezniveau wurde auf p = 0f@stgelegt Die
Berechnungen erfolgten in Microsoft Excel. Fur Diagramme wurden Mittelwerte,

Standardabweichungen und Signifikanzen ermittelt.
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a) Ereignisse Myosin7a b) EreignisseAflibercept

¢) Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept

Abbildung 6: Auswertung der Kolokalisationen. Stimulation der ARPES>-Zellen lber 24 Stunden mit 25ag/ml
Aflibercept. Abgebildet sind die Aufnahmen der a) intrazellularen Ereignisse von Myosin7a (rot) und in b) den intraz
Ereignissen des VEGHhibitors Aflibercept (griin). In Bild c) sind sowohl die Ereignisse von Myosin7a als aut
Aflibercept dargestellt. Klokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept erscheinericgetige Kolokalisationen sir
beispielhaft mit einem Pfeil markiert. blauzellkene, rot= Myosin7a, grure Aflibercept un
gelblorange= Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellviabilitat

Die ARPE19-Zellen wurden mit LPS (0,1; 1; 3@y/ml), Polyl:C (1; 10;100ug/ml) oder
TNF-U (12, 5ng/ml)2iubereines) Biebenoder 28 Tage stimuliert. Zusétzlich wurden
250ug/ml Aflibercept oder 25@uig/ml Bevacizumab appliziert (Stimulationsschemata 2655.

Die Messung der Zellviabilitat erfolgte mittels MATlest.

3.1.1 Zellviabilitat nach LPSStimulationen

3.1.1.1 Auswirkungen der LRSind Afliberceptstimulation auf die Zellviabilitat

Eine Stimulation Gber 24 Stunden mit LPS bzw. LPS und Aflibercept hatte keine Auswirkung
auf die Zellviabilitd. Nach sieben Tagen ergab sich eine signifikante Reduktion der
Zellviabilitdt nach Afliberceptstimulatican mit 0,1pg/ml LPS (p< 0,05) bzw. Iug/ml LPS
(p<0,05) im Vergleich zur Kontrollg(Abbildung 7). Aflibercept in Kombination mit
0,1ug/ml LPS reduzierte die Viabilitat der ARPED-Zellen signifikant verglichen mit
0,1ug/ml LPS allein (p<0,05. Im Vergleich zur Kontrolle lieR sich eine Reduktion der
Zellviabilitdt nach 2&agiger Stimulation mit ug/ml LPS feststellen, dee war jedoch nicht
signifikant Nach Afliberceptstimulationen mit ig/ml LPS reduzierte sich die Viabilitat
ebenfallsim Vergleich zur Kontrolle, der Unterschiedar ebenfalls nicht signifikant
Verglichen mit der Kontrolle zeigte sich eine signifikant verminderte Zellviabilitat nach 28
Tagen mit Afliberceptn Kombination mit 1qug/ml LPS (p< 0,001, Abbildung 7).
Zusammenfassend war eine Reduktion der Zellviabilitdt nach gleichzeitiger Stimulation mit
Aflibercept und LPS nach 28 Tagen erkennbar.

3.1.1.2 Auswirkungen der LRSind Bevacizumabstimulation auf die Zellviabilitat

Der VEGFAnNtagonist Bevacizumab allein oder in Kombination mit LPS hatte eawm

bzw. siebenTagen keine Auswirkungen auf diellviabilitat. Stimulationen Uber 28 Tage mit
Bevacizumab allein und Bevacizumab mit Qgml LPS hatten eine signifikante
Verminderung der Zellviabilitdt zur Folge (jeweils<®,01, Abbildung 7). Dies gilt fir den
Vergleichmit derKontrolle. Eine signifikant verminderte Zellviabilitdt konnte nach 28 Tagen
zwischen Bevacizumab in Kombination mit @d/ml LPS verglichen mit O,fuig/ml LPS allein
bestimmt werden (g 0,05 Abbildung 7).

Insgesamt wurde im Langzeitversuch eine verminderte Zellviabilitat nach alleiniger

Bevacizumabstimulation sowie Bevacizumab in Kombination miu@/inl LPS festgestellt.
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Abbildung 7: Zellviabilitdit nach LPSStimulation. Dargestellt ist die Zellviabilitdeinen siebenund 28Tagenach LPS
Stimulation mit oder ohne 250 pg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab. Ermittelt wurde die Zellviabilitat mittelsshay
angegeben in % der unbehandelten Kontrafla sehen ist eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat bei Afliberce
10 pg/ml LPS verglichen zur Kontrolle nach 28 Tagen (c). Bevacizumab reduzierte die Zellviabilitat allein und in Kon
mit 0,1pg/mILPS nach 28 Tagen im Vergleich Aontrolle und LPS allein ebenfalls (c). Die Signifikanz wurde m
Students-Teg berrechne{n = 18; + p< 0,05, ++p< 0,01, +++ p< 0,001 gegen die Kontrolle;p < 0,05 verglichen z
Stimulation mit oder ohne VEGRhibitor), d = Tage.

3.1.2 Zellviabilitat nach Poly I:EStimulationen
3.1.2.1 Auswirkungen der Poly 1:Qund Afliberceptstimulation auf die Zellviabilitat

Ein Unterschied der Zellviabilitat nadin und siebemdgiger Stimulation zeigte sich nach
Poly I:C-Stimulationen mit bzw. ohne Aflibercepticht. Eine Stimulation mit 10@g/ml
Polyl:C allein und 10Qug/ml Polyl:C mit Aflibercept resultierte in einer signifikant
verminderten Zellviabilitat nach 28 Tagen<gj0,001 bzw. p< 0,01, Abbildung 8).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Stimulation mg/dtidPoly I:C allein und in
Kombination mit Aflibercept die Zellviabilitdt im Langzeitversuch signifikant reduzierte
(Abbildung 8).

3.1.2.2 Auswirkungen der Poly I:Qund Bevacizumabstimulation auf die Zellviabilitat
Ein Effekt der Bevacizumabstimulationen mit oder ohne P@lyzeigte sich nackinemund
siebenTagen nichtEine Stimulation der Zellen fiir 28 Tage mit Bevacizumab in Kombination
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mit 100ug/ml Poly I:C resultierte in einer signifikant verminderten Viabilitat im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle 0,05, Abbildung 8).
Insgesamt zeigte sich im Langzeitversuch eine signifikante Abnahme der Zellviabilitat bei

Stimulationen mit Bevacizumab in Kombination mit 38§ml Poly I:C(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zellviabilitdt nach Poly I:G-Stimulation. Dargestellt ist die Zellviabilitaieinen siebenund 28 Tage nat
Poly I:C-Stimulation mit oder ohne 250 pg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab. Ermittelt wurde die Zellviabilitat mitte
Assay. Die Zellviabilitét ist als % der unbehandelten Kontrolle angegeben. Hervorzuheben ist die verminderte Viab
28 Tagensowohlnach Stimulation mit 10@g/ml Polyl:C allein als auch in Kombinatiomit Aflibercept bzw. Bevacizun
(c). Die Signifikanz wurde mittels Studeni$est berrechnefn = 18; + p< 0,05, ++p< 0,01, +++ p< 0,001 gegen d
Kontrolle, d = Tage(Klettner et al. 2020; Hildebrandt et al. 2032)

3.1.3 Zellviabilitat nach TNFU-Stimulationen

3.1.3.1 Auswirkungen der TNEF und Afliberceptstimulation auf die Zellviabilitat

Nacheintagiger Stimulation mi25ng/ml TNFU nahm di e Vi d®Zelleiim2t der
Vergleich zur Kontrolle ab, resultierte jedoch nicht in einer signifikanten Reduktion der
Viabilitat. Eine signifikante Reduktion war bei 8/mI TNFU mi t Af |l i bercept i
zur Kontrolle fesdtellbar(p < 0,05 Abbildung 9). Stimulationen Ubesiebenund 28 Tage

hatten keine Auswirkungen auf diellviabilitat (Abbildung 9).
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Insgesamt konnte, bis auf eine Reduktion der Zellviabilitit bag2®l TNF-Uin Kombination
mit Afliberceptnach 24 Stunden, kein signifikanter Einfluss der verwendeten Stimulationen
auf die Zellviabilitat festgestellt werden.

3.1.3.2 Auswirkungen der TNEF und Bevacizumabstimulation auf die Zellviabilitat

Nach 24 Stundemvurde eine Reduktion der Viabilitdt nach Bevacizumabstimulationen mit
50ng/mTNFU festgestellt. Il m Vergleich zur. Kontr
Auswirkungen desieben und 28tagigen Stimulationen beztglich der Zellviabilitat ergaben

sich nicht(Abbildung 9).

Stimulationen mit Bevacizumab allein und in Kombination mit TMF hat t en k ei
signifikanten Effekt auf die Zellviabilitat.
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Abbildung9: Zellviabilitat nach TNF-U-Stimulation. Dargestellt ist die Zellviabilit&inen sieberund 28Tagenach TNF U
Stimulation mit oder ohne 250 pg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab. Ermittelt wurde die Zellviabilitat mittefssb&lyT Di
verbleibende Zellviabilitat ist als % denbehandelten Kontrolle angegeben.i@ggml TNFU i n Ko mb 250pm/m

Aflibercept reduzierten die Zellviabilitat signifikant naeinemTag (a). Die Signifikanz wurde mittels Student$es
berrechnei(n = 18; + p < 0,05 gegen die Kontroll& = Tagé.

Zusammenfassendiel? sich feststellen, dass die Zellviabilitit der ARPEZellen

insbesondere nach 28giger Stimulation mit 10Qg/ml Polyl:C mit und ohne VEG¥F

36



Ergebnisse

Inhibitor signifikant vermindertvar. Die proinflammatorische Substanz LPS in der hdchsten
Konzentration hatte ebenfalls einen reduzierenden Effekt auf die Zellviabilitdt im

Langzeitversuch, wenn zusatzlich mit Aflibercept stimuliert wurde.

3.2 Zellkernanzahl
Als weitere Parameter zur Einschatzunginer toxischen Wirkung der verwendeten
Stimulationenauf die ARPE19-Zellen wurde die Zellkernanzahl bestimmt. Im Folgenden

wurde vereinfachend davon ausgegangen, dass die Zellkernanzahl der Zellzahl entspricht.

3.2.1 Zellkernanzahl nach LRStimulationen

3.2.1.1 Auswirkungen der LRSInd Afliberceptstimulation auf die Zellkernanzahl
LPS Stimulationen mit bzw. ohne Aflibercept hatten keine Auswirkuregérdie
Zellkernanzahl nachinem siebenund 28Tagen(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zellkernanzahlnach LPSStimulation. Dargestellt ist die Zellkernanzahl naemem sieberund 28Taget
nach Behandlung der ARPE3-Zellen mit LPS mit oder ohne VE@#hibitor (250 pg/ml Aflibercept bzw. Bevacizurr

n = 36). Die verwendeten Stimulationen hatten keinen Einfluss auf die Zellkernabiml8ignifikanz wurde mitte
Students-Test berrechnet. d = Tage.
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3.2.1.2 Auswirkungen der LR8nd Bevacizumabstimulation auf die Zellkernanzahl
Signifikante Unterschiede bezuglich der Zellkernanzahl konnten unter den verwendeten
Stimulationen mit LPS nackinemund siebenTagen nicht ermittelt weraie Nach 28 Tagen
zeigte sich eine verminderte Zellkernanzahl bei Bevacizumab in Kombinationugnitnl LPS
verglichen mit der Kontrolle. Der Unterschied war nicht signifik&timulationen mit LPS

und Bevacizumab hatten somit keinen Effekt auf die Zellzsbibildung 10).

3.2.2 Zellkernanzahl nach Poly I:Stimulationen

3.2.2.1 Auswirkungen der Poly I:Qund Afliberceptstimulation auf die Zellkernanzahl
Stimulationen Uber 24 Stunden usidbenTagen ergaben keine Unterschiede hinsichtlieh
ZellkernanzahlEine signifikante Reduktion der Zellkernanzahl war nach 28 Tagen sowohl bei

a) Zellkernanzahl, Poly I:C 1 d b) Zellkernanzahl, Poly I:C 7 d
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Abbildung 11: Zellkernanzahl nach Poly I:GStimulation. Dargestellt ist die Zellkernanzahl naeinem sieberund 28Tager
nach Behandlunder ARPE19-Zellenmit Poly I:C mit oder ohne VEGHhibitor (250 pg/ml Aflibercept bzw. Bevacizum.
Die Zahl der Zellkerne ar nach 28tégiger Stimulation bei steigender Konzentration von P@\deutlich reduziertPolyl:C
allein als auch in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizumab reduzierte die Zellzahl verglichen zur Kontrolle si
PolyI:C in Kombination mit Aflbercept bzw. Bevacizumab resultierte in einer signifikant verminderten Zellzahl ver
zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept bzw. Bevacizumab (c). Die Signifikanz wurde mittels Stiiésbtssrrechnein =
36; +p< 0,05, ++ p< 0,01, +++ p< 0,001 gegen die unbehandelte Kontroltep < 0,05 ** p< 0,01; *** p< 0,00]
verglichen zur Stimulationhne VEGHNnNhibitor bzw. gegen die alleinige Aflibercef@evacizumabstimulation, d = Tage
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Stimulationen mit 1Qug/ml Polyl:C (p < 0,001) und 10Qug/ml Polyl:C (p < 0,001), als auch

bei Aflibercept in Kombination mit 1Qg/ml Polyl:C (p<0,01) bzw. 10Qug/ml Polyl:C

(p < 0,001) gegebe(Abbildung 11). Verglichen mit 10Qug/ml Polyl:C allein zeigte sich eine
Verminderung der Zellkernanzahl bei 0§/ml Polyl:C mit Aflibercept (p< 0,05). Werden

die Stimulationen mit Aflibercegtllein mit den Stimulationen mit Aflibercept in Kombination
mit Polyl:C verglichen, resultierte eine signifikante Reduktion der Zellkernanzahl bei
Aflibercept mit 10ug/ml Polyl:C (p < 0,05) bzw. 10Qug/ml Polyl:C (p < 0,001).

Insgesamt war die Zellzahl im Langzeitversuch nach Stimulationen mit Poly I.C sowie@oly
in Kombination mit Aflibercept sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch im Vergleich zur
alleinigen Afliberceptstimulation reduzig/bbildung 11).

3.2.2.2 Auswirkungen der Poly I:Qund Bevacizumabstimulation auf die Zellkernanzahl
Eine Stimulation der Zellen mit 1Q®/ml Polyl:C und Bevacizumab fur 24 Stunden
resultierte in einesignifikanten Reduktion der Zellkernanzahl verglichen mit der Kontrolle
(p<0,05) und verglichen mit der alleinigen Stimulation mit Bevacizumak: Q01,
Abbildung 11). Der Vergleich zwischen 1Q@g/ml Polyl:C mit Bevacizumab und 10@g/ml
Poly I:C allein ergab eine Reduktion defellkernanzahl der Unterschied war aber nicht
signifikant Nach sieben Tagen zeigte sich eine Reduktion der Zellkernanzahl beg/boi0
Poly I:C in Kombination mit Bevacizumab verglichen mit der Kontrolle und im Vergleich zu
Bevacizumab allein. Der Unterschied war in beiden Fadeanfalls nicht signifikantEin
signifikanter Unterschied war gegeben bei Bevacizumab mipg0al Polyl:C verglichen mit
100pg/ml Polyl:C allein (p< 0,05 Abbildung 11). Im Vergleich zurKontrolle konnte eine
signifikant reduzierte Zellkernanzahl bei Bevacizumab miud/(nl Polyl:C (p < 0,05) bzw.
100pg/ml Polyl:C (p<0,001) nach 2&agiger Stimulation festgestellt werden. Der VEGF
Antagonist Bevacizumab in Kombination mit @@/ml Pdy I:.C verminderte die
Zellkernanzahl verglichen mit Iy/ml Polyl:C signifikant (p<0,05). Werden die
Zellkernanzahlen zwischen Bevacizumab allein und in Kombination mitl@bhetrachtet, so
ergab sich eine Verminderung der Zellkernanzahl bei Bevacizumab pugy'i) PolyI:C bzw.
100pg/ml Polyl:C. Die Reduktion der Zellkernanzahl bei Bevacizumabl0 pg/ml Polyl:C

war nicht signifikant bei Bevacizumab mit 100g/ml Polyl:C war siesignifikant (p< 0,001).

Im Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich zur alleinigen Bevacizumabstimulation ergab sich
eine reduzierte Zellzahl bei gleichzeitiger Stimulation mit @g0nl Poly I:C im
LangzeitversuclgAbbildung 11).
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3.2.3 Zellkernanzahl nach TNE-Stimulationen

3.2.3.1 Auswirkungen der TNE und Afliberceptstimulation auf die Zellkernanzahl
Stimulationenmit TNFU al |l ein oder in Kombi naEfiekhauf mi t A
die Zellkernanzahl nachinemund siebenTagen. Nach 28 Tagen konnte eine verminderte
Zellkernanzahl im Vergleich zur Kontrolle unter allen drei Konzentrationen vonJalRin

(12,5; 25; 5g/ml) und jeweils in Kombination mit Aflibercept nachgewiesen werden

(p < 0,001, Abbildung 12). Die Zellkernanzahl wies zusatzlich eine signifikante Reduktion bei
Aflibercept mit 12,%25 bzw. 50ng/ml verglichen mit Aflibercept allein auf §0,001).

Beziiglich der Stimulationen mit Aflibercept und TNF er gab si ch zusammer
signifikant verminderte Zellzahl im Langzeitversuch, wenn die ARBEellen mit der

proinflammatorischen Substanz allein oder in Kombination mit Aflibercept stimuliert wurden
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Zellkernanzahl nach TNFU-Stimulation. Dargestellt ist die Zellkernanzahl naeinem sieberund 28 Tage
nach Behandlung der ARPE-Zellen mit TNFU mi t o d e rlnhibitorn(250 pg/EiG\Ribercept bzw. Bevacizum
Nach 28Tagen zeigte sich ein signifikant reduzierender Effekt der verwendeten Stimulationen auf die Zellk
verglichenzur Kontrolle und verglichen zden Stimulationen miflibercept bzw. Bevacizumab allgjc). Die Signifikan
wurde mittels StudentsTest berrechngn = 36; +++ p < 0,001 *** p < 0,001gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gt
die alleinigeAflibercept-/Bevacizumastimulation, d = Tage
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3.2.3.2 Auswirkungen der TNEF und Bevacizumabstimulation auf die Zellkernanzahl

Nach 24 Stunden zeigte sich ein&cht signifikante Reduktion der Zellkernanzahl bei
Bevacizumab mit 56g/ml TNFU rgliehen mit Bevacizumab alleifEine Stimulation iber
siebenTage resultierte in einer verminderten Zellkernanzahl im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle und im Vergleich zu Bevacizumab allein. Der Unteethwar jedoch nicht
signifikant Die Zellkernanzahl war nach 28 Tagen signifikant reduziert, wenn die Zellen mit
Bevacizumab und 125g/ml, 25ng/ml, oder 50ng/ml TNFU st i mu | i(Adbildungwu r d e n
12). Die Reduktion war sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch im Vergleich zur
Stimulation mit Bevacizumab allesignifikant(jeweils p< 0,001).

Langzeitstimulationen mit TNE i n Kombi nati on mit Bevacizun

einen reduzierenden Einfluss auf die ZellzZ&tbildung 12).

Beziglich einer Auswirkung der proinflammatorischen Stimulationen zeigte sich
zusammenfassend, dass LPS die Zellkernanzahl kaum beeinfiigstdationen mit Poly.C

und TNFU reduzierten die Zellkernanzahl i m Ve
Langzeitversuch. Stimulationenit Poly I:C bzw. mit TNFU i n K o mb Afiber¢epto n  mi t
oder Bevacizumalpeduzierten die Zellkernanzahl im Langzeitversuch ebenfalls signifikant.
Zusatzlich ergab sich nach 28 Tagen ammifikanteVerminderung der Zellkermaahlbei

Aflibercept bzw. Bevacizumab in Kombination nioly 1:C oder TNFU verglichen mit

Aflibercept bzw. Bevacizumadllein.

3.3 Veranderungen des Aktinskeletts
Um eine Aussage Uber mogliche Veranderungen des Aktins unter dem Einfluss der

verwendeten Stimulationen zu treffen, wurde quantitativ die Intensitat des Aktins ausgewertet.

3.3.1 Aktin nach LPSStimulationen

3.3.1.1 Auswirkungen der LRSind Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett

Die Intensitat des Aktins war nach 24 Stunden bei Aflibercept im VerghictKontrolle
signifikant erhoht (< 0,01, Abbildung 13). Wurde Aflibercept zusammemnit 0,1, 1 oder
10ug/ml LPS appliziert, zeigte sich eine signifikante Reduktion der Aktinintensitat im
Vergleich zu einer Stimulation mit Aflibercepallein (p<0,05; p<0,01; p<0,05).
Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 1 oder 10 pg/ml LPS nsielvenTagen

resultierten in einer erhdhten Aktinintensitdt im Vergleich zur Kontrolle @®1). Im
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Vergleich zu einer Stimulation mit Aflibercept allein wurde ebenfalls eine Erhéhung der
Aktinintensitat bei Aflibercept mit 1 oder 10 pg/ml LPS festgestellt. Der Unterschied war nicht
signifikant Eine signifikant hoéhere Aktinintensitat zeigte sich bei Stimulationen mit
Aflibercept und 1 pg/ml LPS verglichen mit 1 pg/ml LPSf,05), sowie bei Aflibercept und

10 pg/ml LPS verglichen mit 10 pg/ml LPS €0,01). Nach 28 Tagen ergab sich kein
Unterschied der Aktinintensitat bei Stimulationen mit LPS Afidbercept(Abbildung 13).
Insgesamt zeigte sich eine Erhéhung der Aktinintensitat unter dem Einfluss von Aflibercept
allein und Aflibercept in Kombination mit LPS naelmemundsiebenTagen im Vergleich zur

Kontrolle. Verglichen zur alleinigen Afliberceptstimulation war die Aktinintensitat bei
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Abbildung 13: Auswirkungen der LPSStimulation auf das Aktinskelett.Intensitdt des Aktinsignals relativ :
Belichtungszeit (Auswertung s. 2.2) Die ARPE19-Zellen wurden fiir aginen b) siebenund ¢) 28Tagemit LPS mit un
ohne 25Qug/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab behandélt sehen ist eine Reduktion der Aktinintensitat nach einem T
Stimulationen mit LPS und Aflibercept verglichen zur alleinigen Afliberceptstimulation (a). Nach sieben Tager
Aktinintensitat bei Stimulationen mit Aflibercept und Bevacizumabherizerglichen zu Kontrolle und verglichen :
Stimulationen mit Aflibercept und Bevacizumab allein (b). Bevacizumab allein und in Kombination mit 10 pg/ml LPS
die Aktinintengat (c). Bevacizumab und 0,1 pg/ml LPS erhdhten die Aktinintensitat im Vergleich zur all
Bevacizumabstimulation (c). Die Signifikanz wurde mittels Studdesttberrechngin = 18; + p < 0,05,++ p< 0,01 gege
die Kontrolle;* p < 0,05,** p < 0,01 verglichen mit der Stimulation mit oder ohne Aflibercept bzw. Bevacizompab0,05;
00 p< 0,01 verglichen mit der alleinigen Aflibercef@evacizumabstimulation, d = Tage).
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Stimulationen mit Aflibercept und LPS jedoch reduziert nach 24 Stunden. Aktin bildete
insbesondere im Langzeitversuch und bei Stimulationenlfipig/ml LPSallein oder in

Kombination mit Aflibercept vermehrt Stressfasaus(Abbildung 14).

a) 10 pg/ml LPS, 1 d b) 10 pg/ml1 LPS, 7 d ¢) 10 pg/ml1 LPS, 28 d

d) Aflibercept, 1 d e) Aflibercept, 7 d

f) Aflibercept, 28 d

g) Aflibercept + 10 ng/ml LPS, 1 d h) Aflibercept + 10 ng/ml LPS, 7 d i) Aflibercept + 10 pg/ml LPS, 28 d

Abbildung 14: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der LR&d Afliberceptsimulation
auf das Aktinskelett.Stimulationder ARPE19-Zellen mit LPS Ubeeinen siebenund 28 Tagemit und ohne 250 pg/i
Aflibercept.Nach eintagiger Stimulation mit Aflibercept und 10 pg/ml LPS (g) ist verglichen mit Afliberept allemer(e
Aktin zu sehen. Insbesondere nackt&figer Stimulation mit Aflibercept und LPS (i) ist Aktin vermehrt in Form von pz
zueinander verlaufenden Fasern zu sehen (Stressfa@dan).= Zellkerne, violett = Aktin, griin = AflibercepElr eine
Vergleichbarké der Intensitaten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2), d = Tage.

3.3.1.2 Auswirkungen der LR&Ind Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett

Unterschiede hinsichtlich der Aktinintensitat ergaben sich nach 24 Stunden bei Bevacizumab
und LPSnicht Wurden die ZellersiebenTage mit Bevacizumab und LPS stimuliert, konnte
eine signifikante Zunahme der Aktinintensitat verglichen mit der Kontrolle festgestetien
(Abbildung 13). Dies qilt fur alle drei verwendeten LR&nNzentrationen, Bevacizumab mit

0,1, 1 oder 1Qug/ml LPS (p <0,05). Eine Zunahme der Aktinintensitat zeigte sich zudem
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zwischen Bevacizumab mit LPS und LPS allein. Eine signifikante Zunahme konnte bei
Bevacizumab mit 0,1 bzw. 10 pg/ml LPS ermittelt werder< (g05). Der Unterschied
zwischen Bevacizumab mit 1 pg/ml LPS und 1 pg/ml La8in war nicht signifikant Die
Aktinintensitat zeigte nach 28 Tagen eMerminderung bei Bevacizumab und Bevacizumab
in Kombination mit 10 pg/ml LPS verglichen mit der Kontrolle<(p,05. Werdendie
Stimulationen mit Bevacizumab und d/ml LPS mit der alleinigen Bevacizumabstimulation
verglichen, so ergibt sich eisgnifikanthéhere Aktinintensitat (g 0,05). Die Aktinintensitat
war im Vergleich zu Stimulationen mit 1@/ml LPS allein geringer, wenn die Zellen
zusatzlich mit Bevacizumab stimuliert wurden<(p,05 Abbildung 13).

Insgesamt konnte eine Zunahme der Aktinintensitat reiebemdgiger Stimulation mit
Bevacizumab und LPS festgestellt werdémbeobachtewar eine Zunahme von Stressfasern
unter Entziindung. Diese bildeten sich insbesondere B&chagen bei Bevacizumab mit
10 pg/ml LPSaus(Abbildung 15).

a) Bevacizumab, 1 d ¢) Bevacizumab, 28 d

b) Bevacizumab, 7 d

d) Bevacizumab + 10 ng/ml LPS, 1 d ¢) Bevacizumab + 10 ng/ml1 LPS, 7 d f) Bevacizumab + 10 pg/ml LPS, 28 d

Abbildung 15: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der LPSind
Bevacizumabsmulation auf das AktinskelettStimulation der ARPHE9-Zellen mitBevacizumaliibereinen siebenund 2¢
Tagemit und ohneLPS Nach sieben Tagen zeigt sich eine Zunahme der Aktinintensitat bei Bevacizumab unc
verglichen mit LPS allein (b). Aktin ist nach 28 Tagen nach Stimulationen mit Bevacizumab in Kombination m
vermehrt in Form von Stressfasern vorzufindBtau = Zellkerne, violett = Aktin, griin = Bevacizumablr eine
Vergleichbarkeit der Intensitéten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2), d = Tage.

3.3.2 Aktin nach Poly I:CStimulationen
3.3.2.1 Auswirkungen der Poly I:Qund Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett

Eine Stimulation mit Poly:C tber 24 Stunden hatte keine Auswirkungen auf das Aktinskelett

NachsiebenTagen konnte eine Abnahme der Aktinintensitét bei steigender Konzentration von
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Poly I:C festgestellt werden. Je hdher die Konzentration des Entziindungsmediators war, desto

geringer fiel die Aktinintensitat im Vergleich z#ontrolle aus. Eine signifikant niedrigere

Aktinintensitat zeigte sich bei 1Q@/ml Polyl.C verglichen zur Kontrolle (g 0,05), sowie
bei Aflibercept in Kombination mit 10 pg/ml PolyC (p <0,05) bzw. 100 pg/ml PolyC
(p < 0,01, Abbildung 16). Wird die Aktinintensitat nicht mit der Kontrolle, sondern mit der

Stimulation mit Aflibercept allein verglichen, zeigte sich eine signifikante Abnahme der

Aktinintensitat beiAflibercept in Kombination mit 1 pg/ml PolyC (p<0,05), 10 pg/ml
Polyl:C (p<0,01) und 100 pg/ml Polyl:C (p<0,001). Die Aktinintensitat nahm bei
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Abbildung 16: Auswirkungen der Poly I:G-Stimulation auf das Aktinskelettintensitat des Aktinsignals relativ zu
BelichtungszeifAuswertung s. 2.2.4.2pie ARPE19-Zellen wurden fiir aginen b) siebenund c¢) 28Tagemit Poly |:C mi
und ohne 250 pg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab behandelt. Mit steigender Konzentration v failynd ohne VEGH
Inhibitor zeigte sich eine Abnahme der Aktinintensitébesondere nach sieben und 28 Tagen (b unifeiferhin resultiert
eine Abnahme der Aktinintensitat nach sieben und 28 Tagen bei Stimulationen mit Poly I:C in Kombiitgéweils eine
der beiden VEGHNhibitoren verglichen zur alleinigen Aflibercegizw. Bevacizumabstimulatigh und c). Die Signifikal
wurde mittels StudentsTest berrechnein = 18; + p< 0,05,++ p< 0,0% +++ p < 0,001gegen die Kontrolle* p < 0,05
** p < 0,01 verglichen mit der Stimulation mit oder ohne Aflibercept bzw. Bevacizamatd,05;00p < 0,01; ooo p< 0,001
verglichen mit der alleinigen AflibercefevacizumabstimulatiofiHildebrandt et al. 2022)d = Tag8.
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steigender Poly.C-Konzentration abWurden die ARPEL9-Zellen Ubervier Wochen mit
Poly I:C stimuliert, resultiertedarauseine signifikante Abnahme der Aktinintensitat im
Vergleich zur Kontrolle (g< 0,001 bei 1 bzw. 1ig/ml Polyl:C; p< 0,01 bei 100 pg/mi
Polyl:C). Bei Aflibercept in Kombination mit 1, 10 oder 100 pg/ml Pbly war die
Aktinintensitat verglichen zur Kontrolle ebenfalls signifikant niedriger (p jeweils < 0,001). Eine
signifikante Abnahme der Intenditiionnte bei Aflibercept mit 10g/ml Polyl:C verglichen

mit 10 pug/ml Poly 1:.C gemessen werden<p,05 Abbildung 16). Im Gegensatz zu einer
Stimulation mit Aflibercept allein war die Aktinintensitat befliBerceptin Kombination mit

1, 10 bzw. 100 pg/ml Poly I:C signifikant geringer (0,801 Abbildung 16).

Insgesamt hatten Poly I:C allein und Poly I:C in Kombination mit Aflibercept einen signifikant

reduzierenden Effekt auf die Aktinintensitat insbesondere nach einer undMaenen

a) 100 pg/ml Poly I:C, 1 d b) 100 pg/ml Poly I:C, 7 d ¢) 100 pg/ml Poly I:C, 28d

d) Aflibercept, 1d €) Aflibercept, 7d ) Aflibercept, 28 d

20pm
o

g) Aflibercept + 100 ng/ml Poly I:C, 1 d h) Aflibercept + 100 ug/ml Poly I:C, 7 d i) Aflibercept + 100 pg/ml Poly I:C, 28 d

Abbildung 17: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der Poly +:Qund
Afliberceptdimulation auf das AktinskelettStimulation der ARPE9-Zellen mit Poly I:C Gbeeinen siebenund 2¢
Tagemit und ohne 250 pg/ml Aflibeept. Zu sehen ist eimkeutliche Verminderung des Aktinsignals naciTagen m
gleichzeitig vermehrter Ausbildung von Stressfasern (c, f, i) ARtissignalist signifikant reduziert bei 100g/ml Poly
mit Aflibercept(g i i) verglichenmit Afliberceptallein (d i f) bei Stimulationen Ubeeinen siebenund 28Tagel
(Hildebrandt et al. 2022Blau = Zellkerne, violett = Aktin, griin = Aflibercefitlr eine Vergleichbarkeit der Intensita
ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2), d = Tage.
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(Abbildung 16 und Abbildung 17). Zusatzlich zeigte sich eine Zunahme an Stressfasern im
Langzeitversuch und unter proinflammatorischimfluss(Abbildung 17).

3.3.2.2 Auswirkungen der Poly I:Qund Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett

Eine Abnahme der Aktinintensitat wurde nach 24 Stunden bei Bevacizumab in Kombination
mit Poly I:C im Vergleich zur Kontrolléestgestellt. DetUnterschied war bei Bevacizumab mit

1 pg/ml bzw. 10 pg/ml Poly.C nicht signifikant bei Bevacizumab mit 100 pg/ml PdiC
signifikant (p< 0,05 Abbildung 16). Bei Bevacizumab in Kombination mit 1 pg/ml Poly I:C

fiel die Aktinintensitat signifikant geringer aus verglichen zu einer Stimulation mit 1 pg/ml
Poly I:C allein (p< 0,05). Die Aktinintensitat war bei Bevacizumab mit 100 pg/ml P@y
signifikant geringer verglichen mit 100 ug/ml P&i¢ allein (p< 0,01). NachsiebenTagen
wurde ebenfalls eine Abnahme der Aktinintensitat bei Bevacizumab in Kombination mit der
proinflammatorischen Substarfestgestellt. Einsignifikanter Unterschied zeigte sich bei
Bevacizumab mit 1 pg/ml PolyC (p<0,01), sowie mit 10 bzw. 100 pg/ml PdiZ

(p < 0,001) verglichen zur KontrollAbbildung 16). Verglichen mit den Stimulationen mit
Poly I:C allein war die Aktinintensitat bei Poly I:C in Kombination mit Bevacizumab niedrig

Bei Bevacizumab mit 1 pg/ml PolyC war der Unterschienlicht signifikant bei Bevacizumab

a) Bevacizumab, 1 d b) Bevacizumab, 7 d ¢) Bevacizumab, 28 d

d) Bevacizumab + 100 pg/ml Poly I:C, 1 d €) Bevacizumab + 100 ng/ml Poly I:C, 7 d f) Bevacizumab + 100 pg/ml Poly I:C, 28 d

Abbildung 18: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung derAuswirkung der Poly I:G und
Bevacizumabsmulation auf das AktinskelettStimulation der ARPHE9-Zellen mitBevacizumaliiber einen siebenunc
28 Tagemit und ohndPoly I: C. Zu sehen ist ein vermehrtes Vorkommen von Stressfasern nach 28 Tagen bei Be'
mit 100 pg/ml Poly I:C (f)Die Aktinintensitat ist signifikant reduziert bei 10@/ml Poly miBevacizumalfdi f) verglichel
mit Bevacizumab allein (& c) nach einem siebenund 28Tagen(Hildebrandt et al. 2022)Blau = Zellkerne, violett
Aktin, grin =Bevacizumali-ir eine Vergleichbarkeit der Intensitéten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. z
d = Tage.
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mit 10 bzw. 10Qug/ml Polyl:C war ersignifikant (p< 0,01 bzw. p< 0,05). Eine signifikant
geringere Aktinintensitat wurdeachsiebenTagenbei Bevacizumab mit 1, 10 oder 100 pg/ml
Poly I:C verglichen mit Bevacizumab allein festgestelk (,001). Jébher die Konzentration
des Entzindungsmediators war, desto geringer war die Aktinintereitdétegensatz zur
Kontrolle wurde eine signifikante Abnahme der Aktinintensitéat bei Bevacizumab mit 1 pg/ml
Poly I:C (p<0,001), 10 pg/ml Poly.C (p<0,001) bzw. 100 pg/ml PolyC (p<0,01) nach
28-tagiger Stimulationbeobachtet. Wurderdie ARPE19-Zellen mit Bevacizumab und
Polyl:.C stimuliert, fiel die Aktinintensitat verglichemit Bevacizumab allein signifikant
geringer aus (g 0,01 bei 1 bzw. 10 pg/ml Poly I:C;9€0,05 bei 100 pg/miPoly I:C).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Bevacizumab in Kombination mit Poly I:C die
Aktinintensitat nach Stimulationszeitrdumen v&abenund 28 Tagen signifikant reduzierte
(Abbildung 16). Aktin bildete unter dem Einfluss von Poly I:C allein und Poly I:C in

Kombination mit Bevacizumab vermel8tressfasern agébbildung 18).

3.3.3 Aktin nach TNFU-Stimulationen

3.3.3.1 Auswirkungen der TNE+ und Afliberceptstimulation auf das Aktinskelett

Nach 24 Stunden ergab sich keine Veranderung der Aktinintensitat bei Stimulationen mit
TNF-U  uAfidercept Im Gegensatz dazu konnte nasiebenTagen eine signifikante
Zunahme der Aktinintensitat bei 1§/ml TNFU  ( @05)<und 25g/ml TNFU € (01)

festgestellt werde@Abbildung 19). Bei50 ng/mI TNFU war di e Aktinintensi
zur Kontrolle ebenfalls héher. Der Unterschied jedochnicht signifikant. Bei Stimulationen

mit Aflibercept und 25g/ml TNFU t r a't dersel be Effekt ei n,
Zunahme der Aktinintensitat verglichen zu der Kontrolle<@01, Abbildung 19). Die
festgestellt&zunahme der Aktinintensitat bei Aflibercept in Kombination mitgdm| TNFU

war nicht signifikant Verglichen mit Aflibercept allein nahm die Aktinintensitat bei
Aflibercept mit 25ng/ml TNFU € Q01) bzw. 50 ng/mI TNFE) € (p05) signifkant zu.Die
Aktinintensitat nahm nach 4 Wochen unter dem Einfluss von 25 ng/miTNFb z wg/ml 5 0

TNF-U verglichen zu der Aktini ng@0sWutdéndie der K
ARPE-19-Zellen mit Aflibercept und 25 ng/ml TNB st i mul i e rntAnstiegdar gt e s
Aktinintensitat im Vergleich zur Kontrolle (¢ 0,05) sowiegm Vergleich zu einer Stimulation

mit Aflibercept allein p < 0,05 Abbildung 19).

Zusammenfassend liel3 sich eine Zunahme der Aktinintensitat und der Stressfassiebeach

und 28 Tagen unter Aflibercept und proinflammatorischem &ssferkenne(Abbildung 20).
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3.3.3.2 Auswirkungen der TNE+ und Bevacizumabstimulation auf das Aktinskelett

Eine eintagige Stimulation der ARPEL9-Zellen mit Bevacizumab und 5&/ml TNFU

resultierte in einenicht signifikantenAbnahme der Aktinintensitat verglichen zur Kontrolle.

Der Unterschied war im Vergleich zu 88/ml TNFU  a | jddah signifikant (p< 0,05

Abbildung 19). NachsiebenTagen wurde eine Zunahme der Aktinintensitat bei Bevacizumab

mit 25ng/ml TNFU ver gl i chen zu dek0,0KoHine Simulation mib e o b a c
Bevacizumab und 50g/mI TNFU resul tierte im Verglmegimth zu
TNF-U a | nleiedr signifikant niedrigeren Aktinintensitat<®,05). Eine signifikant hthere
Aktinintensitat zeigte sich wiederum bei Bevacizumab min@snl TNFU v er gl i chen

Bevacizumab allein (g 0,01, Abbildung 19). Unter dem Einfluss von Bevacizumab mit

a) Aktin, TNF-a 1d b) Aktin, TNF-a 7 d
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Abbildung 19: Auswirkungen der TNF-U-Stimulation auf das Aktinskelett.Intensitat des Aktinsignals relativ :
BelichtungszeifAuswertung s. 2.2.4.2Die ARPE19-Zellen wurden fiir aginen b) siebernund c¢) 28Tagemit TNFU  mi
ohne 250 pg/ml Aflibercept bzw. Bevacizumab behandelt. 25 ng/mUTNFhi t  u n d -Inbillitor eesuNieEté® fn eine
Erhéhungdes Aktinsignals nacsiebernund 28Tagen (b und c). 58g/ml TNFUresultierten nach 28 Tagen ebenfalls in e
erhohten Aktinintensitat im Vergleich zur Kontrolle @l sehen istveiterhineineZunahmeder Aktinirtensitat nactsiebel
und 28 Tagen bei Stimulationen Ak ng/ml TNFUin Kombination mit jeweils einem der beiden VEMRibitoren Die
Signifikanz wurde mittels Studentddst berrechnefn = 18; + p< 0,05, ++ p< 0,01 gegen die Kontrolle* p< 0,0%
verglichen mit der Stimulation mit oder ahi\flibercept bzw. Bevacizumabpo< 0,05; 00 p < 0,01 verglichen mit d:
alleinigen AflibercepiBevacizumabstimulatiorn = Tage.
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25ng/ml TNFU nahm di e Akt i ni nikKoatrolgeiuhdverglickee mg ! i c he
Bevacizumab alleimach Stimulationen tber 28 Tagignifikant zu(p < 0,09.

Insgesamt war eine Zunahme der Aktinintensitat bei Stimulationen mg/28 TNFU al | ei n
sowie 25ng/ml TNFU i n Kombi nati on msieben Bnd 2&&giger u ma b
Stimulation erkennbafAbbildung 19). Ein vermehrtes Vorkommen von Stressfasern wurde
nacheinem siebenund 28 Tagen unter Bevacizumab in Kombination mit 50 ng/ml-ONF
festgestellt Abbildung 21).

a) 50 ng/ml TNF-a,1d b) 50 ng/ml TNF-a,7 d ¢) 50 ng/ml TNF-a, 28 d

d) Aflibercept,1d e) Aflibercept, 7d ) Aflibercept, 28 d

g) Aflibercept + 50 ng/ml TNF-a0, 1 d h) Aflibercept + 50 ng/ml TNF-a, 7 d i) Aflibercept + 50 ng/ml TNF-a, 28 d

10

20

Abbildung 20: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der TNF und
Afliberceptdimulation auf das AktinskelettStimulation der ARPAS-Zellen mit TNFU ¢, &ireny siebenund 28Tagemit
und ohne 250 pg/ml Aflibercept. Zu erkennen sind vermehrte Stressfasern reageRBei 50ng/ml TNFU(c) sowie be
50 ng/ml TNFUmit Aflibercept nach sieben (h) und 28 TagenBiau = Zellkerne, violett = Aktin, griin = Aflibercetiir
eine Vergleichbarkeit der Intensitéaten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

Zusammenfassendeld sich eine reduzierende Wirkung von PbIy und Polyl:C in
Kombination mit beiden AnttVEGFSubstanzen auf die Aktinintensitat erkenné&ine
Reduktion des Aktinsignals warsbesondere nasieberund 28 Tagebei 100ug/ml Polyl:C

allein und 10Qug/ml Polyl:C in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizuméststellbar.
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a) Bevacizumab, 1d b) Bevacizumab, 7 d ¢) Bevacizumab, 28 d

d) Bevacizumab + 50 ng/ml TNF-0, 1 d €) Bevacizumab + 50 ng/ml TNF-a, 7 d

Abbildung 21: Beispielbilder der Immunfluoreszenz zur Darstellung der Auswirkung der TNF und
Bevacizumabmulation auj das AktinskelettStimulation der ARPHE9-Zellen mitBevacizumalilber einen siebenunc

28 Tagemit und ohnerNF-U._Zu erkenneist insgesamt ein vermehrtes Vorkommen von Stressfasern, insbeseacd
28Tagenbei 50ng/ml TNFU  nBevacizumab (f)Blau = Zellkerne, violett = Aktin, grin = BevacizumdHir eine
Vergleichbarkeit der Intensitaten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

Eine Zunahme der Aktinintensitat zeigte sich wiedemumter dem proinflammatorischen
Einfluss vonTNF-U Der Effekt trat besonders nasteben und 28t4gigen Stimulationen mit
50 ng/ml TNF-Uallein und in Kombination mit Aflibercept bzw. Bevacizumauf.LPS hatte
den geringsten Einfluster drei verwendeten Entziindungsmediatengidas Aktinskelett der

ARPE19-Zellen.

a) Bevacizumab, 1 d b) Bevacizumab + 100 pg/ml Poly I:C, 1 d

Abbildung 22: VerminderteAktinintensitat unter proinflammatorischem EinflussDargestellt ist das Aktinskelett (viole
nach jeweilseintdgiger Stimulation mit a) Bevacizumab und b) Bevacizumab in Kombination mit 100 pg/ml Pc
Erkennbar ist eine Abnahme des Aktinsignals unter Einfluss des Entziindungsmediators (Zellkerne = blau; Beve
grun; Aktin = violett). Fur eine Vergleitbarkeit der Intensitéaten ist die Belichtungszeit normiert wor@er2.2.4.2)d =
Tage.
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Die Abnahme der Aktinintensitat unter proinflammatorischem Einfluss spiegelte sich in der
Immunfluoreszenz wider. Die Reduktion des Aktinsignals zeigte sich quantitativ als auch
qualitativ. Ein qualitatives Beispi@t in Abbildung 22 dargestellt. Des Weiteren konnte eine
vermehrte Ausbildung von Stressfasern unter proinflammatorischem Einfluss und insbesondere
im Langzeitversuch festgestellt werdeibbildung 23 zeigt die Verédnderung des
Erscheinungsbildes von Aktin unter proinflammatorischem Einfluss von -ONF mi t

Aflibercept nach 28 Tagen.

a) Aflibercept, 28 d b) Aflibercept + 50 ng/ml TNF-a, 28 d

| 20m |

Abbildung 23: VermehrteAusbildung von Stressfasern unt@roinflammatorischem EinflussARPE19-Zellen wurden m
a) Aflibercept und b) Aflibercept mit 5@/mITNFU ¢ ber 28 Tage stimuliert. 1In
demzusétzlicherkEinfluss des Entziindungsmediators ausbildeten (Zellkerne = blau; Bevacizumab = griin; Aktin =
Fur eine Vergleichbarkeit der Intensitaten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

3.4 Aufnahme der VEGHnhibitoren

Fur die Messung von Veranderungen der Aufnahme von den MB@itoren unter
proinflammatorischen Einfluss erfolgten eim®stimmung der korrigierten Intensités.

2.2.4.2)sowie eine Untersuchung der Ereignisse pro Zellgall.2.4.4)

3.4.1 Aufnahme Aflibercept

3.4.1.1 Aufnahme Aflibercept nach LFS&imulation

3.4.1.1.1 Intensitat

Nach 24 Stunden undgiebenTagen lie3en sich keine Auswirkungen auf die Aflibercept
Intensitat feststellerAchtundzwanzitigige Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit
0,1ug/ml LPS bzw. 10 pg/ml LPS reduzierten die Intensitat verglichen mit der alleinigen
Stimulation mit Aflibercept. Der Unterschied war nicht signifikgabbildung 24).
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3.4.1.1.2 Ereignisse

Stimulationen Uberinen und siebenTage zeigten keine Veranderung der intrazellularen
Ereignisse von Aflibercept. Nacher Wochen konnte eine steigende Zahl an intrazellularen
Ereignissen bei steigender LIK®nzentration festgestellt werden. Dabei war die Zahl
intrazellularer Ereignisse bei Stimulationen mit 1 pg/ml &t signifikanterhdhtund bei
Stimulationen mit 10 pg/ml LPS signifikant erhohtg®,05 Abbildung 24).

a) Intensitiit Aflibercept, LPS1d d) Ereignisse Aflibercept, LPS1d
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Abbildung 24: Aufnahme von Aflibercept nach LPSStimulation. Dargestelltsind die Intensitafa-c) und die intrazellulare
Ereignisse(d- f) von Aflibercepinacheinem siebenund 28Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.406 ARPE19-Zeller
wurden mitAfliberceptallein oderin Kombination mit LPS stimuliert. Nach 28 Tagen sind signifikant mehr Aflibe
Ereignisse bei Stimulationen mit u@/ml festzustellen (f) Die Signifikanz wurde mittels Studenést berrechnet (n = 3
+ p < 0,05 gegen Aflibercegllein, d = Tage.
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Zusammenfassend zeigteRS-Stimulationen keinen Einfluss auf die Aflibercdptensitat.
Eine steigende Zahl intrazellularer Aflibercdfreignisse konnte nach 28 Tagen bei
Aflibercept in Kombination mit 10 pg/ml LPS festgestellt werd@bbildung 24 und
Abbildung 25).

a) Aflibercept, 1 d b) Aflibercept, 7 d ¢) Aflibercept, 28 d

d) Aflibercept + 10 ng/ml1LPS, 1d €) Aflibercept + 10 pg/ml LPS, 7 d ) Aflibercept + 10 ng/ml LPS, 28 d

Abbildung 25: Effekte der LPSStimulation auf die AliberceptAufnahme Stimulation der ARPE9-Zellen mit 1qug/m
LPS uberinen sieberund 28Tagenmit und ohne 25Qg/ml Aflibercept. Aflibercept wurde nach Za8gerbei gleichzeitige
Stimulation mit 1qQug/ml LPS vermehrt von den ARREB-Zellen aufgenomme(f). Blau = Zellkerne, griin = Afliberceplur
eine Vergleichbarkeit der Intensitéten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

3.4.1.2 Aufnahme Aflibercept nach Poly E&timulation

3.4.1.2.1 Intensitat

Unter steigender Konzentratismon Poly I:C zeigte sich eine Verminderung der Aflibereept
Intensitat naclkintagiger Stimulation. Bei Stimulationen mit 10 pg/ml Poly I:C bzw. 100 pg/ml
Poly I:C war der Unterschied im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept
signifikant (p< 0,01 bzw. p< 0,001 Abbildung 26). NachsiebenTagen war ebenfalls eine
signifikante Verminderung der Intensitat bei steigender Konzentration von Poly I:C feststellbar.
Der Unterschied zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept war bei Aflibercept mit 10 pug/mi
Poly I:C (p < 0,05) bzw. mit 100 pg/ml Poly I:C (p 0,001) signifikant. Stimulationen tGber 28
Tage resultierten ebenfalls in einer Reduktion der Intensitat. Dierdd¢hied war bei 1ag/ml
Polyl:C und 100ug/ml Poly I:C signifikant (p<0,001). Je hoher die Konzentration des
Entzindungsmediators war, desto geringer war die Intensitat des-WihBRors (Abbildung

26).
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3.4.1.2.2 Ereignisse

Ein Einfluss deeintdgigenStimulationen mit Poly I:C auf die Zahl der Aflibercdpteignisse
wurde nicht festgestellt. Nachiner Woche war die Zahl der Aflibercefdreignisse bei
Aflibercept in Kombination mit 10@g/ml Poly I.C signifikant vermindert (g 0,05
Abbildung 26).
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Abbildung 26: Aufnahme von Aflibercept nach Poly I:E€Stimulation. Dargestellt sind die Intensitat (ac) und di
intrazellularen Ereignisse (df) von Aflibercept naclkeinem siebenund 28Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.Dik
ARPE19-Zellen wurden mit Aflibercept allein oder in Kombination Rty 1:C stimuliert Nach sieben und 28 Tagen z
sich eine Abnahme der Aflibercdptensitat (b und c) und der Aflibercefteignisse (e und f) bei steigender Konzentr:
von Poly I: C. Die Signifikanz wurde mitteldudents-Test berrechnetn =36; + p< 0,05 ++ p < 0,01; +++ p < 0,001
gegen Aflibercegallein, d = Tagé.
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Stimulationen mit Poly I:C Uber 28 Tage reduzierten die Zahl der AflibeEegpgnisse
(Abbildung 26). Ein signifikanter Unterschied zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept war
gegeben bei 1Qg/ml (p< 0,01) bzw. 100 pg/ml Poly I:C ( 0,05).

a) Aflibercept,1d b) Aflibercept, 7 d ¢) Aflibercept, 28 d

d) Aflibercept + 100 pg/ml Poly I:C, 1 d €) Aflibercept + 100 pg/ml Poly I:C, 7 d f) Aflibercept + 100 pg/ml Poly I:C, 28 d

Abbildung 27: Effekte der Poly I:G-Stimulation auf die AfliberceptAufnahme Stimulation der ARPH9-Zellen mi
100ug/ml Polyl:C Uber einen siebenund 28Tagemit und ohne 25Qg/ml Aflibercept. Nactsiebenund 28Tagenwurder
signifikant weniger intrazelluldre Ereignisse an Aflibercept bei Doppelstimulationen miugi60 Poly 1:C (e und 1
verglichen mit Aflibercept allein (c und c) gemesdglau = Zellkerne, grin = Aflibercep&lr eine Vergleichbarkeit d
Intensitéaten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2).

Zusammenfassend lasst sich sagen, &dissulationen Ubeeinen siebenund 28 Tage die
Afliberceptintensitatreduzierte Die Intensitat fiel geringer aus, je hoher die Konzentration
von Poly I:C war. Insbesondere im Langzeitversuch konnte eine Reduktion intrazellularer

Ereignisse unter Poly I:C festgestellt wer@abbildung 27).

3.4.1.3 Aufnahme Aflibercept nach TNFStimulation

3.4.1.3.1 Intensitat

Eintagige Stimulationen mi25 ng/ml TNFU € Q05) bzw. 5tg/ml TNFU (p < 0,01)

resultierten in einer signifikant verminderten Aflibercépensitat verglichen mit Aflibercept

allein (Abbildung 28). Bei siebemégiger Stimulation mit Aflibercept und 25 ng/ml TNF

zeigte sich eine Zunahme der Intensitat. Der Unterschied im Vergleich mit der alleinigen
Afliberceptstimulation wanicht signifikant Stimulationen Ubevier Wochen mit Aflibercept

und 125ng/mTNFJ reduzi erten di e OJ0OhAbeildusgi28)2t si gni f |
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3.4.1.3.2 Ereignisse

Bei Stimulationen tGbek4 Stunden zeigte sich eine Abnahme intrazellularer Ereignisse bei

steigender Konzentration von TNIF. Der Unterschied zur
Aflibercept warnicht signifikant Eine signifikané Zunahmeintrazellularer Ereignisse war
gegeben bei Stimulatien mit 12,5ng/ml TNFU nachsiebenTagen (p < 0,001, Abbildung
28). Nach 28tagiger Stimulation war einrunehmendénzahl intrazellularer Ereignisse bei

a) Intensitiit Aflibercept, TNF-a 1d d) Ereignisse Aflibercept, TNF-a1d
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Abbildung 28 Aufnahme von Aflibercept nach TNF-U-Stimulation. Dargestellt sind die Intensitat (ac) und di
intrazellularen Ereignisse () von Aflibercept nacleinem siebenund 28Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.40%g
ARPE19-Zellen wurden mit Aflibercept allein oder in Kombination TiNt~Ustimuliert.Zunahme der Afliberceqireigniss
nach 28 Tagen bei steigender Konzentration Vbif-U (f) Die Signifikanz wurde mittels Studen{Betst berrechnégin = 36;
+ p< 0,05; ++ p< 0,01; +++ p< 0,001 gegen Aflibercept alleid = Tage).
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steigender Konzentraton von TNF f est st el | bar . Der Unt er schi
mit Aflibercept war jeweils bei Aflibercept mit 12rfgy/ml (p< 0,05), 25ng/ml (p< 0,01) bzw.

mit 50ng/ml TNFU € Qp01) signifikant{Abbildung 28).

Insgesamt war inLangzeitversuch eine Zunahme intrazellularer Afliberdeqgignisse bei
Stimulationen mit TNFU  f e s t(Abbildung 28 @nd Abbildung 29).

a) Aflibercept,1d b) Aflibercept, 7 d ¢) Aflibercept, 28 d

20, 20,
_"‘

d) Aflibercept + 50 ng/ml TNF-a,1d €) Aflibercept + 50 ng/ml TNF-a, 7 d f) Aflibercept + 50 ng/ml TNF-¢, 28 d

- -

Abbildung 29: Effekte derTNF-U-Stimulation auf dieAfliberceptAufnahme. Stimulation der ARPHE9-Zellen mit 50hg/m
TNFU ¢ bireen siebenund 28Tagenmit und ohne 25Qig/ml Aflibercept. Unter steigender Konzentration von T0
wurdenach 28 Tagerine erhdhte Anzahl intrazellularer Aflibercdpteignisse festgestelif). Auffallig ist dasverandert
Erscheinungsbild von Aflibercept in der Immunfluoreszenz nach Stimulationen Uiber 28 Tagprfiitiercept undf)
Afliberceptin Kombinationmit 50ng/ml TNFU In c) ist Aflibercept (griin) punktférmig, in f) ist Aflibercept (griin) nu
Linien anzutrefferfZellkerne = blau; Aflibercept = grin)=ir eine Vergleichbarkeit der Intensitéten ist die Belichtunc
normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

Der VEGFInhibitor Aflibercept stellte sich in den Stimulationen ohne proinflammatorischen
Einfluss punktférmig dar. Insbesondere bei Langzeitstimulationen und unter einem
proinflammatorischen Einfluss z.B.von TNF-U konnt e eine Ver 2n
Erscheinungsbildes von Aflibercept beobachtet werden. Aflibercept stellte sich unter
proinflammatorischen Einflusasbesondere im Langzeitversugtrmehrt in Form von Linien

dar(Abbildung 29f).
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3.4.2 Aufnahme Bevacizumab

3.4.2.1 Aufnahme Bevacizumab unter L-B&mulation

3.4.2.1.1 Intensitat

Nacheinem siebenund 28 Tagerkonnten keine Veranderungen der Bevacizwimabnsitat
unter LPSStimulationfestgestellt werden. Die Bevacizumbttensitat war bei Stimulationen
uber 24 Stunden teilweise nicht mesqdbildung 30 und Abbildung 31).

a) Bevacizumab, 1 d b) Bevacizumab, 7 d ¢) Bevacizumab, 28 d

———

d) Bevacizumab + 10 ng/ml LPS, 1 d €) Bevacizumab + 10 pg/ml LPS,7d f) Bevacizumab + 10 pg/ml LPS, 28 d

-
O — m——c—

Abbildung 30: Effekte der LPSStimulation auf die BevacizumabAufnahme Stimulation der ARPHE9-Zellen mi
10 pg/ml LPS lbereinen siebenund 28Tagenmit und ohne 25Qg/ml BevacizumabSignifikante Unterschiede c
Bevacizumadntensitat und Bevacizumdfreignisse ergaben sich bei Stimulationen mit LPS niglau = Zellkerne, gri
= BevacizumabFir eine Vergleichbarkeit der Intensitaten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d =

3.4.2.1.2 Ereignisse

Stimulationen mit Bevacizumab und 0,1 pg/ml LPS Uber 24 Stunden resultierten in einer
signifikanten Reduktion der Zahl amtrazellularen Bevacizumalbreignissen (< 0,05
Abbildung 31). Nach siebenTagen undvier Wochen zeigten sich keine Unterschiede der
Ereignisse unter den verwendeten Stimulationen.

Zusammenfassend lie3 sich feststellen, dass die Bevacidateabkitdt nach?4 Stunden
teilweise nicht messbavar undStimulationen mit Bevacizumab und Qud/ml LPS die Zahl

der Bevacizumatireignisse signifikanteduzierter(Abbildung 31 undAbbildung 30).
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Abbildung 31: Aufnahme von Bevacizumab nach LPStimulation. Dargestellt sinddie Intensitéat (ac) und di
intrazellularen Ereignisse (df) von Bevacizumalnach einem siebenund 28 Tagen Die ARPE19-Zellen wurden m
Bevacizumahallein oder in Kombination mit LPS stimulier(Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4.4). Signifikant we
Bevacizumatlkreignisse zeigten sich nach einem Tag bei Bevacizumab mit 0,1 pg/ml LPS (d). Die Signifikanz wur
Students-Test berrechngin = 36; + p < 0,05 gegerBevacizumalallein, d = Tagé.

3.4.2.2 Aufnahme Bevacizumab nach Poly-B&mulation

3.4.2.2.1 Intensitat

Die Intensitat des VEGHhibitors war nach 24 Stunden teilweise nicht messbar. Weitere

Auswirkungen der Stimulationen mit Poly I:C auf die Bevacizwimaénsitat konnten nach 24

Stunden nicht beobachtet werden. NsiglbenTagen konnte eine Abnahme der Bevacizuimab

Intensitat unter steigender Poly iKbnzentration gemessen werden. Ein signifikanter
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Unterschied ergab sich bei Bevacizumabstimulationen mitgl@l Poly I:C (p<0,01) und
100pg/ml Poly I:C (p< 0,001 Abbildung 32). Eine Reduktion der Intensitat unter steigender
Poly I:C-Konzentration zeigte sich ebenso nachTa8en(Abbildung 32). Der Unterschied
zur alleinigen Stimulation mit Bevacizumab war bei Bevacizumab miigli@l Poly I:Cnicht

signifikant,mit 100 pg/ml Poly I:C signifikant (g 0,001).
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= 250 pg/ml Bevacizumab ® 250 pg/ml Bevacizumab

Abbildung 32: Aufnahme von Bevacizumab nach Poly |:€Stimulation. Dargestellt sind die Intensitat (@) und di
intrazellularen Ereignisse (d) vonBevacizumalmacheinem siebenund 28Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4D4§
ARPE19-Zellen wurden miBevacizumalallein oder in Kombination mit Poly I:C stimuliert. Nasiebernund 28 Tagen zei
sich eine Abnahme deBevacizumadintensitat (b und c) und der Bevacizumaidkreignisse(e und f) bei steigende
Konzentration von Poly I:GHildebrandt et al. 2022)Die Signifikanz wurde mittels Student$est berrechnefn = 36;
+ p<0,05; ++ p< 0,01; +++ p< 0,001 gegemBevacizumalallein, d = Tag9g.
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3.4.2.2.2 Ereignisse

Nach 24 Stunden warekeine Auswirkungen der verwendeten Stimulationen feststellbar.
Stimulationen UbesiebenTage mit Bevacizumab in Kombination mit 100 pug/ml Poly I:C
reduzierten die Zahl intrazellularer Bevacizuntaieignisse signifikant (g 0,05 Abbildung

32). Eine signifikante Reduktion der Bevacizurateignisse zeigte sich zuséatzlich bei
Stimulationen mit 10@Qug/ml Poly I:C nach 28 Tagen 0,01, Abbildung 32).

Insgesamt war diéntensitat des VEGInhibitors nacheintagiger Stimulation mit Poly I:.C
teilweise nicht messbaiSieben und 28tagige Stimulationen mit Poly I:C hatten einen
reduzierenden Effekt auf die Intensitdt und Zahl der intrazellularen Ereignisse von
Bevacizumal{Abbildung 33).

a) Bevacizumab, 1 d b) Bevacizumab, 7 d c) Bevacizumab, 28 d

d) Bevacizumab + 100 pg/ml Poly I:C, 1 d €) Bevacizumab + 100 pg/ml Poly I:C, 7 d f) Bevacizumab + 100 pg/ml Poly I:C, 28 d

Abbildung 33: Effekte der Poly I:G-Stimulation auf dieBevacizumabkAufnahme Stimulation der ARPHE9-Zellen mi
100pg/ml Polyl:C uber einen siebenund 28Tagemit und ohne 25Qg/ml Bevacizumab. Nadiebenund 28d wurdel
signifikant wenger intrazellulare Ereignisse vaBevacizumab bei Doppelstimulationen mit 1@@ml gemessefe und 1
(Hildebrandt et al. 2023) Blau = Zellkerne, griin = Bevacizumabur eine Vergleichbarkeit der Intensitaten ist
Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

3.4.2.3 Aufnahme Bevacizumab unter TFStimulation

3.4.2.3.1 Intensitat

Die Bevacizumabntensitatwar nach 24 Stunden teilweise nicht messbar. Eine signifikante
Verminderung der Intensitdt wurde bei Stimulationen mit 50 ng/ml-ONFbeobac ht e
(p < 0,05 Abbildung 34). Stimulationenmit Bevacizumab in Kombination mit 5@/ml

TNFFU reduzierten die I ntensit 2 siebenfagenerfdigiek ant ,
(p<0,001). Nachvier Wochen zeigte sich eine signifikant reduzierte Intensitat des VEGF

62



Ergebnisse

Inhibitors, wenn die Zellen zusatzlich mit 12,5 ng/mly@Bml bzw. 50ng/mI TNFU st i mul i er
wurden (p< 0,001, Abbildung 34).
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Abbildung 34: Aufnahme von Bevacizumab nach TNE-Stimulation. Dargestellt sinddie Intensitat (ac) und di
intrazelluldren Ereignisse (d) vonBevacizumalmacheinem siebenund 28Tagen (Auswertung s. 2.2.4.2 und 2.2.4D4§
ARPE19-Zellen wurden miBevacizumatallein oder in Kombination mit TNE s t i rmbnahimedertBevacizumat
Intensitatnacheinem und sieben Tagen bei Bevacizumab in Kombination m@g/B0 TNFU ( a und b2 Taga
bei Bevacizumab und allen TNEFKonzentrationen (c) Die Signifikanz wurde mittels Studeffisst berrechnefn = 36;
+ p< 0,05; +++ p < 0,001 gegemBevacizumalallein, d = Tag@.
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3.4.2.3.2 Ereignisse

NacheinemundsiebenTagenzeigten sich keine Auswirkungen der Stimulationen auf die Zahl

der Bevacizumalireignisse. Bevacizumab in Kombination mit 12,5 ng/ml TF ¢ b e r
Tage reduzierten die Ereignisse signifikant verglichen mit Bevacizumab allei®,(}3
Abbildung 34).

Zusammenfassend zeigte sich auch hier, dass die Bevacitoteabitat ach eintagiger
Stimulation teilweise nicht messhaar. Der Entziindungsmediator TNF  h msgdsameine
reduzierende Wirkung auf die Bevacizuatensitat und-Ereignisse insbesondere nach

Langzeitstimulatione@Abbildung 35).

a) Bevacizumab, 1 d b) Bevacizumab, 7 d ¢) Bevacizumab, 28 d

d) Bevacizumab + 50 ng/ml TNF-a, 1 d e) Bevacizumab + 50 ng/ml TNF-¢, 7 d f) Bevacizumab + 50 ng/ml TNF-a, 28 d

Abbildung 35: Effekte der TNF-U-Stimulation auf die BevacizumabAufnahme. Stimulation der ARPH9-Zellen mi
Bevacizumab mit und ohr®@®ng/ml TNFU ¢ bimen siebenund 28Tage Nach einem Tag war die Intensitat '
Bevacizumab teilweise nicht messbar (a). Reduktion der Bevaciioteabitdt nach einem und sieben Tagen
Bevacizumab mit 50g/ml TNFU (d und e) verglichen mBlau =Eellkeme, igranu
Bevacizumabk-ir eine Vergleichbarkeit der Intensitéten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2).d =1

Die beiden VEGHnNhibitoren wiesen in der Immunfluoreszenz unterschiedliche

Erscheinungsbilder auf. Aflibercept stellte sich in Form von Punkten dar, wohingegen

Bevacizumab sich linienartig darstellte. Démterschied wird irAbbildung 36 verdeutlicht
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a) Aflibercept,1d b) Bevacizumab, 1 d

Abbildung 36: Unterschiedliche Erscheinungsbileer der VEGFInhibitoren in der Immunfluoreszenz. Eintagige

Stimulation der ARPE9-Zellen mit a)Aflibercept und b) Bevacizumab. Aflibercept (a) trat in Form von Punkte

Bevacizumab linienférmig (§Xellkerne = blau; Aflibercept/Bevacizumab = gruRjir eine Vergleichbarkeit der Intensité

ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

3.5 Veranderungen des Transportmolekiils Myosin7a und intrazellularer Transport der
VEGF-Antagonisten

Um mogliche Auswirkungen der Stimulationen auf das Transportmolekil Myosin7a zu

untersuchen, wurden die Intensitat sowie die Zahl der Ereignisse von Myosin7a gemessen. Zur

Untersuchung des intrazellularen Transportes erfolgte eine Messung der Kolokalisationen

zwischenMyosin7a und Aflibercept bzw. Bevacizumab.

3.5.1 Veranderungen Myosin7a unter Aflibercept, intrazellularer Transport von Aflibercept
3.5.1.1 Auswirkungen nach LRStimulation

3.5.1.1.1 Die Myosin7alntensitathach LPSStimulation

Wurden die Zellen tGber 24 Stunden mit Aflibercept stimulieeigte sich eine Zunahme der
Myosin7alntensitat. Der Unterschied zur Kontrolle wecht signifikant Eine Stimulation mit
Aflibercept und 0,jug/ml, 1pg/ml bzw. 10ug/ml LPS resultierte in einer signifikanten
Zunahme der Myosin7mtensitat verglichen mit der Kontrolle (p0s01; p< 0,05, p< 0,05).
Eine signifikante Zunahme der Myosinlfdensitat konte zusatzlich bei Stimulationen mit
Aflibercept in Kombination mit 0,jug/ml LPSverglichenmit LPS alleinbeobachtet werden
(p <0,05). Nach siebenTagen wurde eine signifikante Abnahme der Myosilmtensitat
verglichen mit der Kontrolle festgestellt, wenn die Zellen mity@inl (p<0,05), 1ug/ml
(p<0,001) bzw. 1Qug/ml LPS (p< 0,01) stimuliert wurdefAbbildung 37). Aflibercept allein

(p <0,01) und Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit fg/ml (p< 0,01), 1pug/mi
(p<0,001) bzw. 1qug/ml LPS (p< 0,01) resultierten in einer signifikant geringeren Intensitat

von Myosin7a verglichen mit der KontrollBei Stimulationen tber 28 Tage zeigtieh, dass
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die Myosin7alntensitat geringer war, je hoher die dfdzentration von LPSwar. Der
Unterschied zur Kontrolle war bei Stimulationen rbit pug/ml LPS signifikant (p< 0,05).
Bezuglich der Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit LPS wurde der gleiche Effekt
verglichen mit der Kontrolle festgestellt. Je héher die Konzentration von LPS war, desto
geringer fiel die Intensitdt von Myosia aus. Der Unterschied war bei Stimulationen mit
Aflibercept und gleichzeitiger Stimulatiomon 1 pg/ml bzw. 10ug/ml LPS signifikant

(p < 0,05, Abbildung 37).

Insgesamt war digtensitat von Myosin7a nach 24 Stunden bei Stimulationen mit LPS erhoht.
Bei Stimulationen Ubesiebenund 28 Tagen nahm die Myosinlfgensitat unter LPEinfluss

ab (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Myosin7aIntensitat nach LPS und Afliberceptstimulation.Dargestellt ist die Intensitat von Myosin7a n
Stimulationen mit LPS und Aflibercept. ARP&Zellen wurdereinen siebenund 28Tagemit LPS allein oder mit 250 g/
Aflibercept stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluorestzer®z2.4.2) Stimulationen Ubesiebenund 28Tage
resultierten in einer Verminderung der MyosiAlfgensitét(b undc) Die Signifikanz wurde mittels Studentesst berrechn
(n = 18; +p< 0,05, ++p< 0,01, +++ p< 0,001 gegen die unbehandek®entrolle; * p< 0,05, *p< 0,01 gegen d
Stimulation ohne Aflibercept = Tage.

3.5.1.1.2 Myosin7aEreignissenach LPSund Afliberceptimulation
Im Vergleich zur Kontrolle konnte festgestellt werden, dass die @ahilyosin7aEreignisse
bei Stimulationen mit Aflibercept Giber 24 Stunden signifikant abnahw0(p0L, Abbildung
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38). Die Zahl der Myosin7&reignisse war zudem bei Stimulationen mit Aflibercept in
Kombination mit 0,lug/ml, 1ug/ml oder 1Qug/ml LPS verglichen mit der Kontrolle
signifikant geringer (p<0,001). Signifikant weniger Myosinf@reignisse waren bei
Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 0,1 pg/ml LPS verglichen mip@/ml LPS

a) Ereignisse Myosin7a, LPS1d

+
r 1
++
*
* i
*
400 g
350 S
300
250
E
5
x
< 200
Z
= 150
100
+ + +
+ + + +
@ i + +
"
Ohne LPS 0,1 pg/ml LPS | pg/ml LPS 10 pg/ml LPS

u Ohne VEGF-Inhibitor 250 pg/ml Aflibercept

b) Ereignisse Myosin7a, LPS 7 d

250
*

200

150
100
s

Ohne LPS 0.1 pg/ml LPS | pg/ml LPS 10 pg/ml LPS
= Ohne VEGF-Inhibitor = 250 pg/ml Aflibercept

MyosinTa/Kem

¢) Ereignisse Myosin7a, LPS 28 d

150

100
| I
5

Ohne LPS 0,1 pgiml LPS | pg/ml LPS 10 pg/ml LPS

Myosin?a/Kem

g

= Ohne VEGF-Inhibitor = 250 pg/ml Aflibercept

d) Kolokalisationen Myosin7a, Aflibercept, LPS 1 d

Ohne LPS 0,1 pg/ml LPS | p/ml LPS 10 pg/ml LPS

250 pg/ml Aflibercept

¢) Kolokalisationen Myosin7a, Aflibercept, LPS 7 d

10

Kolokalisationen/Kem

Ohne LPS 0.1 pg/ml LPS | pg/ml LPS 10 p/ml LPS

250 pg/ml Aflibercept

f) Kolokalisationen Myosin7a, Aflibercept, LPS 28 d

+

1 pg/ml LPS 10 pg/ml LPS

Ohne LPS 0,1 pg/ml LPS

250 pg/ml Aflibercept

Abbildung 38: Myosin7aEreignisse und Kolokalisationen mit Aflibercept nach LPSimulation. Dargestelltsind die
Anzahl der Ereignisse von Myosin7adgasowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercéy
ARPE19-Zellen wurdereinen siebenund 28Tagemit LPS allein odein Kombinationmit 250ug/ml Aflibercept stimulier
Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszénz2.2.4.4 und 2.2.4.6Nach einem Tagzeigt sich eine signifikar
Verminderung der Myosin7Breignisse bei Stimulationen mit Aflibercepdd LPS (a) Stimulationen Uber 2Bage
resultierten in einerZunahme der Klokalisationen bei steigender LRA®nzentration(f) Die Signifikanz wurde mitte
Students-Test berrechnein(= 18; + p< 0,05 ++ p < 0,01; +++ p< 0,001 gegen die unbehandelte Kontrdi®v. gege
Aflibercept allein * p< 0,05 ** p< 0,01 ** p< 0,001 gegemPS allein, d = Tage
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allein festzustellen (g 0,001). Derselbe Effekt trat bei Stimulationen mit Aflibercept und
1 pg/ml LPS verglichen mit jug/ml LPS ein (p< 0,01). Stimulationen mit Aflibercept und
10 ug/ml LPS resultierten ebenfalls in einer signifikanten Abnahme deisiMyaEreignisse
verglichen mit 1Qug/ml LPSallein (p < 0,01). Wurden die Ereignisse zwischen Affidept in
Kombination mit LPS mitlen Ereignissen der alleinigéfliberceptstimulationverglichen, so
waren wiederum mehr Myosin#eignisse bei Aflibercept in Kombination mit LPS
festzustellen.Signifikane Unterschiedesrgaben sich bei Aflibercept mit Qu/ml LPS
(p<0,01) bzw. Jug/ml LPS (p< 0,05) verglichen mit Aflibercept alleinBei siebemégigen
Stimulationen mit Aflibercept allein und Aflibercept mitugy/ml LPS konnte eine Abnahme
der Myosin7aEreignisse festgestellt werden. Der Unterschied der Bssigim Vergleich zur
Kontrolle warnicht signifikant Die Zahl der Myosin7#&reignisse war bei Aflibercept und
0,1ug/ml LPS signifikant reduziert verglichen mit der alleinigen Stimulation miju@/inl

LPS (p<0,05). Nachvier Wochen konnten keine Auswirkungen der Stimulationen auf die
Ereignisse von Myosin7a festgestellt werden

Insgesamt nahm digahl der Myosin7&reignissenacheintagiger Stimulation mit Aflibercept
und LPSverglichen zur Kontrollesignifikant ab Weniger Myosin7&rerignisse ergaben sich
ebenfalls bei Aflibercept mit LPS verglichen mit LPS allein. Nsieledgigen Stimulatioen
konnte dies ebenfalls beobachtet werddach 28 Tagen zeigten sich keine Veranderungen der
EreignissgAbbildung 38).

3.5.1.1.3 Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept nach 1Sigulation

Aflibercept lag haufiger mit Myosin7a kolokalisiert vor, wenn die Zelleer 24 Stunden mit
LPS stimuliert wurden. Verglichen mit der alleinigen Afliberceptstimulation war die Zahl der
Kolokalisationen bei Aflibercept in Kombination mit Qufy/ml LPS signifikant erhoht

(p < 0,05 Abbildung 38). Stimulationen mit Aflibercept und [1g/ml LPS resultierten in einer
signifikanten Zunahme an Kolokalisationen naibbenTagen (p< 0,05). Nach 28tagiger
Stimulation mit Aflibercept und LPS zeigte sich eine Zunahme der Kolokalisationen
(Abbildung 38). Der Unterschied zur alleinigen Stimulation mit Aflibercept war bei
Aflibercept in Kombination mit 1 pug/ml bzw. 30g/ml LPS signifikant (jeweils g 0,05).

Eine gleichzeitige Stimulation der Zellen mit Aflibercept und LPS resultierte insgesamt in einer
hoheren Zahl an Kolokalisationen zwischen Myosin7a und dE@FInhibitor (Abbildung

38 undAbbildung 39).
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a) 10 pg/mlLPS,1d b) 10 pg/mlLPS, 7 d ¢) 10 ng/m1 LPS, 28 d

20um 20um
d) Aflibercept,1d e) Aflibercept, 7 d f) Aflibercept, 28 d

g) Aflibercept + 10 pg/m1 LPS, 1 d h) Aflibercept + 10 ng/ml LPS, 7 d i) Aflibercept + 10 ng/m1 LPS, 28 d

20um A 20um . 20pm

Abbildung 39: Kolokalisationen mit Myosin7a und Aflibercept nach LRStimulation. Stimulation der ARPH9-Zellen mi
10 ug/ml LPS Uberinen siebenund 28Tagemit und ohne 25Qg/ml Aflibercept. Kolokalisationen sind beispielhaft
einem Pfeil markiert oder mittels Kastchen hervorgeholdgch 28 Tagen lag Myosin7a vermehrt kolokalisiert
Aflibercept vor, wenn die ARPES-Zellen zuséatzlich mit LPS stimuliert wurden BJau = Zellkerne, rot = Myosin7a, gn
= Aflibercept,gelb/orange =KolokalisationenFur eine Vergleichbarkeit der Intensitéten ist die Belichtungszeit nor
worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.

3.5.1.2 Auswirkungen nach Poly I:Stimulation

3.5.1.2.1 Die Myosin7alntensitatnach Poly I:C und Afliberceptimulation

Nach 24 Stunden konnte ein Anstieg der Myosilitansitat unter Poly |:@stgestellt werden.
Je hoher dabei die Konzentration von Poly I:C war, desto héher war die Mydisiefsitat.
Bei Stimulationen mit 10Qg/ml Poly I:C war die Intensitat verglichen mit der Kontrolle
signifikant erhoht (< 0,05, Abbildung 40). EineStimulation mit Aflibercepalleinresultierte
ebenfalls in einersignifikant erhohten Myosin7htensitat im Vergleich zur Kontrolle
(p<0,05). Wurden die Zellen mit Aflibercept und Poly I:C stimuliert, ergab sich ebenso ein
Anstieg der Myosin7dntensitat. Ein signifikanter Anstieg verglichen mit der Kontrolle zeigte
sich bei Aflibercept in Kombination mitdg/ml Poly I:C (p< 0,001), Aflibercept mit @ pg/ml
Poly I:.C (p<0,01) und Aflibercept mit 10Qg/ml Poly I:C (p< 0,05). Bei den Stimulationen
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mit Aflibercept und Jug/ml Poly I:C konnte eine signifikant hbhere MyosifAgensitat
verglichen mit der alleinigen Stimulation miyudy/ml Poly I:C festgestellt werden 0,001).
Bei Aflibercept in Kombination mit 1ag/ml Poly I:C konnte ebenfalls reisignifikanter
Anstieg der Myosin7dntensitat verglichen mit 1Ag/ml Poly I:C beobachtet werden
(p < 0,05). Eine signifikant erh6hte Myosinflatensitat verglichen zur Kontrolle zeigte sich
bei Stimulationen mit 10Qg/ml Poly I:.C lbersiebenTage (p< 0,01, Abbildung 40).
Stimulationen mit Aflibercept in Kombination mit 1Q@/ml Poly I:C resultierten ebenfalls in
einer erhdhten Myosin7imtensitat, der Unterschied waicht signifikant Wird die alleinige
Stimulation mit Aflibercept mit der Stimulation mit Aflibercept in Kombination mit 1@0ml
Poly I:C verglichen, so fallt ein signifikanter Anstieg der Intensitat unter gleichzeitiger
Stimulation mit 10Qug/ml Poly I:.C adi (p <0,05. Eine 28tagige Stimulation mit Poly I.C

resultierte in einer Erhdhung der MyosiAlféensitat. Der Unterschied im Vergleich zur

a) Intensitit Myosin7a, Aflibercept, Poly I:C 1 d b) Intensitiit Myosin7a, Aflibercept, Poly I:C 7 d
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Abbildung 40: Myosin7alIntensitat nach Poly I:G und Afliberceptstimulation.Dargestellt ist die Intensitét von Myosir
nach Stimulationen mit Poly I:C und Aflibercept. ARFEZellen wurdereinen siebenund 28Tagemit Polyl:C allein ode
mit 250 ug/ml Aflibercept stimuliert. Die Auswertung erfolgtétels Immunfluoreszer(g. 2.2.4.2)Nach 28Tagen(c) konntt
ein Anstieg der Myosin7mtensitat bei Stimulationen mit PdiC mit und ohneAflibercept festgestellt werdenDie
Signifikanz wurde mittels StudentBest berrechnédn= 18; + p< 0,05, ++p < 0,01, +++ p < 0,001 gegen die unbehand
Kontrolle bzw. gegen Aflibercept alleift p < 0,05, ** p< 0,01, *** p < 0,001 gegen die Stimulation ohne Aflibercept

Tage.
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Kontrolle war bei Stimulationen mit dg/ml Poly I:C (p<0,001), 10ug/ml Poly I:C
(p<0,001) und 10Qug/ml Poly I:C (p< 0,05) signifikant (Abbildung 40). Einesignifikante
Erh6éhung der MyosinZmtensitdt im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich ebenfalls bei
Aflibercept in Kombination mit Jug/ml Poly I:C (p<0,001) und bei Aflibercept in
Kombination mit 1Qug/ml Poly I:C (p<0,001). Verglichen mit Aflibercepallein war die
Myosin7alntensitat bei Aflibercept in Kombination mit tig/ml Poly I1:C bzw. 1Qug/ml

Poly I.C signifikant erhéht (jeweils p ,001).

Zusammenfassend konnte bei allen drei Stimulationszeitrdumen eine Zunahme der Myosin7a

Intensitat unter proinflammatorischer Aktivierubgobachtet werdef\bbildung 40).

3.5.1.2.2 Myosin7aEreignissenach Poly I:C und Afliberceptimulation

Eineeintagige Stimulation mit fig/ml Poly I:C hatte eine Abnahme der MyosirHi@ignisse

zur Folge. Der Unterschied im Vergleich zur Kontrolle war nicht signifikatitnulationen mit
Aflibercept allein reduzierten die Ereignisse an Myosin7a signifikant verglichen zur Kontrolle
(p <0,001, Abbildung 41). Die Zahl der Myosin7&reignisse war bei Aflibercept in
Kombination mit 1 pg/ml Poly I:C (g 0,001) und Aflibercept in Kombination mit 1@/ml

Poly I:C signifikant vermindert (g 0,01). Eine Stimulation mit Aflibercept und 10@/ml

Poly I:C hatte keinen iBfluss auf die Zahl der Myosinf@reignisse im Vergleich zur
Kontrolle. Verglichen mit der alleinigen Stimulation migg/ml Poly I:C waren die Myosin#a
Ereignisse bei Aflibercept undulg/ml Poly I:C signifikant reduziert (g 0,01). Die Myosin7a
Ereigrisse waren bei Aflibercept mit 38y/ml Poly I:C verglichen mit 1Qg/ml Poly I:Callein
reduziert, der Unterschied waber nicht signifikantWird die Stimulation mit Aflibercept
allein mit Aflibercept unteproinflammatorischer Aktivierung verglichem stellte sich eine
Zunahme der Myosin7Breignisse untereintdgiger Poly [:CStimulation heraus. Der
Unterschied war bei Aflibercept mit 1@/ml Poly I:C (p< 0,001) bzw. mit 10qQug/ml Polyl:C

(p < 0,01) signifkant. Stimulationen UbesiebenTage hatten keine Auswirkungen auf die Zahl
der Myosin7aEreignisseNachvier Wochen konnte eine Zunahme der MyoshiEfaignisse

bei Poly I:GStimulationen festgestellt werden. Eine signifikante Zunahme der Ereignisse
zeigte sich bei fjug/ml Poly I:C (p<0,01), 10ug/ml Poly I:.C (p<0,01) und 10Qug/ml
PolyI:C (p< 0,001, Abbildung 41). Eine Stimulation mit Aflibercept und dg/ml Poly I:C
resultierte ebenfalls in einer signifikanten Zunahme der Ereignisse verglichen zur Kontrolle
(p < 0,05). Verglichen mit 1g/ml Poly I.C war die Zahl der Ereignisse bei Stimulationen mit
Aflibercept ind 10pg/ml Poly I:C geringer. Der Unters@ud war jedoch nicht signifikanDer
Unterschied zwischen 1Q@/ml Polyl:C und Aflibercept in Kombination mit 100 pug/ml Poly
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I:C war signifikant (p <0,01). Aflibercept mit 10Qug/ml Polyl:C reduzierte Myosin7a
Ereignisse. Die Zahl der MyosinExeignisse war bei Aflibercept mit 1 pug/ml Poly I:C

verglichen mit Aflibercept allein signifikant erhoht €0,05).
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Abbildung 41: Myosin7aEreignisse und Kolokalisationen mit Aflibercept nach PellyC -Stimulation. Dargestelltsinddie
Anzahl der Ereignisse von Myosin7adqpsowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercég
ARPE19-Zellen wurdeneinen siebenund 28Tage mit Poly I:C allein oder in Kombination mit 250@g/ml Afliberceg
stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels ImmunfluoresZen2.2.4.4 und 2.2.4.6\Nacheinem (d) und 28agen(f) zeig
sich eine signifikante Verminderung déolokdisationenzahl bi steigendePoly |:C-Konzentration Die Signifikanz wurc
mittels StudentsTest berrechngin = 18; + p< 0,05;++ p < 0,01;+++ p< 0,001 gegen die unbehandelte Kontrolle |
gegen Aflibercept allein; *p < 0,01 gegeroly I:Callein, d = Tag9.
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Insgesamt konnte eine Abnahme der MyosiBr@ignisse unter proinflammatorischer
Aktivierung bei Stimulationen tber 24 Stunden und eine Zunahme bei Stimulationen Uber 28
Tage festgestellverden(Abbildung 41).

a) 100 pg/ml Poly I:C, 1 d b) 100 pg/ml Poly I:C, 7 d ¢) 100 pg/ml Poly I:C, 28 d

d) Aflibercept,1d e) Aflibercept, 7 d

) Aflibercept, 28 d

g) Aflibercept + 100 pg/ml Poly I:C, 1 d h) Aflibercept + 100 pg/ml Poly I:C, 7 d i) Aflibercept + 100 pg/ml Poly I:C, 28 d

Aflibercept, 28 d Aflibercept + 100 ng/ml Poly I:C, 28 d

—

Abbildung42: Kolokalisationenmit Myosin7aund Afliberceptnach Poly I:G-Stimulation. Stimulation der ARPHE9-Zeller
mit 100pg/ml Polyl:C Ubereinen sieberund 28Tagemit und ome 250 ug/ml Aflibercept. Nach einefg) und 28Tagen(i)
wurden signifikant wenigeKolokalisationen beigleichzeitigen Stimulationemit 100ug/ml Poly I:.C verglichen m
Aflibercept allein festgestellt (d und f). Die signifikante Abnahme der Kolokalisationen ist noch einmal zur Da
gesondert hervorgehobe§olokalisationen sind beispielhaft mit einem Pfeil markbeter mittels Kastchen hervorgehot
Blau = Zellkerne, rot = Myosin7a, griin = Aflibercepgelb/orange = Kolokalisationerur eine Vergeichbarkeit de
Intensitéten ist die Belichtungszeit normiert worden (s. 2.2.4.2). d = Tage.
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3.5.1.2.3 Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept nach PolyStithulation
Stimulationen Uber 24 Stunden resultierten in einer RedukteynKolokalisationen unter
proinflammatorischem Einfluss. Je héher die Konzentration von Poly I:C war, desto weniger
lag Myosin7a mit Aflibercept kolokalisiert vor. Der Unterschied war bei Aflibercept mit
10 ug/ml Poly I:C bzw. 10ug/ml Poly I:C signifikant (jeweils p < 001, Abbildung 41). Eine
siebemdgige Stimulation mit Aflibercept und Poly I:C hatte keine Auswirkungen auf die
Kolokalisationenzahl. Nach 28 Tagen konnte eine Reduktion der Kolokalisationen zwischen
Myosin7a und Aflibercept unter steigender Konzentration von Poly I:C festgestelltnwerde
Eine signifikante Reduktion der Kolokalisationen konnte bei Aflibercept mitgl®l Poly I:C

(p < 0,05) bzw. 100 pg/ml Poly I:.C (p < 0,05) beobachtet wer@drbildung 41 und
Abbildung 42).

Zusammenfassend zeigsech eine Abnahme der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und
Aflibercept unter dem Einfluss von Poly Ir@chein- und 28tagiger StimulatiorfAbbildung

41 undAbbildung 42).

3.5.1.3 Auswirkungen nach TNB-Stimulation

3.5.1.3.1 Die Myosin7alntensitatnach TNFU- und Afliberceptimulation

Nach einer Stimulationszeit von tiber 24 Stunden mit-INFk o n nt e deriMyosiitVva st i e g
Intensitat beobachtet werden. Dabei zeigte sich eine Zunahme der Mybder&tat bei
steigender Konzentration von TNF. Ein signifikantletensithimst i eg
Vergleich zur Kontrolle ergab sich bei 121§/mI TNFU € 05, 25ng/mI TNFU € Qy01)

und 50ng/ml TNFU € @001 Abbildung 43). Eine Stimulation mit Aflibercept tiber 24
Stunden resultierte ebenfalls in einer signifikant hoheren Myodmtéasitat verglichen zur
Kontrolle (p<0,001). Eine signifikante Zunahme der Intensitat war bei Aflibercept in
Kombination mit 12,5g/ml TNFU pzw. 25ng/ml TNFU o d eg/ml BNRU f est st el |
(p <0,001). Ein Unterschied der Myosinftgensitat ergab sich zusatzlich zwischen 12,5 ng/ml
TNF-U al | ei n uindombirfationnit 82500 INFU. Di e -Mtersigiti n 7 a
war bei Aflibercept mit 12,5g/ml TNFU si gni f i k#&,01). Afliberdegt unte( p
proinflammatorischer Aktivierung resultierte in einer héheren Myosin#&nsitat verglichen

mit der alleinigen Stimuladtin mit Aflibercept. Eine signifikante Zunahme zeigte sich bei
Aflibercept mit 12,51g/ml TNFU € Q05). Bei Aflibercept mit 25 ng/ml TNE war der
Unterschiednicht signifikant Eine siebemdgige Stimulation mit 12,6g/ml TNFU b z w.
25ng/mITNFU resul tierte in einer slitensitatferghichent en A
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zur Kontrolle (p <0,01; p< 0,05, Abbildung 43). EineStimulation mit Aflibercept allein hatte
einen reduzierenden Effekt auf die Myosididgensitat. Der Unterschied im Vergleich zur
Kontrolle warnicht signifikant Eine Stimulation mit Aflibercept und 12t/ml TNFU b z w.
25ng/ml TNFU r eduzi er t elntedsitae verdlighens zu nkorarolle signifikant
(p<0,01; p<0,001). Einesiebemagige Stimulation mit Aflibercept in Kombination mit
25ng/mITNFU resul tierte in einer slitensitatferghchent en A
mit Aflibercept allein (p <0,05). Aflibercept in Kombination mit 58g/ml TNFU fiihrte
wiederumzu einer signifikanten Zunahme der Myosinlfgensitat verglichen midflibercept
allein (p <0,05). Eine Stimulation mit TNE ¢, biex Wochen reduzierte die Myosin7a
Intensitat. Eine signifikante Reduktion konnte bei I®ynl TNFU u n d ndyrel TNF2J 5

im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden {®,05, Abbildung 43). Verglichen zur
Kontrolle war die Myosin7dntensitat bei Stimulationen mit Aflibercept und 1Bg/ml
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+
— +
. : | : 1
1.2 1 I + * F |
+ + + +
] + H * 2 + . +
+ + ¥ +
' + + +
1.8 T
a9
1.6
08
14
Zo7 7
= 21
Z 06 =
H £
Eus E
0 a8
03 06
0.2 04
'3} 02
0 0
Ohne TNF-a 12,5 ng/ml TNF-a 25 ng/ml TNF-a 50 ng/ml TNF-a Ohne TNF-a 12,5 ng/ml TNF-a 25 ng/ml TNF-a 50 ng/ml TNF-a
® Ohne VEGF-Inhibitor 250 ug/ml Aflibercept ® Ohne VEGF-Inhibitor 250 ug/ml Aflibercept

¢) Intensitiit Myosin7a, Aflibercept, TNF-a 28 d
+

16
14
12 * g *
]
£
Eos
g
=
T
[¥]
¥
0
Ohne TNF-a 12,5 ng/ml TNF-a 25 ng/ml TNF-a 50 ng/ml TNF-a
® Ohne VEGF-Inhibitor 250 pg/ml Aflibercept

Abbildung 43: Myosin7aIntensitéat nach TNFU- und Afliberceptgéimulation. Dargestelltist die Intensitétvon Myosin7anact
TNF-U-Stimulation mit AfliberceptARPE19-Zellen wurdereinen siebenund 28Tagemit TNFU al | ei n  pgtn
Aflibercept stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluorestzer®z2.4.2) Stimulationen tber einen Tag resultiel
in einer Zunahme der Myosindatensitét (a) Stimulationen mit2,5 ng/ml bzw. 25 ng/ml TNF  uAdliberceptresultierten il
einer Abnahme der Myosinfatensitatnach siebenund 28 Tagen (b und die Signifikanz wurde mittels Student¥es
berrechnei{n = 18; + p< 0,05 ++ p< 0,0% +++ p< 0,001 gegen die unbehandelte Kontrddlav. gegn Aflibercept alleir
* p< 0,05 * p< 0,01 gegerie Stimulation ohnéflibercept d = Tagg.
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TNF-U ebenfall s si gs00)\kalchen 2ureallemgen 8Stienuldtion (M
Aflibercept war die Myosin7Z#ntensitat bei Aflibercept in Kombination mit 120§/ml TNF U

signifikant vermindert (p < 0,05. Ein Anstieg der Intensitat konnte bei Aflibercept mit
25ng/mITNFU ver gl i nghdTNFthi he @5acht et wer daioht Der |
signifikant

Eine proinflammatorische Aktivierung der ARAB-Zellen mit TNFU resul ti ert e
Kurzzeitversuchinsgesamtin einem Anstieg der Myosin7latensitdt wahrend in den
Langzeitversuchen eine Abnahme der Myosihitansitat festgestellt werden konnte
(Abbildung 43).

3.5.1.3.2 Myosin7aEreignissenach TNFU- und Afliberceptimulation

Im Vergleich zur Kontrolle war die Zahl der MyosinEaeignisse nach 24 Stunden signifikant

erhoht, wenn die Zellen mit 2&g/ml TNFU st i mu | i e<r005, Abhildudgedd). ( p
Stimulationen mit Aflibercept allein und Aflibercept in Kombination mit 12g8ml TNFU

bzw. 25ng/ml TNFU odeng/m 50U reduzierten die Ereign
verglichen zur Kontrlite signifikant (p< 0,01).Stimulatiorenmit Aflibercept in Kombination

mit TNF-U  hraeiné réedrigere Zahl an MyosinEeignissen verglichen mit der alleinigen
Stimulatonmit TNFU zur Fol ge. Der Unt er scrg/merdFOvar be
(p <0,01), bei Aflibercept mit 25g/ml TNFU € @001) und Aflibercept mit 58g/ml

TNF-U € @O001) verglichen mit TNFU a | sigréfikant. NachsiebenTagen war aie

Reduktion der MyosinZ&reignissebei 25ng/ml TNFU f est st el | bar , di e
Kontrolle aber nicht signifikant warStimulationen mit Aflibercept und 2%g/ml TNFU
reduzierten MyosinZ&reignisse signifikant im Vergleich zur Kontrolle €®,01). Im

Vergleich zur Kontrolle konnten keine Auswirkungen auf Bigosin7aEreignisse nach 28

Tagen beobachtet werden. Bei Stimulationen mit Aflibercept in Kombination nmg/2%

TNFFU konnten signi f-Ereigniste vengichen miMAflibeept raleia
festgestellt werden ( 0,05). Eine Zunahme der MyosinEaeignisse zeigte sich zusatzlich

bei Aflibercept mit 5thg/ml TNFU . Der Unterschied war ver gl
Stimulation mit Aflibercepnicht signifikant

Zusammenfassend lasst sich sagen, dimes groinflammatorische Aktivierung mit TNB

allein Uber 24 Stundemine Zunahme der Myosin#eignisse zur Folgbatte Aflibercept

unter proinflammatorischer AktivierungnTNF-U h at t e sinemundsieberTagerh

eine Abnahme an Myosin-tareignissen zur Folge, wahrend nach 28 Tagen eine Zunahme bei

Aflibercept in Kombination mit TNFJ f est ge st e | (Abbildung4dden konnt e
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Abbildung 44: Myosin7aEreignisse und Kolokalisationen mit Aflibercept nach TNB-Stimulation. Dargestelltsind die
Anzahl der Ereignisse von Myosin7adgsowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercég
ARPE19-Zellen wurdereinen sieberund 28Tagemit TNFUallein oder in Kombination mit 250g/ml Aflibercept stimulier
Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszén2.2.4.4 und 2.2.4.6). Stimulationen mit TMF er h° ht e-
Ereignisse nach einem Tag (a). Aflibercept in Kombination mit-UNFhatt e einen reduzi e
Ereignisse nach einem und siebeagé&n (a und b)Die Signifikanz wurde mittels StudentSest kerrechnet ( = 18;
+ p< 0,05; ++ p< 0,01 gegen die unbehandelte Kontrolle bzw. gegen Aflibercept allems*®,01; *** p < 0,001 gege
TNF-Uallein, d = Tagg.

3.5.1.3.3 Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept nach JTi&timulation

Ein signifikanter Einfluss auf die Kolokalisationen zwischen Myosin7a und Aflibercept ergab
sich nach 24 Stunden nich&timulationen UbersiebenTage resultierten in einemicht
signifikanten Abnahme an Kolokalisationen bei Aflibercept in Kombination mitngfml
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TNFFU. Afl i bercept | ag vermehrt kol okalisiert
zusétzlich mit 12,5g/m TNFU st i mul i «0,@5 Abbidund d4n ( p

Im Langzeitversuch konnte dahensgesamteine Zunahme der Kolokalisationen bei
Aflibercept mit 12,5ng/ml TNFU f e s twegrdes(Abbildung 44 und Abbildung 45).

a) 50 ng/ml TNF-¢,1d b) 50 ng/ml TNF-a, 7 d ¢) 50 ng/ml TNF-a, 28 d

d) Aflibercept,1d €) Aflibercept, 7 d

; '.’.0
Abbildung 45: Kolokalisationen mit Myosin7a und Aflibercept nach TNE-Stimulation. Stimulation der ARPHE9-Zeller
mit 50ng/ml TNFU ¢ &ireny siebenund 28Tagemit und ohne 25Qg/ml Aflibercept. Kolokalisationen sind beispiell
mit einem Pfeil markiert oder mittels Késtchen hervorgeholau = Zellkerne, rot = Myosin7a, griin = Afliberce
gelb/orange = Kolokalisationenk-ir eine Vergleichbarkeit der Intensitaten ist die Belichtungszeit normiert worc
2.2.4.2). d = Tage.
3.5.2 Veranderungen Myosin7a unter Bevacizumab, intrazellularer Transport von

Bevacizumab
3.5.2.1 Auswirkungen nach LRStimulation
3.5.2.1.1 Die Myosin7alntensitatnach LPSund Bevacizumalisnulation
Stimulationen mit Bevacizumab und LPS tber 24 Stunden hatten lsigmgfikanten Einfluss
auf die Myosin7éntensitat. Bei Bevacizumab und Qu@/ml LPS zeigte sich eine Zunahme
der Myosin7alntensitat verglichen mit Bevacizumab allein. Der Unterschied meht

signifikant Nach siebemdgiger Stimulation mit Bevacizumab und d@/ml LPS war die
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Myosin7alntensitat verglichen zur Kontrolle signifikant reduziert<(p,05, Abbildung 46).
Verglichen mit der alleinigen Stimulation mit Bevacizumab war die Myosiniémsitat bei
Bevacizumab und 1@g/ml LPS signifikant vermindert (¥ 0,05). Eine signifikant héhere
Myosin7alntensitat wurde bei Bevacizumab in Kombination mitj@giml LPS veglichen mit
0,1ug/ml LPS alleinfestgestellip < 0,05). Die Myosin7dntensitat war bei Bevacizumab in
Kombination mit ug/ml LPS ebenfalls signifikant erhdht verglicheit thpg/ml LPS allein
(p<0,01). Im Vergleich zur Kontrolle war die Myosinflatensitat bei Bevacizumab mit
1 pg/ml LPS bzw. 1Qug/ml LPS nach 28 Tagen signifikant reduzier&(@,05 Abbildung 46).
Verglichen mit der alleinigen Stimulation mit Bevacizumab war die Myosiniémsitat bei
Bevacizumab und fig/ml LPS bzw. 10 pg/ml LPS reduziert. Der Unterschiedje@doch nicht
signifikant

Insgesamt wrde eine Abnahme der Myosinftgéensitat bei Stimulatiwen mit Bevacizumab
und LPS naclsiebenund 28 Tagerestgestell{Abbildung 46).

a) Intensitit Myosin7a, Bevacizumab, LPS 1 d b) Intensitit Myosin7a, Bevacizumab, LPS 7 d
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c) Intensitiit Myosin7a, Bevacizumab, LPS 28 d
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Abbildung 46: Myosin7aIntensitat nach LPS und BevacizumabstimulatiorDargestellt ist die Intensitat von Myosin7a n
Stimulationen mit LPS und Bevacizumab. ARBZellen wurdereinen sieberund 28Tagemit LPS allein oder mit 250g/m!
Bevacizumab stimuliert. Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreézeh2.4.2) Stimulationen Ubesiebenund 28Tage
resultierten in einer Verminderung der Myosirnlr@ensitatDie Signifikanz wurde mittels Studen{Beast berrechnefn = 18;
+p<0,05 ++p<0,01, +++p< 0,001 gegen diainbehandelte Kontrolldbzw. gegen Bevacizumab alleihp < 0,05
** p< 0,01 gegen die Stimulation ohne Bevacizundab Tage.

79



Ergebnisse

3.5.2.1.2 Myosin7aEreignissenach LPSund Bevacizumalbgnulation

Stimulationen Uber 24 Stunden hatten keinen Einfluss auf die MyeEI@ignisse verglichen
zur Kontrolle. Verglichen mit ug/ml LPS allein waresignifikant mehr Myosin7#&reignisse
bei Bevacizumab mit fuig/ml LPS messbar (g 0,05). Auswirkungen der Stimulationen mit

Bevacizumab und LPS auf die MyosirEeeignisse ergaben sich nasiebenTagen nicht.

Abbildung 47: Myosin7aEreignisse und Kolokalisationen miBevacizumabnach LPSStimulation. Dargestellt sind die
Anzahl der Ereignisse von Myosin7adgasowie die Anzahl der Kolokalisationen zwischen Myosin7aBevdcizumalgd-f).
ARPE19-Zellen wurdereinen siebenund 28Tagemit LPS allein odem Kombinationmit 250ug/ml Bevacizumalstimuliert
Die Auswertung erfolgte mittels Immunfluoreszddie Signifikanz wurde mittels StudentSest berrechnetNach 28 Tage
zeigten sich weniger MyosinExeignisse bei Bevacizumab mit 0,1 pg/ml LPS verglichen zur Kontrolleaugtichen mit LP
allein (c). Bevacizumab lag nach einem Tag weniger kolokalisiert mit Myosin7a vor, wenn zusatzlighgitl 10°S stimulie
wurde (d, Auswertung s. 2.2.4.4 und 2.2.4.6; n = 1;< 0,05 +++ p< 0,001 gegen die unbehandelte Kontrdif®v. gege
Bevacizumab alleir* p< 0,05 ** p< 0,01 *** p< 0,001 gegehPS allein, d = Tage
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