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1 Einleitung

Das Sehvermdgen ist fiir die Menschen von grofiter Bedeutung. So gaben beispielsweise viele
Menschen in den USA und im Vereinigten Konigreich an, dass sie unter allen
Sinnesmodalitdten den Sehsinn als wertvollsten empfinden (Scott et al. 2016; Enoch et al.
2019). Entsprechend ist es nicht verwunderlich, dass die Beeintrachtigung der Sehkraft zu einer
starken Minderung der Lebensqualitat fiihrt (Davidov et al. 2009). Antworten auf die Frage,
wieso uns Menschen das Augenlicht so wichtig ist, liefert Hutmacher (Hutmacher 2019). Er
zahlt die haufig genannten Griinde auf, wieso es mehr Forschung zum Sehsinn als zu anderen
Sinnen gibt. So beschreibt er, dass hdufig damit argumentiert wird, dass das Auge flr den
Menschen sehr wichtig und komplex ist, aber auch, weil der Sehsinn mit den heutigen
Technologien besser als andere Sinne erforscht werden kann. Ein weiterer Grund ist, dass der
Sehsinn  kulturell eng mit der Entscheidungsfindung des Menschen zusammenhéngt
(Hutmacher 2019).

1.1 Das Auge

1.1.1 Der Sehsinn

Das Auge ist das Sinnesorgan, das wahrgenommenes Licht photochemisch in neuronale Reize
umwandelt, um so das Sehen zu ermdglichen (Joachim & Strobel 2014). Es entwickelt sich in
vielen einzelnen Entwicklungsschritten aus dem Mesoderm und aus dem Ektoderm, das
wiederum in Neuro- und Oberflachenektoderm unterteilt ist (Sinn und Wittbrodt 2013; Snell
und Lemp 2013). Die ausgereiften anatomischen Strukturen, die zum Auge gehdren, sind der
Augapfel (Bulbus oculi), der Sehnerv (Nervus opticus) und der Hilfsapparat, bestehend aus
Augenmuskeln, Augenlidern und dem Tranenapparat (Aumuller et al. 2017). Aus
histologischer Sicht betrachtet setzt sich der Augapfel aus drei differenzierten Schichten
zusammen. Die erste Schicht besteht aus der Tunica fibrosa bulbi, zu der Konjunktiva, Sklera
und Cornea gehdren. Darauf folgt die zweite Schicht, die Tunica vasculosa bulbi (Uvea), die
sich aus der Regenbogenhaut (lIris), dem Strahlenkdrper (Corpus ciliare) und der Aderhaut
(Choroidea) zusammensetzt. Die letzte und innerste Schicht ist die Tunica interna bulbi
(Retina), zu der ein lichtempfindlicher (Pars optica, zur Aderhaut hin) und ein

lichtunempfindlicher Teil (Pars caeca, zum Ziliarkdrper hin) zahlen (Kirsch et al. 2017).



1.1.2 Retina

Die Retina (Netzhaut) entsteht embryologisch aus dem Neuralrohr bzw. aus dem
Neuroektoderm. Bei der Entwicklung der Retina werden wahrend der Zellteilung und
anschlieBender Zellmigration mehrere Schichten gebildet. Diese Entwicklung verlauft von
innen nach aulen, dabei bilden sich als Erstes die Ganglienzellen und zuletzt die
Photorezeptorzellen (Kolb 2005). Die ausgereiften Schichten lassen sich histologisch gut
differenzieren (Abbildung 1). Die innerste Schicht der Retina ist die Membrana limitans
interna. Darauf folgt von innen nach aufen die Nervenfaserschicht, die Ganglienzellschicht, die
innere plexiforme Schicht, die innere Kdrnerschicht, die unter anderem die Bipolarzellen
beinhaltet, die &ullere plexiforme Schicht, die &ulere Kdrnerschicht, die Membrana limitans
externa, die Rezeptorzellschicht und als duRerste Schicht der Retina das retinale Pigmentepithel
(RPE). Am RPE grenzt die Bruch-Membran und die Choriokapillaris, worauf im Anschluss die
Choroidea und als duBerste Schicht des Auges die Sklera folgt (Kellner & Wachtlin 2008).
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Abbildung 1: Histologische Darstellung der Retina, Chorioidea und Sklera. Dargestellt ist der histologische
Aufbau der Retina sowie Teile von umliegenden Strukturen (eigene Abbildung).

In der Retina befinden sich dicht aneinander angesiedelt etwa sechs Millionen Zapfen und
ungefahr 120 Millionen Stabchen (Sherwood 2010). Die Stébchen, die sich hauptséchlich in
der Peripherie befinden, sind zustandig fur das Sehen bei geringem Licht (skotopisches Sehen).
Die Zapfen besiedeln zum GroRteil den zentralen Bereich der Retina. Diese konnen drei
verschiedene Wellenlangenbereiche des Lichts zur Farbwahrnehmung erfassen und sind fur das
Sehen bei starkerem Licht (photopisches Sehen) zustandig (Mahabadi & Al Khalili 2019). Einer
der Griinde, warum sich die Lichtsensitivat der beiden Photorezeptorzellen unterscheidet, liegt
darin, dass bei Stdbchen frihe Ereignisse in der Transduktionskaskade eine groRere
Verstarkung haben und Kanéle schneller schliel3en, als bei Zapfen (Kawamura & Tachibanaki

2008). Die Photorezeptorzellen erstrecken sich von ihren Synapsen in der duReren plexiformen



Schicht bis zu ihren distalen Enden, die wiederum im RPE eingebettet sind. Um die
Lichtbindelung zu maximieren, sind die langen und dinnen Zellen radial angeordnet,
entsprechend ist eine effiziente Phototransduktion von der Organisation der Photorezeptoren
im RPE abhéngig (Levin et al. 2011; Ingram et al. 2016; Rehman 2022). Die Phototransduktion
erfolgt ndmlich nicht wie in den meisten sensorischen Systemen durch Aktionspotentiale,
sondern durch Depolarisation von Photorezeptoren, was zur Freisetzung von Neurotransmittern
und zur Weiterleitung von Signalen an die nachgeschalteten Nervenzellen flhrt (Purves et al.
2001).

1.1.3 Retinales Pigmentepithel

Das RPE entwickelt sich, wie die Neuroretina, aus dem Neuroektoderm (Fuhrmann et al. 2014).
Es ist ein einschichtiges, kubisches Epithel, das sich zwischen den choriokapillaren GeféaRen
und den lichtempfindlichen AulRensegmenten der Photorezeptoren befindet (Peyman & Bok
1972). Auf der apikalen Oberflache dieser Zellen befinden sich lange, diinne Mikrovilli, von
denen angenommen wird, dass sie die verfuigbare Flache der apikalen Plasmamembran fur den
transepithelialen Transport maximieren. Ebenso finden sich im RPE spezialisierte Mikrovilli,
die als Photorezeporthullen bezeichnet werden (Strauss 2005). Die basale Oberflache des RPE,
zusammengesetzt aus Laminin, Fibronektin und Typ-IV-Kollagen, enthalt zahlreiche
Einstllpungen, die wie ihre apikalen Gegenstiicke die Gesamtoberflache fiir die Aufnahme von
Nahrstoffen vergroRern (Zarbin 2004). Die seitlichen Membranen dieser Zellen sind durch
einen kontinuierlichen Girtel aus Tight Junctions verbunden, die den duf3eren Teil der Blut-
Retina-Schranke bilden. Den inneren Teil der Blut-Retina-Schranke bilden hingegen die
Endothelzellen der retinalen Gefalie aus (Strauss 2005). In den RPE-Zellen selbst befinden sich
basal zum Zellkern gelegen Mitochondrien und viele freie Ribosome sowie endoplasmatisches
Retikulum. Zudem enthalten die RPE-Zellen Lysosome und Granula wie beispielsweiserpe.
Melanin- und Lipofuszin-Granula (Peyman et al. 1971; Cunha-Vaz 1976; Strauss 2005; Kellner
& Wachtlin 2008). Das RPE stellt eine Pigmentschicht dar, die nicht nur die von der Linse auf
die Netzhaut fokussierte Lichtenergie absorbiert, sondern auch weitere Funktionen erfillt, wie
beispielsweise die Aufnahme, Verarbeitung und den Transport von Retinol (Vitamin A) sowie
Retinoiden, die fir das Sehvermoégen eine wichtige Rolle spielen. AuRerdem ist das RPE zur
Phagozytose fahig, bei der es abgelOste distale Bestandteile der duf’eren Segmente der
lichtempfindlichen Rezeptorzellen aufnimmt und abbaut (Strauss 2005; Bok 1993; de Jong
2006). Verschlungenes zytoplasmatisches Material wird dann durch die Bruch-Membran in die

Choriokapillaris transportiert (Burns und Feeney-Burns 1980). Das RPE erfullt weiterhin



Aufgaben im Erhalt der visuellen Wahrnehmung, da es eng mit den Stdbchen und Zapfen
assoziiert ist. Die Rezeptorzellen erhalten namlich Nahrstoffe Gber die Bruch-Membran,
Pigmentschicht und die Choriokapillaris (Garron 1963). Durch die Né&he zu den
AuRensegmenten der Zapfen und Stabchen kann das RPE all-trans-retinal zu 11-cis-retinal
umwandeln, das dann erneut fir die Phototransduktion verwendet werden kann (Strauss 2011).
Immunregulation ist ebenso Teil der Aufgaben des RPE, indem es durch l6sliche Komponenten
und direkte T-Zellen-Interaktion die adaptive Immunantwort inhibiert (Klettner 2015; Zamiri
et al. 2007). Das RPE kann zudem auch proinflammatorisch mithilfe von beispielsweise Toll-
like-Rezeptoren (TLR) und der Produktion von Zytokinen wie Interleukin-a; -1p -6; -8; -15 (IL-
a; -1B; -6; -8; -15), Tumornekrosefaktor -a; -B (TNF-a; -B), vaskuldrer endothelialer
Wachstumsfaktoren (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF), Wachstumsfaktor aus
Thrombozyten (engl. platelet-derived growth factor, PDGF) wirken (Holtkamp et al. 2001;
Klettner & Roider 2021). Auch die Bruch-Membran, die als Grenzschicht fur viele Substanzen
gilt, kann unter anderem auch den Eintritt von Immunzellen verhindern (Klettner 2015a). Des
Weiteren kann das RPE mithilfe eingelagertem Melanin, Autophagie und antioxidative
Mechanismen, die insbesondere gegen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) schitzen, protektiv
gegenuiber oxidativem Stress wirken (Klettner 2012). Um oxidativen Stress weitgehend zu
begrenzen, kann das RPE die Wellenldnge und die Lichtintensitét, die das RPE erreicht, durch
das Makulapigment dampfen, indem es blaues Licht herausfiltert (Beatty et al. 1999). Das
enthaltende Melanin, das als Neutraldichtefilter agiert, kann die in das RPE eintretenden
Lichtmengen reduzieren (Boulton & Dayhaw-Barker 2001). Zudem enthdlt das RPE
Antioxidantien, die entweder enzymatisch (bspw. Superoxiddismutase und Katalase) und nicht-
enzymatisch (bspw. Glutathion, Ascorbat, a-Tocopherol, Carotinoide, Melanin) sind, um
reaktive Sauerstoffspezies zu neutralisieren, bevor diese Zellschédigungen verursachen kénnen
(Newsome et al. 1994; Beatty et al. 2000). Dennoch ist trotz dieser Schutzmechanismen
oxidativer Stress unvermeidlich. Jedoch ist das RPE zusétzlich in der Lage, bereits beschadigte
Lipide, Proteine und Nukleinsduren zu erkennen und zu reparieren oder zu ersetzen (Arking
1998).

1.1.4 Makula

Die Makula befindet sich im Zentrum der Netzhaut und wenn man sie in der funduskopischen
Untersuchung betrachtet, so findet man sie temporal der Sehnervenscheibe (Papille). Sie ist ein
spezieller Bereich, der nur bei tagaktiven Primatenarten wie z.B. Gorillas und Menschen

vorkommt. Die fur die gelbliche Pigmentierung verantwortlichen Carotinoide (Lutein und



Zeaxanthin) verhelfen der Makula zu ihrer protektiven Eigenschaft, wie beispielsweise
Blaulicht zu filtern. Die Photorezeptorzellen der Makula bestehen hauptsachlich aus Zapfen
und sind fiir das Farbsehen verantwortlich, wahrend die Stabchen, die fir das Sehen bei
skotopischem Licht zusténdig sind, insbesondere in den tbrigen Bereichen der Retina zu finden
sind. Zudem ist die Makula der empfindlichste Bereich der Retina mit der hochsten Sehschérfe.
In der Peripherie durchlauft das Licht mehrere Schichten der Netzhaut, bevor es auf die
Fotorezeptoren trifft. Im Zentrum der Makula fehlen jedoch diese Schichten, weswegen dieser
Bereich direkt von Lichteinstrahlungen ausgesetzt ist (Gerster 1991; Jia et al. 2017). Das Licht,
das durch die Kornea und die Linse auf die Retina fokussiert wird, trifft die Makula, auf der
sich im Zentrum der Sehachse die Fovea befindet. Es ist der Bereich der Makula, in dem die
maximale Sehschérfe erreichbar ist (Kolb 2005). Die Fovea ist eine avaskulare Vertiefung mit
einer hohen Konzentration von Zapfen. Sie unterteilt sich in nacheinander kleiner werdende
konzentrische Zonen (Abbildung 2) mit sinkender Stdbchendichte und abnehmenden
Zellschichten, die die Photorezeptoren bedecken. Diese Zonen werden (von auf3en nach innen)
Perifovea, Parafovea, Fovea, Foveale avaskuldre Zone (FAZ), Foveola und Umbo genannt
(Nguyen et al. 2021).

Perifovea

Parafovea

Fovea Centralis

Foveola Avaskuldre Zone (FAZ)
Foveola

Umbo

Abbildung 2: Zonen der Makula (eigene Abbildung). Abgebildet ist die Netzhaut mit der Papille (gelb) und
den retinalen GefaRen (rot) sowie die Zonen der Makula (weil3 eingekreist) (eigene Abbildung).

1.2 Altersbedingte Makuladegeneration

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Die altersbedingte Makuladegeneration ist eine degenerative Erkrankung des zentralen
Bereichs der Retina (Makula), meist bei uber 65-Jahrigen, die in der Regel mit einer



progredienten Sehverschlechterung einhergeht. Zu den Risikofaktoren z&hlen in erster Linie ein
hoheres Lebensalter und ungesunder Lebensstil (Bird et al. 1995). Zudem spielen bestimmte
Gene eine sehr wichtige Rolle (Katta et al. 2009). Einige dieser Gene werden im Abschnitt 1.2.3

,,Pathophysiologie naher erlautert.

Generell gehdren zu den h&ufigsten Ursachen fir altersbedingte Sehbeeintrachtigungen die
Katarakt, die Makuladegeneration, das Glaukom und die diabetische Retinopathie (Congdon et
al. 2003). Davon ist die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) die haufigste Ursache fir
irreversiblen zentralen Sehverlust in den Industrielandern (Finger et al. 2012). Diese
Beeintrachtigung des Sehvermdgens fuhrt in vielen Fallen zum pragnantesten Einfluss auf die
Lebensqualitat (Krey et al. 1986). Beispielsweise waren in den Vereinigten Staaten im Jahre
2019 schatzungsweise 19,8 Millionen (12,6%) Amerikaner ab 40 Jahren an AMD erkrankt
(Rein et al. 2022). In Europa wird die Zahl der an AMD erkrankten Patienten auf etwa 67
Millionen mit einer Wachstumsprognose in Hohe von 15% bis 2050 geschatzt. Grund fiir den
starken Prévalenzanstieg ist insbesondere die zunehmende Alterung der Gesellschaft (Li et al.
2020). Betrachtet man die Entwicklung weltweit, so wird im Jahre 2040 ein Wachstum der
AMD-Patienten auf 288 Millionen prognostiziert (Wong 2014).

1.2.2 Kilassifikation und Risikofaktoren

Klinisch betrifft die AMD zunachst den zentralen Bereich der Retina (Makula) und wird in ein
friihes und ein fortgeschrittenes Stadium unterteilt. Die fortgeschrittene Form der AMD wird
zusétzlich in nicht-exsudative (atrophe, trockene AMD) und in exsudative (neovaskulére,
feuchte AMD) unterteilt. Die meisten schwerwiegenden Sehbeeintrachtigungen werden
hauptsachlich bei der feuchten AMD gesehen (Deng 2021).

Betrachtet man die Risikofaktoren der AMD, so ist in erster Linie ein zunehmendes Alter am
starksten mit der Entwicklung der AMD assoziiert. Zigarettenrauchen, frihere
Kataraktoperationen, eine familidre Vorgeschichte, ein hoher Body-Mass-Index,
Bluthochdruck, kardiovaskuldre Erkrankungen, hoheres Fibrinogen im Plasma, hohes High
Density Lipoprotein (HDL) und hohe Triglyceridwerte werden als potenzielle Risikofaktoren
fur die Entwicklung der AMD diskutiert (Chakravarthy et al. 2010). Zusatzlich sollen auch
Geschlecht, Ethnie, eine Diabeteserkrankung (vornehmlich diabetische Retinopathie) und die

Augenfarbe eine Rolle spielen (Chakravarthy et al. 2010; Srinivasan et al. 2017).



1.2.3 Pathophysiologie

AMD st eine multifaktorielle Krankheit, die durch verschiedene pathologische Einflisse
bedingt ist. Zu den Hauptfaktoren verantwortlich fur die Entwicklung der AMD z&hlt neben
zunehmendem Alter und Umweltfaktoren die genetische Veranlagung. Die im Wesentlichen
daran beteiligten pathophysiologischen Mechanismen sind Inflammation, oxidativer Stress,
Angiogenese und Stérungen des Lipidstoffwechsels (Tan et al. 2020; Skerka & Zipfel 2008;
Handa et al. 1999; de Oliveira Dias et al. 2011; Barter et al. 2003).

Bezlglich der genetischen Veranlagung als Ursache fir die Entwicklung der AMD gibt es
zahlreiche Erklarungsansatze. So ist beispielsweise das Gen fir den Komplementfaktor H
(CFH), welcher an der Regulation des Komplementsystems beteiligt ist, in den Fokus geriickt
(Fisher et al. 2005). Eine Mutation, die Tyrosin in Histidin im Genlocus 402 umwandelt, steigert
das Risiko fir die Entwicklung einer AMD (Hageman et al. 2005; Edwards et al. 2005).
Zusétzlich werden die Toll-like-Rezeptoren 3, 4 und 7 (TLR3, TLR4, TLR7), die am
angeborenen Immunsystem beteiligt sind, aufgrund von Hinweisen aus genetischen
Assoziationsstudien mit einigen Féllen von AMD in Verbindung gebracht (Edwards et al.
2008). Es wurde ebenfalls nachgewiesen, dass eine Mutation von complement factor B (CFB),
complement factor C2 und complement factor C3 zu einer Hyperaktivitat bzw. zur Entwicklung
von Membranangriffskomplexen beitragt (Yu et al. 2012; Heesterbeek et al. 2020; Ratnapriya
et. al. 2020). Age-Related Maculopathy Susceptibility 2 (ARMS2), HtrA Serine Peptidase 1
(HTRAL) und Pleckstrin Homology Domain Containing A1 (PLEKHAL) sind weitere Gene
lokalisiert im Chromosom 10926, welche eine Region ist, die eng mit der Entwicklung der
AMD in Verbindung steht (Wang 2014). Die durch diese Gene kodierten Proteine werden in
den RPE Zellen exprimiert und das VVorhandensein dieser Proteine wird ebenfalls in den Drusen
vermutet (Wang 2014). Gene wie Lipase C (LIPC), ATP Binding Cassette Subfamily A Member
1 (A ABCA1) und Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP) sind am Fettstoffwechsel, TIMP
Metallopeptidase Inhibitor 3 (TIMP3), Collagen Type X Alpha 1 Chain (COL10Al) und
Collagen Type VIII Alpha 1 Chain (COL8AL) an der Organisation der extrazellularen Matrix
und VEGFA an der Angiogenese beteiligt. Auch diese Gene sind mit der Pathogenese der AMD
assoziiert (Zareparsi et al. 2005; Zajac-Pytrus 2015; Anderson et al. 2010). Das fir
Apolipoprotein E (APOE) kodierende Gen wurde ebenso mehrfach in verschiedenen Studien
mit der Entwicklung der AMD in Verbindung gebracht (Baird et al. 2004).

Abgesehen von den Genstudien konnte in diversen Forschungsarbeiten gezeigt werden, dass

langanhaltender  inflammatorischer ~ Stress  nachweislich  die  Viabilitdt, die



Barriereeigenschaften und die zelluldre Funktion des RPE reduziert und zusatzlich die
Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen fordert. Diese Anderungen kénnen schlieBlich
zu atrophischen Veranderungen bei der AMD fiihren (Klettner et al. 2020). Klettner et. al.
(2020) zeigten beispielsweise, dass sowohl LPS als auch TNF-a die Zellviabilitit nach kurzer
Zeit beeinflussten, und, dass bei Polyinosinsaure:Polycytidylsédure (Poly(l:C)) dieser Effekt
nach sieben Tagen und vier Wochen eintrat. Daruber hinaus fihrten LPS, Poly(l:C) und TNF-
a zu signifikanten Freisetzungen von IL-6 und IL-8, und bei LPS und Poly(l:C) wurde dies
zusétzlich fir IL-1p beobachtet. Die Freisetzung von TNF-a stieg nach einem Tag durch
Poly(l:C) und LPS an, nahm jedoch spater wieder ab. AuBerdem reduzierte LPS nach sieben
Tagen die Phagozytose der RPE Zellen und die Expression von RPE65 wurde nach vier
Wochen stark durch TNF-a und LPS vermindert. Poly(I:C) minderte die Fahigkeit zur
Wundheilung und TNF-a beeintrachtigte die Barrierefunktion (Klettner et al. 2020). Die
Antwort des RPE auf inflammatorischen Stress ist die Freisetzung einer Vielzahl von
Entziindungsmediatoren, die wiederum zu einer Entziindungskaskade fiihren konnte. Eine
langanhaltende unbalancierte und unkontrollierte Freigabe von proinflammatorischen
Zytokinen wie IL-1B; -2; -6; -8; -12; -17, TNF-a, Colony Stimulating Factor 1 (CSF-1),
Interferon-pB; -y (IFN-B; -y) sowie antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-4; -10 und TGF-$
tragen durch die Bildung von choroidalen Neovaskularisationen (CNV) oder durch Beteiligung
an der Fibrosierung des Gewebes zur Entwicklung der AMD bei (Tan et al. 2020; Skerka &
Zipfel 2008). AuBerdem ist beispielsweise Amyloid-f einer der ersten Bestandteile von Drusen
und fungiert als Biomarker der AMD. Es sammelt sich im subretinalen Raum und induziert so

unter anderem eine proinflammatorische Reaktion (Sandgren 1995; Kurji et al. 2010).

Wie bereits erwahnt, spielt oxidativer Stress ebenso eine sehr wichtige Rolle in der Pathogenese
der AMD. Unter aeroben Bedingungen werden reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive
oxygen species, ROS) gebildet und t&glich tber 250 g Sauerstoff verbraucht, wovon 1-5% in
ROS umgewandelt werden (Chance et al. 1979). Die meisten ROS sind also im Prinzip
Nebenprodukte physiologischer Prozesse und werden in der Regel durch antioxidative
Mechanismen eliminiert. Antioxidative Enzyme, wie Superoxidismutase (SOD), Glutathion-
Peroxidase (GPx) und Katalase (CAT) bilden einen wesentlichen Anteil der primaren Abwehr
gegenuiber ROS. Weitere antioxidative Molekiile wie Vitamin C, E, Ubiquinol und Carotinoide
unterstitzen die enzymatischen Prozesse, indem sie als Radikalfanger fungieren (Cai et al.
2000). Die im retinalen Pigmentepithel enthaltenen Antioxidantien nehmen jedoch mit der Zeit
ab (Liang und Godley 2003). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die antioxidative



Kapazitat des RPE durch die reduzierte Aktivitat von Katalase im RPE mit zunehmendem Alter
abnimmt (Liles et al. 1991). Eine unzureichende Eliminierung von ROS kann zu einer
Beschadigung von retinale DNA und schlieBlich zur Apoptose fiihren (Winkler et al. 1999).
Dieser Zelltod, verursacht durch die Akkumulation toxischer Substanzen, fihrt schliellich zur
Verringerung der Zelldichte. Dieser Effekt wird beispielweise durch eine Abnahme von o-
Tocopherol, einem der wichtigsten Antioxidantien, verstarkt (Friedrichson et al. 1995). Der
Transkriptionsfaktor Nuclear factor erythroid 2-related factor-2 (Nrf2) spielt ebenso eine
wesentliche Rolle im antioxidativen System des RPEs. Wird dieses Protein jedoch
beeintrachtigt, kann dies zu oxidativem Stress oder zur Aktivierung der angeborenen
Immunantwort und entsprechend zur Apoptose fiihren (Zhao et al. 2011). Die Zunahme von
ROS destabilisiert intrazellulare Kompartimente, wie beispielsweise Lysosomen und
Mitochondrien. Die daraus resultierende metabolische Abschwachung fuhrt zur Bildung von
mehr Lipofuszin und ROS (Ghavami et al. 2014). Weiterhin konnten in Patienten mit einer
AMD Melanosome, die auf den Abbau von Melanin hinweisen sowie Melanofuszingranula, die
Zeichen fir die Akkumulation von Lipofuszin in Melanosomen sind, entdeckt werden
(Augustin et al. 2023). ROS sind jedoch in der Regel kurzlebig, wahrend oxidativ geschadigte
Molekiile, die als oxidationsspezifische Epitope (OSE) bezeichnet werden, langlebig und eine
Quelle fur chronischen Stress sein kénnen. Diese aktivieren die angeborene Immunantwort
durch Mustererkennungsrezeptoren (engl. Pattern Recognition Receptors, PRRs). Dadurch
sammelt sich eine Vielzahl von OSE, wie Carboxyethylpyrrol, Malondialdehyd, 4-
Hydroxynonenal und fortgeschrittene VVerzuckerungs-Endprodukte (engl. Advanced glycation
end-products, kurz AGEs). Eine UbermalRige Akkumulation von OSE fiuhrt zu einer
pathologischen Immunantwort (Feeney 1978; Handa et al. 1999; Handa 2012).

AGEs konnen auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung von CNV spielen. Das neovaskulére
Gewebe enthélt in der Regel groRe Mengen an AGEs und AGE-Rezeptoren (RAGE), die von
RPE-Zellen exprimiert werden (Hammes et al. 1999). Als Reaktion auf AGEs kdnnen RPE-
Zellen beispielsweise VEGF, den wichtigsten proangiogenen Faktor, absondern (Lu et al.
1998). Eine Zellschadigung provoziert nicht nur die Sezernierung von VEGF A-E, sondern
auch von platelet-derived growth factor (PDGF), Hepatozyten-Wachstumsfaktor (engl.
hepatocyte growth factor, kurz HGF), Transformierender Wachstumsfaktor (engl.
transforming growth factor B, kurz TGF-B) und Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (engl.
fibroblast growth factor-2, kurz FGF-2). Sie spielen eine wesentliche Rolle in der Bildung von

CNV bzw. von makul&ren Neovaskularisationen (MNV), die insbesondere fir die Entwicklung
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der feuchten AMD relevant sind. Dies sind Proliferationen von abnormalen BlutgefaRen im
Bereich der Aderhaut, der Sub-RPE oder/und im subretinalen Raum (Lutty et al. 1999;
Grossniklaus & Green 2004; de Oliveira Dias et al. 2011).

Die Akkumulation von Lipiden in der RPE-Basalmembran ist ebenfalls stark mit der
Pathogenese der AMD assoziiert (Curcio 2018; van Leeuwen et al. 2018). So sind
beispielsweise Drusen (Ablagerungen zwischen dem RPE und der Bruch-Membran) einer der
Hauptbefunde der AMD. Es wird vermutet, dass die Entwicklung von Drusen mit dem Verlust
von RPE-Zellen beginnt, indem die durch den Zellverlust entstandenen Licken durch
benachbarte RPE-Zellen mittels neuer extrazellularer Matrix, bestehend aus
Stoffwechselendprodukten wie Lipoproteinen und anderen hydrophoben Substanzen, ersetzt
werden (Hageman et al. 1999; Hageman et al. 2001). Zusatzlich wird Cholesterinester-
Transferprotein (CETP) mit der Entwicklung der AMD in Verbindung gebracht. CEPT spielt
eine wesentliche Rolle beim Transport von Cholesterin aus peripherem Gewebe zur Leber,
indem es Cholesterinester von Lipoproteinen niedriger Dichte (LDLs) und Lipoproteinen sehr
niedriger Dichte (VLDLs) auf Lipoproteine hoher Dichte (HLDLS) Ubertragt (Barter et al. 2003;
Liutkeviciene et al. 2017).

1.2.4 Therapieansatze

Die gegenwaértige Behandlung der AMD besteht groBtenteils aus Beobachtung, regelmaRigen
Nachuntersuchungen sowie der Prdavention und Dokumentation der Erkrankung. Dies dient
dazu, Verschlechterungen der Sehkraft friihzeitig zu erkennen und die Entwicklung von CNV
zu verhindern (de Guimaraes et al., 2022). Inzwischen gibt es fir die trockene, avaskulare Form
der AMD, fir die es lange Zeit keine zugelassenen Medikamente gab, einen von der FDA
genehmigten C3-Inhibitor (Pegcetacoplan) von der Firma Appelis Pharma (Goldberg et al.
2022). Aullerdem zeigen Carotinoide wie Lutein und Zeaxanthin, die in Blattgemuse und
bestimmten anderen Gemiusesorten vorkommen und fir die Makulapigmentierung
verantwortlich sind, protektive Wirkungen gegen die Entwicklung von AMD (Jia et al., 2017).
Zudem konnte Koning-Backus et al. 2019 aufzeigen, dass der tagliche Verzehr von 200 g Obst
und Gemise sowie der Konsum von Fisch zweimal wdchentlich das Risiko fur AMD

signifikant reduzieren kann (Koning-Backus et al., 2019).

Angesichts der starken Assoziation von oxidativem Stress mit der AMD-Pathogenese gibt es
viel Forschung zu Therapieansétzen, die diesen Einflissen entgegenwirken sollen.

Untersuchungen zu verschiedenen antioxidativen Nahrungserganzungsmitteln werden
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durchgefuhrt, um die Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zu verringern (de
Guimaraes et al., 2022). Zusitzlich konnte die ,,Age-Related Eye Disease Study Research
Group* (AREDS) in einer randomisierten, kontrollierten, multizentrischen klinischen Studie
zeigen, dass eine spezifische Nahrungsergdanzung das Risiko einer weiteren AMD-
Fortschreitung am anderen Auge bei Patienten, die bereits eine intermedidre oder
fortgeschrittene AMD haben, in den nachsten fiinf Jahren um 25% reduzieren kann. Diese
Nahrungserganzung enthélt eine Kombination aus 500 mg Vitamin C, 400 IE Vitamin E, 15
mg Beta-Carotin, 80 mg Zinkoxid und 2 mg Kupferoxid (Age-Related Eye Disease Study
Research Group, 2001). Ebenso ergab sich, dass Patienten mit einer hoheren Aufnahme von
Omega-3-Fettsduren eine um 30% geringere Wahrscheinlichkeit hatten, eine zentrale
geografische Atrophie und eine feuchte AMD zu entwickeln (AREDS Research Group, 2009).
Der Sehverlust bei der feuchten Form der AMD wird durch eine pathologisch angeregte
Angiogenese verursacht, die zu einer Proliferation von choroidalen Neovaskularisationen fuhrt
(Green 1999). Diese abnormalen Gefalineubildungen dringen durch die Bruch-Membran unter
oder durch das RPE bis in den subretinalen Raum vor, wo sie schlieBlich Exsudationen und
Blutungen verursachen und Photorezeptoren zerstoren, was zu einer Sehbeeintrachtigung fihrt
(Green 1999). Um die Sehscharfe der Patienten zu stabilisieren, basiert die derzeitige Therapie
vor allem auf intravitreal applizierten antiangiogenen Medikamenten. Da ein gesicherter
Zusammenhang zwischen VEGF und abnormaler Angiogenese besteht, ist das Ziel der
Therapien, die Wirkung von VEGF zu senken (Ferrara 2000; Ferrara 2002). Beispiele fir
antiangiogene Medikamente sind Bevacizumab, Brolucizumab, Ranibizumab und Aflibercept
(Kaiser et al. 2021). Die Behandlung mit intravitreal applizierten anti-VEGF Medikamenten
kann einen schweren Sehverlust bremsen und in einem geringen MaRe verlorene Sehstarke
regenerieren. Allerdings profitiert nur ein geringer Teil der betroffenen Patienten von dieser
Therapie, da es oft zu einer mangelnden Compliance und letztendlich zu Abbriichen der
Behandlung kommt. (Cho et al. 2021; Polat et al. 2017). Fiir die trockene AMD gibt es derzeit
abgesehen eines C3-Inhibitors (Pegcetacoplan), keine zugelassene Therapie, da diese Form
durch Apoptose des RPE, der Neuroretina und der Choriokapillaris zu permanentem zentralem
Sehverlust fuhrt (Goldberg et al. 2022, Aiello et al. 1994; Zajac-Pytrus et al. 2015; Thomas et
al. 2022). Vor der Anwendung der Anti-VEGF-Therapie bei der feuchten AMD wurden viele
andere Behandlungen wie beispielsweise fokale Laserbehandlungen, intravitrale Steroide,
photodynamische Therapien mit Verteporfin (PDT) und sogar chirurgische Eingriffe versucht.
Doch keine dieser Therapien konnte die Krankheit addquat behandeln (Joussen & Bornfeld

2009). Entsprechend gibt es weiterhin viel Forschung auf diesem Gebiet. Bei weltweit ungeféhr
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200 Millionen an AMD erkrankten Menschen und einer steigenden Tendenz ergibt sich ein
globales Problem fir das Gesundheitswesen mit entsprechend wachsender Nachfrage nach
neuen praventiven und kurativen Behandlungsmdglichkeiten (Gehrs et al. 2006, Deng et al.
2021, Vyawahare et al. 2022; Cho et al. 2021; Polat et al. 2017). Ein Beispiel fur eine
vielversprechende Substanz, die gegenwartig als potenzielle Behandlung fur viele
Erkrankungen erforscht wird ist das aus Algen gewonnene Fucoidan (Ddrschmann and
Klettner, 2020; Klettner, 2016; Dithmer et al. 2017; Dérschmann et al. 2019a).

1.3 Fucoidane als neuer Therapieansatz

1.3.1 Braunalgen

Algen sind vielzellige Eukaryoten, die sich von Pflanzen durch das Fehlen von Gewebearten
wie GefaBstrukturen unterscheiden (Graham et al. 1991). Sie sind nach ihrer Pigmentierung in
Braun- (Phaeophyta), Rot- (Rhodophyta) und Grinalgen (Chlorophyta) eingeteilt.
Insbesondere in den asiatischen L&ndern hat der Verzehr von Algen eine lange Tradition,
wahrend Algen in westlichen Landern hauptsachlich als Quelle fur Verdickungsmittel,
Geliermittel und fiir verschiedene industrielle Anwendungen, wie bei der Verarbeitung von
Lebensmitteln, verwendet werden (Fujiwara-Arasaki et al. 1984; Mabeau & Fleurence 1993).
Zusatzlich werden sie in Kosmetik und Dungemitteln sowie in der Herstellung von Agar
verwendet. Auferdem sind sie von oOkologischer Bedeutung, weil sie bei der
Sauerstoffversorgung helfen und eine wichtige Rolle in der marinen Nahrungskette spielen.
Einige Algen kdnnen Schwermetalle aus dem Wasser entfernen und beim Monitoring sowie
der Sanierung von Schadstoffen verwendet werden. Dartber hinaus besitzen sie herausragende
Uberlebensstrategien, um den vielen Umweltbelastungen standzuhalten, denen sie ausgesetzt
sind (Chan et al. 2006).

1.3.2 Fucoidane — Herkunft und Struktur

Fucoidan ist ein wichtiger Bestandteil von Braunalgenzellwanden und von einigen marinen
Wirbellosen. Es ist ein Polysaccharid, das aus einem wesentlichen Anteil aus L-Fucose und
Sulfatestergruppen besteht (Chizhov et al. 1999; Bilan et al. 2002) und erstmals von Kylin im
Jahre 1913 als ,,Fucoidin‘ bezeichnet wurde, nachdem er es mithilfe verdunnter Essigsaure und
anschlielender Reinigung aus Braunalgen isoliert hatte (Li et al. 2008; Kylin 1993). Noch heute
werden Algen zundchst aus Kustengebieten entnommen und dann gewaschen, um Salz und
Sand zu entfernen. AnschlieBend werden sie getrocknet und zerkleinert. Danach werden die

Algenproben zu feinen Partikeln gemahlen und mithilfe von Ethanol von Pigmenten, Proteinen
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und Lipiden getrennt. Zur Extraktion der Polysaccharide werden die Algen dann zentrifugiert.
Der Rickstand wird anschlieBend gesammelt und dann mit destilliertem Wasser gemischt und
anschlieRend erhitzt und geschittelt. Durch Zentrifugation wird dann der Uberstand gewonnen.
Das ausgefallte Fucoidan wird dann wieder durch einen weiteren Zentrifugationsschritt
gewonnen. In verschiedenen Analysemethoden werden dann Inhaltsstoffe, Kompositionen und
Strukturen der Proben bestimmt und anschlieRend fir weitere Experimente verwendet (Huang
et al. 2016; AOAC 1990; Chen 2009; Anno et al. 1966; Yang 2008).

Die chemische Zusammensetzung einiger Fucoidane wie beispielsweise Fucus vesiculosus ist
relativ einfach, doch die der meisten anderen sehr komplex (Ji 1997). Noch gegenwartig werden
weitere, neue Fucoidane von verschiedenen Arten von Braunalgen charakterisiert (D6rschmann
et al. 2021). Zu den Bestandteilen von Fucoidan gehoren L-Fucose- und Sulfatgruppen, dessen
wesentliche Monosaccharidkomponente L-Fucose-4-sulfat ist. Sie beinhalten aber auch oft sehr
unterschiedliche Mengen anderer Monosaccharide wie Glucose, Galactose, Xylose, Mannose
und Rhamnose (Wang et al. 2008; Wang et al. 2010; Cosenza et al. 2017; Wang et al. 2019).
Zudem bestehen Fucoidane aus zwei Kettenstrukturen, wobei verschiedene Grade an

Sulfatgruppen an beiden Skeletten auftreten konnen (Zhao et al. 2018; Cumashi et al. 2007)

1.3.3 Fucoidane — biologische Aktivitaten und Anwendungsgebiete

Fucoidane werden als vielfaltig biologisch aktiv beschrieben, doch kann dies stark von der
Struktur und Komposition des jeweiligen Fucoidans abhéngen (Cong et al. 2016). So gibt es
beispielsweise Hinweise darauf, dass die antikoagulative Eigenschaft von Fucoidan stark von
Komponenten wie der Molekularmasse, dem Sulfatierungsgrad, und den glycosidischen
Bindungen abhéngt (Nishino & Nagumo 1987). Es konnte gezeigt werden, dass Fucoidan-
Polymere mit einer Molekularmasse zwischen 10 kDa bis 300 kDa die stérkste antikoagulative
Aktivitat aufweisen (Yang et al. 2008). Zudem zeigte sich, dass niedermolekulare Fucoidane
bessere antithrombotische Eigenschaften besitzen, als mittelmolekulare (Zhao et al. 2016). Sie
konnen aber durch Regulation der Expression von VEGF und Plasminogen-Aktivator-
Inhibitoren (PAI) antiangiogen wirken (Soeda et al. 1997). Es wurde gezeigt, dass Fucus
vesiculosus, Fucus serratus, Fucus distichus subsp. evanescens, Saccharina latissima und
Laminaria digitata die Sekretion von VEGF in ARPE-19-Zellen nahezu tber den gesamten
Konzentrationsbereich von 1 bis 100 pg/mL reduzierten (DArschmann et al. 2019; Bittkau et
al. 2020). Des Weiteren wurde festgestellt, dass besonders Laminaria hyperborea mit hohem
Molekulargewicht die VEGF-Sekretion bei ARPE-19-Zellen vermindern konnte und bei

primdren RPE-Zellen nur das Fucoidan aus Saccharina latissima eine Wirkung zeigte
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(Doérschmann et al. 2019a; Dérschmann et al. 2019b). Auf der anderen Seite kdnnen Fucoidane
auch  proangiogen durch beispielsweise = Modulation von Heparin  bindenden
Wachstumsfaktoren wie Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (engl. Fibroblast Growth Factor 2,
FGF-2) wirken (Matou et al. 2002). Auch hier beeinflussen strukturelle Faktoren wie die
Molekularmasse die antiangiogene bzw. proangiogene Aktivitaten von Fucoidane (Cong et al.
2016). Zudem haben Fucoidane durch Induktion von Apoptose von Tumorzellen eine
antitumorale Funktion (Cumashi et al. 2007; Alekseyenko et al. 2007; Lin et al. 2020), doch
wirken auch hier nicht alle gleich. Die Antitumoraktivitat von Fucoidanen wird durch ihre
chemische Struktur definiert, einschlieBlich des Sulfatierungsgrads und der Molekularmasse
(Cumashi et al. 2007). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Fucoidane, abhangig von
strukturellen  Eigenschaften unterschiedlich stark immunmodulatorisch, Kompliment-
inhibierend und antientziindlich wirken kdnnen (Wang et al. 1994; Blondin et al. 1994;
Maruyama et al. 2005; Citkowska et al. 2019). So kann beispielsweise Fucoidan aus
Saccharina latissima kann die Expression von IL-6 und IL-8 und Fucoidan aus Fucus
vesiculosus von IL-6 und CXCL6 signifikant verringern (Dérschmann et al. 2023; Dérschmann
2023). Fucoidane zeichnen sich insbesondere auch durch ihre antioxidativen Eigenschaften aus
(Li et al. 2002). Ahnlich der antitumoralen und antikoagulierenden Wirkung von Fucoidan
zeigen auch hier niedermolekulare Fucoidane starkere antioxidative Eigenschaften im
Vergleich zu héhermolekularen (Wang et al. 2010; Choi & Kim 2013). Es konnte gezeigt
werden, dass Fucus serratus, Fucus vesiculosus und Fucus distichus subsp. evanescens,
Saccharina latissima und Laminaria digitata, die Zelllinie des Aderhautmelanoms (OMM-1)
und die RPE-Zelllinie ARPE-19 vor oxidativem Stress, der durch H2O. ausgeldst wurde,
schutzen kénnen (Ddérschmann et al. 2019). Insbesondere Fucus vesiculosus konnte mehrere
Zelllinien des Aderhautmelanoms schiitzen (Dithmer et al. 2017) und Saccharina latissima
zeigte Schutzwirkungen auf ARPE-19-Zellen, die durch TBHP stimuliert wurden (D6rschmann
et al. 2019). Fucoidane kdnnen auch positiv auf Blutfette wirken. So konnte ein L. japonica-
Extrakt die Werte von Cholesterin, Triglyceriden und LDL senken und gleichzeitig die Werte
von HDL erhohen (Li et al. 1999; Li et al. 2001). Aktuell wird weiterhin eine potenzielle
Anwendbarkeit von Fucoidanen als Behandlungsmittel gegen diverse Krankheiten diskutiert.
So gibt es Arten von Fucoidanen mit &hnlichen Eigenschaften wie Heparin, weswegen sie
antikoagulativ und potenziell regenerativ gegentiber Gewebe sowie allgemein positiv auf die
Wundheilung wirken kdnnen (Fukuta & Nakamura 2008; O‘Leary et al. 2004). Fucoidane
zeigen sich auch vielversprechend bei der Behandlung von Magenerkrankungen (Shibata et al.
2000; Kawamoto et al. 2006), Krankheiten der Leber (Saito et al. 2006) und der Niere (Veena
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etal. 2006; Wang et al. 2019). Was die Wirkung von Fucoidanen auf das RPE betrifft, so konnte
unter anderem bereits gezeigt werden, dass Fucus vesiculosus (von Sigma Aldrich) VEGF
senken kann und sich somit hemmend auf die Angiogenese auswirkt (Dithmer et al. 2014).
Daruber hinaus zeigte sich Fucoidan potenziell therapeutisch gegenuber der diabetischen
Retinopathie (Klettner 2016).

1.4 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, Genexpressionsprofile zu etablieren, die zur Forschung bei der
Entwicklung von prophylaktischen und therapeutischen Behandlungen sowie zum besseren
Verstandnis der Pathologie von Erkrankungen wie der AMD beitragen kénnen. Mit diesen
Expressionsprofilen kdnnen Wirkungsanalysen vielversprechender Substanzen auf zellul&rer
Ebene anhand eines Panels von vielen verschiedenen Genen gleichzeitig durchgefihrt werden.
Das RPE wurde als Zielobjekt und Modellsystem gewahlt, da es eine zentrale Rolle bei der
Aufrechterhaltung des Sehvermogens spielt und ein Schlisselmolekdl fur die Entwicklung von
AMD darstellt (Datta et al. 2017; Klettner 2020). Als Krankheitsbild wurde die AMD
modelliert, bei der die zentralen pathophysiologischen Mechanismen Inflammation, oxidativer
Stress, Angiogenese und Storungen des Lipidstoffwechsels sind (Tan et al. 2020; Skerka &
Zipfel 2008; Handa et al. 1999; de Oliveira Dias et al. 2011; Barter et al. 2003).

Zusammenfassung der Ziele:

1. Durch Viabilitatstests wurden Konzentrationen von Noxen bestimmt, die Gene
aktivieren konnen, ohne das Zelliberleben signifikant zu gefahrden. Auf diese Weise
konnen bei Verwendung des porcinen retinalen Pigmentepithel-Modellsystems
bestimmte Noxen bevorzugt oder ausgeschlossen werden.

2. Es wurden Positivkontrollen entwickelt, um mithilfe von Echtzeit-PCR (rt-PCR),
Markergenen und Haushaltsgenen geeignete Konzentrationen und Stimulationszeiten
flr Noxen festzulegen.

3. Fur die Testung war es wichtig, eine Vielzahl von Genen gleichzeitig zu betrachten.
Deshalb wurde ein Panel von selbst entwickelten Genassays eingesetzt. Die Tagman-
Versuche mit den etablierten Stressparametern und Genassays wurden typischerweise
fur folgende Bereiche durchgefihrt:

a. Oxidativen Stress und Zytotoxizitat
b. Inflammation und Komplementsystem

c. Angiogenese und RPE-Funktionen
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In die Panels wurden auch Gene aufgenommen, die flr den Lipidmetabolismus relevant sind.

4.

Im Anschluss wurde ein kommerzielles Fucoidan getestet, das in friheren
Untersuchungen bereits positive Wirkungen zeigte, um eine signifikante und relevante
Regulation der Genexpression nach Genaktivierung durch Stressparameter
festzustellen. Die etablierten Genarrays konnen zukunftig zur Testung weiterer

potenzieller Substanzkandidaten genutzt werden.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien
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Bezeichnung

Firma

Herkunft

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich

St. Louis, USA

Ampuwa  Spillésung  Plastipur® Aqua ad

iniectabilia (Aqua Bidest)

Fresenius Kabi AG

Bad Homburg

Betaisodona®

Mundipharma

Frankfurt a. M.

Deutschland GmbH
& Co. KG

GmbH
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) | Hyclone Freiburg im
High Glucose Laboratories Inc, | Breisgau
Cytiva Europe
GmbH
Dimethylsulfoxid (DMSQO) > 99,5 % Carl Roth GmbH & | Karlsruhe
Co. KG
Ethanol > 99,5% Carl Roth GmbH & | Karlsruhe
Co. KG
Fetales Kalberserum (FCS) Linaris, Biochrom | Berlin
AG
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Biochrom AG Berlin
ethansulfonsaure (HEPES) Puffer 1M
Lipopolysaccharid (LPS) aus Escherichia coli | Sigma-Aldrich St. Louis, USA
055:B5
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Sigma-Aldrich St. Louis, USA
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
NaCl 0,9 % B. Braun | Melsungen
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Bezeichnung Firma Herkunft
Natriumpyruvat 100 mM Biochrom AG Berlin
Nicht-essentielle Aminosauren 100 X Biochrom AG Berlin
Phosphatgepufferte Salzlgsung (PBS) PAN-Biotech GmbH | Aidenbach
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml bzw. 10.000 | Biochrom AG Berlin
Hg/ml)
Lipopolysaccharid (LPS) Tocris Bioscience Bristol, UK
®
RNase AWAY Thermo Fisher | Waltham,
Scientific Inc. Massachusetts,
USA
RT-PCR Grade Water Thermo Fisher | Waltham,
Scientific Inc. Massachusetts,
USA
tert-Butylhydroperoxid (TBHP) Sigma-Aldrich St.Louis, USA
Tagman  Fast Advanced Master Mix Thermo Fisher | Waltham,
Scientific Inc. Massachusetts,
USA
Trypsin 0,25% in PBS PAN-Biotech GmbH | Aidenbach
Trypsin-EDTA 0,25 %/EDTA 0,02% in PBS PAN-Biotech GmbH | Aidenbach
Wasserstoffperoxidlésung 30 % (w/w) in H2.0O Sigma-Aldrich St.Louis, USA

DMSO = Dimethylsulfoxid; DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s-Medium; FCS: fetal calf serum dt. fetales
Kélberserum; HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure; LPS = Lipopolysaccharid; MTT
= 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; NaCl = Natriumchlorid; PBS = phosphate
buffered saline, dt. phosphatgepufferte Salzlésung; Poly(l:C) = Polyinosinsaure:Polycytidylsdure RT-PCR =
reverse transcription polymerase chain reaction, dt. Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion; TBHP =
tert-Butylhydroperoxid

Tabelle 2: Verwendete Materialien

Bezeichnung Firma Herkunft
Anatomische Pinzette Bausch & Lomb GmbH Berlin
Einkanalpipetten (10, 100, 1000 ul) | Eppendorf Hamburg
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Bezeichnung Firma Herkunft
Enukleationsschere Bausch & Lomb GmbH Berlin
Hornhautschere Bausch & Lomb GmbH Berlin

MicroAmp® Fast Optical 96-Wel

Reaction Plate, 0,1 ml

I | Thermo Fisher scientific

Inc.

Waltham, MA, USA

MicroAmp® Optical Adhesive Film

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Inc.
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co. NUmbrecht
Rasierklinge T585 Plano GmbH Wetzlar
Reagenzgefalie Sarstedt AG & Co. Nimbrecht
(0,2 ml/0,5 ml/1,5 ml/2mI)
Tagman™™ Array, Fast, 96-well Thermo Fisher Scientific | Waltham,

Inc. Massachusetts, USA

Zellkulturplatte 12 Well, Standard, F | Sarstedt AG & Co. Nimbrecht
Zellkulturplatte Platte 24 Well, | Sarstedt AG & Co. NUmbrecht
Standard

Zentrifugenréhrchen, 10/15/50 ml Sarstedt AG & Co. Nimbrecht

Tabelle 3: Verwendete Kits

Bezeichnung Firma Herkunft
High-Capacity cDNA Reverse | Thermo Fisher Scientific Inc. | Waltham,

Transcription Kit mit RNase

Inhibitor

Massachusetts, USA

PureLink™ DNase Set

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham,
Massachusetts, USA

PureLink™ RNA Mini Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham,
Massachusetts, USA




Tabelle 4: Verwendete Primer

20

(Ss04955543_m1)

Bezeichnung Firma Herkunft
Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: ANGPT2 Inc. Massachusetts, USA
(Ss03392362_m1)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: CAT Inc. Massachusetts, USA
(Ss04323025_m1)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: GAPDH Inc. Massachusetts, USA
(Ss03375629 _ul)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: GSS Inc. Massachusetts, USA
(Ss04328109_m1)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: GUSB Inc. Massachusetts, USA
(Ss03387751_ul)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: IL-6 Inc. Massachusetts, USA
(Ss03384604_ul)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: NKAP Inc. Massachusetts, USA
(Ss04322419_m1)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,

(FAM) Gene Symbol: TGFB1 Inc. Massachusetts, USA
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Bezeichnung Firma Herkunft

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,
(FAM)  Gene  Symbol: IL-8 | Inc. Massachusetts, USA
(S§s03392437_m1)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,
(FAM) Gene Symbol: SOD1 Inc. Massachusetts, USA

(Ss03375614_ul)

Tagman™ Gene Expression Assay | Thermo Fisher Scientific | Waltham,
(FAM) Gene Symbol: VEGFA Inc. Massachusetts, USA

(Ss03393993_m1)

ANGPT2 = Angiopoietin 2; CAT = catalase, dt. Katalase; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; GUSB = p-Glucuronidase; GSS = Glutathionsynthase; IL = Interleukin; NKAP = NF-Kappa-B-
aktivierendes Protein; SOD1 = Superoxid Dismutase-1; TGFB1 = Transforming Growth Factor f5; VEGFA =
vaskul&rer endothelialer Wachstumsfaktor A

Tabelle 5: Verwendete Kulturmedien und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

Betaisodona® 10 ml Betaisodona®

Losung +20 ml NaCl 0,9%

RPE-Medium 500 ml DMEM high Glucose + Phenolrot
+50ml FCS

+ 5ml Penicillin/Streptomycin

+ 5ml Natriumpyruvat

+2,5% 12,5ml HEPES 1M

+ 1% 5ml nicht essentielle Aminosauren-NEA 100x

Phosphatgepufferte | 900ml Aqua bidest
Salzlosung +100ml (10x) PBS

+ 10ml Pe/St

Abkirzungen siehe Tabelle 1; RPE = retinales Pigmentepithel; Pe/St = Penicillin- Streptomycin;




Tabelle 6: Verwendete Braunalgen (Fucoidane)
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Algenspezies Bezeichnung in der | Herkunft
Dissertation
Fucus vesiculosus FV Sigma-Aldrich, St.Louis,
USA
Laminaria hyperborea 1, | Fucl Alginor ASA, Haugesund,
(1550 kDa) Norwegen
Laminaria hyperborea 2, | FucBB04 Alginor ASA, Haugesund,
>2000 kDa Norwegen
Saccharina latissima SL Technische  Universitat
Dénemark
Tabelle 7: Verwendete Geréate
Bezeichnung Firma Herkunft
Absaugsystem (VACUSAFE) INTEGRA Biosciences | Zizers, Schweiz
GmbH
Abzige Kottermann Uetze
Autoklav Varioklav® H+P Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, USA
Inc.
COq-Inkubator (Heracell™ VIOS | Thermo Fisher Scientific | Waltham, USA

160i)

Inc.

Dampfsterilisator HP | HP-Labortechnik GmbH OberschleiRheim
VARIOKLAV®

Eismaschine AF80 Scotsman Milan, |
Feinwaage Sartorius Analytic Gattingen

Gefrierschrank (-80 °C)

Thermo Fisher

Inc.

scientific
Waltham, MA, USA
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Bezeichnung Firma Herkunft

Gefrierschréanke (-20 °C) Liebherr Kirchendorf an der
Iler

Lichtmikroskop (Axiovert 100) Carl Zeiss AG Oberkochen

BioTek® Instruments, Inc.

Winooski, VT, USA

Mikroplattenleser (BioTek®
EIx800)
Mini-Zentrifuge (Colour Sprout

Plus)

Biozym Scientific GmbH

Hessisch Oldendorf

NanoDrop™ One

Thermo Fisher scientific

Inc.

Waltham, MA, USA

Pipettierhilfe (Pipetboy)

INTEGRA
GmbH

Biosciences

Biebertal

QuantStudio® 3 Real-Time-PCR-

Thermo Fisher scientific

Waltham, MA, USA

System Inc.
Schittelinkubator Infors AG Bottmingen
Serologische Pipetten Sarstedt AG & Co. NUmbrecht

Sicherheitswerkbank Safe 2020

Thermo Fisher scientific

Waltham, MA, USA

Inc.
SimpliAmp Thermal Cycler Thermo Fisher scientific
Waltham, MA, USA
Inc.
Vortexer Vortex Genie 2 Mixer Thermo Fisher scientific
Waltham, MA, USA
Inc.
Wasserbad 1086 GFL® Brugwedel
Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher scientific
Waltham, MA, USA
Inc.
Zentrifuge Sorvall ST 40 Thermo Fisher scientific

Inc.

Waltham, MA, USA
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Tabelle 8: Verwendete Software

Software Firma Herkunft
Excel 2010 Microsoft Redmond, WA, USA
Gen>5 Biostep Jahnsdorf
GraphPad PRISM 9 GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA

QuantStudio™ Design & | Thermo Fisher Scientific
) Waltham, MA, USA
Analysis Software Inc.

Thermo Fisher Connect™ | Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, USA
Cloud Software Inc.

2.2 Methoden

2.2.1 Modellsystem — Primares porcines retinales Pigmentepithel

Die zellbiologische Arbeit beziglich der Kultivierung des Modellsystems fir das primére
retinale Pigmentepithel wurde nach einem bereits etablierten Protokoll (Wiencke et al. 2003;
Klettner und Roider 2008) an einer Sicherheitswerkbank mit autoklaviertem, sterilem oder
desinfiziertem Arbeitsmaterial durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einer
wasserdampfgeséattigten Atmosphére bei 37°C und einem 5% CO2-Gehalt. Insgesamt wurden

fur jede Mikrotiterplatte mindestens zwolf Augen prépariert.

Die Schweineaugen wurden wenige Stunden nach der Schlachtung unter gekihlten
Bedingungen aus lokalen Schlachtereien geliefert. Bei der Auswahl der Schweineaugen wurde
darauf geachtet, dass sie weder Lichtreflexe noch Triibungen aufwiesen, da solche Befunde die
Augen fur die Kultivierung oft ungeeignet machten.

Die ausgewéhlten Augen wurden von (berschiissigem, am Augapfel anhaftendem Gewebe
befreit und anschlielRend fiir fiinf Minuten in eine kiihle Betaisodonaldsung gelegt. Daraufhin
wurden die Augen zum Transport zur Sicherheitswerkbank in ein mit 300 ml kihler 0,9%iger
Natriumchlorid-Losung gefulltes Becherglas getaucht. Hornhaut, Iris, Ziliarkérper und Linse
wurden durch Schnitte entlang der Ora Serrata mithilfe einer Rasierklinge und einer
Enukleationsschere abgetrennt. Der Glaskorper wurde entfernt und die Augenbecher mit

warmer phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gefullt; die Netzhaut wurde mithilfe einer
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anatomischen Pinzette und einer Hornhautschere entfernt. Anschliefend wurden die Augen in
Deckel gelegt und das PBS durch warmes Trypsin ersetzt. Die Augen wurden dann flr zehn
Minuten bei 37°C im Inkubator belassen. Das Trypsin wurde entfernt, die Augen mit warmer
Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-L6sung gefullt und fir 45 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden zur Ablésung durch Pipettieren der in den Augenschalen
befindlichen Trypsin/EDTA-L6sung abgespult und gleichméRig in zwei mit 37°C warmem
Medium gefullte Zentrifugenréhrchen verteilt. Sie wurden dann in der Sorvall ST40-Zentrifuge
flr flinf Minuten bei 900 U/min und Raumtemperatur zentrifugiert. Das tberschissige Medium
wurde abgesaugt, das Zellpellet in neuem Medium resuspendiert und erneut unter den gleichen
Einstellungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet in 12 ml RPE-Medium
geldst, und dann wurden jeweils 0,5 ml oder 1 ml der suspendierten Zellen in eine 12- oder 24-
Well-Mikrotiterplatte ausgesat. Das RPE-Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt, und
die Zellen wurden insgesamt fir mindestens 14 Tage kultiviert. Wéhrend und nach der
Kultivierung wurden mittels Mikroskop Kontrollen der Zellqualitat durchgefuhrt.

2.2.2 Zellstimulation

Die RPE Zellen wurden zusammen mit dem RPE-Medium und der jeweiligen Konzentration
der Noxe auf 1 ml oder 0,5 ml auf eine 12- bzw. 24-Well-Mikrotiterplatte suspendiert und dann
fur die ausgewahlten Zeitrdume inkubiert. Fur Lipopolysaccharid (LPS) wurde eine
Konzentration von 1 oder 10 pg/mL verwendet, fir Poly(1:C) 10 oder 100 pg/mL, fir H20:
100, 200, 300, 500, 750 oder 1000 uM, fir tert-butyl hydroperoxide (TBHP) 100, 200 oder 300
UM, flar Erastin 20 puM und fir CoCl> 25, 75, 100, 150 oder 250 pM. Fir das
Inflammationsarray wurden die Zellen fur drei Tage mit 10 pug/mL LPS stimuliert, fur das
oxidative Stressarray fur einen Tag mit 10 pg/mL LPS bzw. mit 100 uM H20- und fiir drei
Tage mit 150 uM CoCl». Ein Mediumwechsel mit erneuter Stimulation erfolgte jeweils nach
zwei Tagen. Die Behandlung mit Fucoidan erfolgte mit einer Konzentration von 50 pg/ml
Fucoidan, entweder alleine als Kontrolle oder zusammen mit der jeweiligen Noxe. Insgesamt
ergab das Volumen mit den RPE Zellen und RPE-Medium 1 ml pro Well auf einer 12-Well-
Mikrotiterplatte.

2.2.3 Zellviabilitats-Assay

Zur Bestimmung von geeigneten Konzentrationen und Inkubationszeiten von Noxen, die die
Genexpression stimulieren, wurde der Methylthiazolyltetrazolium (MTT) - Zellviabilitéts-
Assay verwendet (modifiziert nach Mosmann 1983). Die ausgewahlten Stimulanzien wurden
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anschlieBend zur Etablierung von Positivkontrollen eingesetzt. Die Zellviabilitat wurde mithilfe
des Farbstoffs MTT untersucht, da lebende Zellen das enthaltene gelbe Tetrazolium in violettes
Formazan reduzieren. Durch die Messung der Farbintensitat bei 550 nm konnten Riickschlisse

auf die toxische Wirkung der Noxen gezogen werden.

Zunachst wurde eine MTT-Gebrauchslosung hergestellt, indem das MTT zu 0,5 mg/ml in
warmes DMEM ohne Phenolrot gelost wurde. Anschlie3end wurde in jedes Well einer 12- bzw.
24-Well-Mikrotiterplatte, aus dem zuvor das Medium entfernt wurde, 350 pl bzw. 250 pl
Gebrauchslosung gegeben und fur zwei Stunden inkubiert. Danach wurde die MTT-
Gebrauchslosung entfernt, die gleiche Menge DMSO dazugegeben und zur gleichmaRigen
Verteilung fur finf Minuten auf den Schittler gestellt. Dann wurden auf einer 96er-Well-Platte
in jedes Well 150 ul DMSO als Nullwert gegeben und in jedes weitere Well (Doppelwerte) 100
pl DMSO und 50 pl der Probe gegeben. Die Farbintensitat wurde bei 550 nm gemessen. Als

ausreichend viabel galt eine Viabilitdt von mindestens 85%.

2.2.4 Ribonukleinsduren (RNA)-Isolation

Fur die RNA-Isolation wurden die Qualitat der Zellen vorab unter einem Lichtmikroskop
untersucht und nach ihrer Dichte, Pigmentierung und Morphologie beurteilt.
Die fir die RNA-Isolation und cDNA-Gewinnung genutzten Materialien wurden mit UV-Licht
bestrahlt und die Flachen und Gerate mit RNase AWAY® gereinigt.

Zunachst wurden die durch verschiedene Noxen stimulierten Zellen mit 1 ml warmem PBS
gewaschen und dann nach Zugabe von 500 pl Trypsin/EDTA fur sieben Minuten in den
Brutschrank gestellt. AnschlieRend wurde 500 pl Medium hinzugegeben und die Zellen durch

Pipettieren abgespilt, welche dann in nukleasefreie 1,5-ml-Reaktionsgefélie gegeben wurden.

Nachdem die Zellen dann fir finf Minuten bei 300 x g zentrifugiert wurden, konnte die
Isolation der RNA aus dem Zellpellet mit dem PureLink™ RNA Mini Kit invitrogen von
Thermo Fisher Scientific Inc. nach Herstelleranweisung durchgefiihrt werden. Die gewonnene
RNA wurde dann mit 20 pl RNase-freiem Wasser geldst und die Reinheit der RNA durch
Bestimmung von den Absorptionsquotienten Azeo/Azg0 und Azeo/A23o Sowie die Konzentration
photometrisch mithilfe des NanoDrop™ Ones gemessen. Fir diese Messung wurde 1,5 pl der
Probe genutzt. Fir eine ausreichende Reinheit sollten die Werte von A260/A280 und
A260/A230 Uber 1,8 liegen.
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2.2.5 Komplementare Desoxyribonukleinsaure-Gewinnung
Fur die Gewinnung der komplementéren Desoxyribonukleinsaure (¢cDNA) wurde das High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Thermo Fisher Scientific Inc. verwendet und

nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Das RNA-Gemisch wurde dann in 0,2 ul hitzestabile Reagenzgefalle gegeben und nach
zehnseklndiger Zentrifugierung mithilfe des SimpliAmp Thermal Cyclers in cDNA
umgeschrieben.

Die Programmierung des Thermocyclers lautete wie folgt:

Tabelle 9: Programmierung des Thermocyclers

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3 Schritt 4
Temperatur 25°C 37 °C 85°C 4°C
Zeit 10 min 120 min 5 min o0

Die Lagerung der cDNA erfolgte kurzfristig bei 4°C bzw. langfristig bei -20°C.

2.2.6 Real-Time quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Zunachst wurde die cDNA mit PCR-H2O auf 15 ng/10 pl verdinnt. Dann wurde fur jedes
technische Triplikat 8 pl von der verdiinnten cDNA, 2 pl Primer, 20 pl TagMan® Fast Advanced
Master Mix und und 10 pl PCR-grade water in einen 1,5-ml-Reaktionsgefall gefillt. Nach
mehrfachem Invertieren und kurzem Zentrifugieren wurde 10 pl Reaktionsansatz in jedes Well
einer MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (0,1 ml) pipettiert. Die Platte wurde
dann mit dem MicroAmp® Optical Adhesive Film versiegelt und nach kurzem Zentrifugieren

mithilfe des QuantStudio® 3 Real-Time-PCR-Systems gemessen.
Die Programmierung des Gerats lautete wie folgt:

Tabelle 10: Programmierung des QuantStudio® 3 Real-Time-PCR-Systems
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Schritt Temperatur Zeit Zyklen
UNG Inkubation 50 °C 2 min 1
Enzymaktivierung 95°C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 1s 40
Glihen/Extension 60 °C 20s

UNG = Uracil-DNA-Glycosidase

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die Thermo Fisher Connect™ Cloud Software.

2.2.7 Tagman™ Array

Zum Ansetzen der TagMan-Platten und zur Durchfiihrung der RT-PCR wurde die cDNA
zundchst invertiert, kurz vortexiert und anschlieRend zentrifugiert. Anschliefend wurden 22 pl
der insgesamt 25 pl cDNA Losung mit 578 pl PCR-H20 und 600 pl Tagman™ Fast Advanced
Master Mix gemischt. Die Mischung wurde dann vortexiert und zentrifugiert. Die Tagman™
Array Fast 96-well Platte wurde auf Raumtemperatur gebracht und bei 500 x g fur zwei Minuten
zentrifugiert. Auf jedes Well dieser Platte wurden 10 pl der Mischung gegeben. Die Platten
wurden anschlieBend mit MicroAmp® Optical Adhesive Film versiegelt, kurz gevortext,
zentrifugiert und im QuantStudio® 3 Real-Time-PCR-System gemessen. Die Programmierung
des QuantStudio® 3 Real-Time-PCR-Systems sowie die Auswertung der Ergebnisse erfolgten

gemal dem standardisierten RT-gPCR-Protokoll.
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2.3 Statistische Auswertung

Jedes Experiment wurde mindestens drei Mal durchgefiihrt und die statistische Signifikanz (t-
Test nach Student) mithilfe von Excel, GraphPad PRISM 7 oder der Thermo Fisher Connect™
Cloud Software berechnet. Mittelwerte wurden als Balken und Standardabweichungen als
Linien dargestellt. Dabei galt ein p-Wert < 0,05 als signifikant, zwischen 0,1 und 0,5 als
tendenziell und die relative Quantifizierung (RQ) < 0,5 oder RQ > 2,0 als relevant und zwischen
0,5 und 2,0 als nicht relevant. Zur Uberpriifung der Normalverteilung der ermittelten Daten
wurde der Shapiro-Wilk-Test angewendet. Fir die MTT-Assays wurde der one-sample t-test
durchgefuhrt und die PCR-Daten wurden mithilfe der Thermo Fisher Connect™ Cloud

Software ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellviabilitat unter Stressparameter

Fur die Etablierung von Positivkontrollen wurden geeignete Konzentrationen und
Wirkungszeiten von stress-induzierenden Noxen mithilfe von Zellviabilitats-Assays bestimmt.
Die Wahl der Noxen LPS, Poly(l:C), H202, TBHP, Erastin und CoCl> sowie Stimulationszeiten
und Konzentrationen beruhten auf Ergebnissen aus vergangenen Studien (Klettner et al. 2020;
Dorschmann et al. 2019a; Dérschmann et al. 2021b; Rana et al. 2019). Es wurden maximalen
Konzentrationen gesucht, bei denen es zu keiner Reduktion der Zellviabilitat kam.

Die porcinen RPE Zellen wurden zundchst mit LPS (1 bzw. 10 pg/ml) fiir ein, drei und sieben
Tage stimuliert. Es zeigte sich, dass die Viabilitat der Zellen bei allen Konzentrationen und
Inkubationszeiten im Vergleich zur Kontrolle, auller bei siebentdgiger Stimulation mit 10 pg/ml
LPS (89%), bei Uber 90% lag (Abb. 3a).

Unter Einfluss von Poly(l:C) (10, 100 pg/ml) betrug die Viabilitat im Vergleich zur Kontrolle
mindestens 90% (Abb. 3b). Daher wurden hier alle Konzentrationen und Inkubationszeiten fur
die weiteren Versuche genutzt.

Die Stimulation mit H20> erfolgte mit den Konzentrationen 100, 200 und 300 puM fir ein, drei
und sieben Tage, sowie mit 500, 750 und 1000 uM fiir vier Stunden bzw. einen Tag und
zusétzlich 200 pM fur vier Stunden. Bei allen verwendeten Konzentrationen und
Inkubationszeiten waren die RPE-Zellen gegenuber der Kontrolle ausreichend viabel (> 85%),
jedoch kam es im Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten (p < 0,05) Reduktion der
Zellviabilitat der RPE-Zellen auf 63 = 10% nach vierstlndiger Stimulation mit 1000 uM H20-
und nach eintdgiger Stimulation bei gleicher Konzentration auf 69 + 11% (Abb. 4a-c).

Bei den weiteren Untersuchungen konnte eine ausreichende Viabilitat der RPE-Zellen unter
Einfluss von TBHP mit einer Konzentration von 100 uM fiir ein Tag, sowie 100 und 200 puM
flir drei Tage und zusétzlich 300 uM fir vier Stunden beobachtet werden. Eine fiir die weiteren
Versuche unzureichende Viabilitat der RPE-Zellen zeigte sich unter Einfluss von TBPH fir
einen Tag mit einer Konzentration von 200 uM (67 + 45%) und 300 uM (69 + 46%) sowie fur
drei Tage mit einer Konzentration von 300 uM (59 + 30%) und zusétzlich unter Einfluss Gber
sieben Tage mit den Konzentrationen 100 uM (71 + 25%), 200 uM (37 = 48%) und 300 pM
(38 + 48%). Bei der Stimulation mit TBHP fiel zusatzlich eine hohe Standardabweichung auf
(Abb. 4c-d).

Die Wirkung von Erastin auf die RPE-Zellen wurde mit einer Konzentration von 20 uM fur

vier Stunden getestet, wobei die Viabilitat der Zellen signifikant (p < 0,05) auf 88 + 2%
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reduziert wurde (Abb. 4c). Aufgrund der ausreichenden Zelllviabilitat wurde Erastin dennoch

mit der genannten Konzentration und Inkubationszeit fur die weiteren Versuche verwendet.
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Abbildung 3: Zellviabilitat von RPE-Zellen unter Inflammation. Gezeigt wird das Zelliiberleben von
primdrem porcinen retinalem Pigmentepithel (RPE), ermittelt durch den Methylthiazolyltetrazolium-(MTT)-
Zellviabilitatsassays und dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung mit einer auf 100% festgelegten
Kontrolle. Die Zellen wurden zunéchst aus porcinen Augen isoliert und fir mindestens zwei Wochen kultiviert.
AnschlieBend wurden sie Uber Zeitrdume von einem, drei und sieben Tagen mit 1 pg/mL und 10 pg/mL
Lipopolysaccharid (LPS, a) sowie 10 pug/mL und 100 pg/mL Polyinosinsdure:Polycytidylsdure (Poly(l:C), b)
stimuliert. Die Ergebnisse zeigten eine Normalverteilung (ermittelt durch den Shapiro-Wilk-Test) und wurden in
Relation zu den Ergebnissen der unbehandelten Kontrolle gesetzt. Die Signifikanzprifung erfolgte mit dem One-
Sample t-Test, es zeigten sich jedoch keine signifikanten Ergebnisse. Die Anzahl der unabhangigen Experimente
betrug n=3.
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Abbildung 4: Zellviabilitdt von RPE-Zellen unter oxidativen Stress. Gezeigt wird das Zelluberleben von
primédren porcinen retinalem Pigmentepithel (RPE), ermittelt durch Methylthiazolyltetrazolium-(MTT)-
Zellviabilitatsassays und dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung mit einer auf 100% festgelegten
Kontrolle. Die Zellen wurden zunéchst aus porcinen Augen gewonnen und flir mindestens zwei Wochen kultiviert.
Danach wurden sie mit 100, 200 und 300 uM H-0 fiir ein, drei und sieben Tage (a), 500, 750 und 1000 uM H,0;
flr vier und 24 Stunden (b), 200 uM H02, 300 uM Tert-butyl Hydroperoxid (TBHP) und 20 uM Erastin fur 4
Stunden (c) und mit 100, 200 und 300 uM TBHP fir ein, drei und sieben Tage stimuliert (d). Die Ergebnisse waren
normalverteilt (ermittelt durch den Shapiro-Wilk test) und wurden in Relation zu den Ergebnissen der
unbehandelten Kontrolle gesetzt. Die Signifikanzprifung erfolgte mit dem One-Sample t-Test. Signifikante
Ergebnisse (p < 0.05) sind mit * gekennzeichnet. Die Anzahl der unabhangigen Experimente betrug n=3.

Zuletzt wurde die Zellviabilitat der RPE-Zellen unter dem Einfluss von CoCl., gemessen. Die
untersuchten Konzentrationen lagen bei 25, 75, 100, 150 und 250 pM, wobei die
Inkubationszeiten ein und drei Tage betrugen. Bei allen Versuchen waren die RPE-Zellen noch
ausreichend viabel und bei einer Konzentration von 250 uM CoCl und einer Inkubationszeit
von drei Tagen reduzierte sich die Zellviabilitat der RPE-Zellen signifikant (p < 0,05) auf 87 £
4% reduziert (Abb. 5). Fur die weiteren Experimente wurde 150 puM CoCl> mit einer

Inkubationszeit von drei Tagen verwendet.
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Abbildung 5: Zellviabilitat von RPE-Zellen unter Hypoxie. Gezeigt wird das Zelliiberleben von priméren
porcinen  retinalem  Pigmentepithel (RPE), ermittelt durch  Methylthiazolyltetrazolium-(MTT)-
Zellviabilitatsassays und dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung mit einer auf 100% festgelegten
Kontrolle. Die Zellen wurden zunédchst aus porcinen Augen gewonnen und fir mindestens zwei Wochen kultiviert.
Danach wurden sie mit 25, 75, 100, 150 and 250 uM CoCl; fiir ein und drei Tage stimuliert. Die Ergebnisse waren
normalverteilt (ermittelt durch den Shapiro-Wilk-Test) und in Relation zu den Ergebnissen der unbehandelten
Kontrolle gesetzt. Die Signifikanzprifung erfolgte mit dem One-Sample t-Test. Signifikante Ergebnisse (p < 0.05)
sind mit * gekennzeichnet. Die Anzahl der unabhéangigen Experimente betrug n=3.

3.2 Etablierung von Positivkontrollen fur die Gene-Arrays

Zur Etablierung von Positivkontrollen wurden in Tagman-Vorversuchen die Expression von
ausgewahlten Markergenen spezifisch fir Inflammation, oxidativen Stress oder Angiogenese
unter Einfluss der zuvor bestimmten Noxen untersucht. Als Inflammationsmarker wurden
Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8), NF-kappa-B-activating protein (NKAP), als Marker
fir oxidativen Stress Superoxid Dismutase-1 (SOD1), Glutathionsynthase (GSS) und als
Angiogenesemarker Katalase (CAT), Angiopoetin 2 (ANGPT2), vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor A (VEGFA) und transforming growth factor-f (TGFB1) ausgewéhlt (Leung
et al. 2009; Liu et al. 2020; Mlakar et al. 2012; Kim et al. 2021; Sreekumar et al. 2021; Osera
et al. 2015; Lazzara et al. 2020; Qin et al. 2020). Stimulationszeiten betrugen ein, drei und
sieben Tage. Die Versuche erfolgten mittels rt-PCR mit Mehrfachbestimmungen und endogene
Kontrollen. Alle Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt. Ziel war die Etablierung
eines Stimulationsschemas fir RPE-Zellen, das zu einer mdoglichst hohen Aktivierung der

Genexpression flhrt. Als signifikant galt p < 0.05 und biologisch relevant RQ < 0.5 oder > 2.0.

3.2.1 Etablierung von Positivkontrollen fir den Inflammationsarray

Die Tagman-Vorversuche fur das Entzindungspanel erfolgten mit RPE-Zellen unter Einfluss
von LPS (1 und 10 pg/ml) und Poly(1:C) (10 und 100 pg/ml). Als endogene Kontrollen wurden
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Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH), Glucuronidase Beta (GUSB) und
Actin Beta (ACTB) verwendet.

Zunachst wurde die Expression des Markergens IL-8 nach ein-, drei- und sieben Tagen
Stimulation untersucht. Alle dazugehdrigen relativen Quotienten (RQ) zu den unbehandelten
Kontrollgenen und p-Werte sind in Tabelle 11 aufgefiihrt. Die Expression von IL-8 stieg nach
Stimulation mit 1 und 10 pg/ml LPS und 100 pg/ml Poly(l:C) sowie nach dreitdgiger mit den
gleichen LPS Konzentrationen sowie mit 10 pug/ml Poly(l:C). Der starkste Einfluss auf die
Genexpression zeige sich nach dreitagiger Stimulation mit 10 pg/ml LPS (RQ > 194; p < 0,000),
gefolgt von 1 pug/ml LPS (RQ > 62; p < 0,005). Nach sieben Tagen zeigte sich nur noch eine
tendenziell verminderte Expression von IL-8, was darauf hinweist, dass die Wirkung der
verwendeten Noxen, bzw. die inflammatorische Antwort der RPE-Zellen nach sieben Tagen,
deutlich abnimmt. Aus diesem Grund wurde der Fokus auf ein und drei Tage als
Stimulationszeiten gelegt. Das Kontrollgen ACTB erwies sich aufgrund leichter
proinflammatorischer Aktivierung (Daten nicht gezeigt) als ungeeignet. Es wurden
anschlieBend nur noch GUSB sowie GAPDH fir die weiteren Experimente genutzt.

Tabelle 11: Vorversuche mit Interleukin 8 (IL-8) als Markergen. Die Tabelle zeigt die
Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die Daten wurden mittels Thermo Fisher Connect
gemal der AACT Methode evaluiert und in Relation zur unbehandelten Kontroll-Stimulation
gesetzt. Die Tabelle umfasst die abgekiirzte Nomenklatur der genutzten Gene, RQ die relative
Hohe der Genexpressionslevel und der p-Wert ist fur die Testung der Signifikanz angegeben.
Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. LPS1 = 1 pug/mL Lipopolysaccharid
(LPS), LPS10 = 10 pg/mL LPS, Poly(1:C)10 = 10 pg/mL Polyinosinsaure:Polycytidylséure

(Poly(I:C)), Poly(1:C)100 = 100 pg/mL Poly(I:C), IL-8 = Interleukin 8, n = 3 Anzahl
unabhéngiger Versuche.

1Tag 3 Tage 7 Tage
Stimulation RQ p-Wert |RQ p-Wert |RQ p-Wert
Kontrolle IL-8 1.000 |1.000 1.000 1.000 1.000 |1.000
LPS1 IL-8 29.566 |0.113 |62.585 |0.001 [8.728 |0.089
LPS10 IL-8 46.763 | 0.000 194.156 |0.000 18.111 |0.077
Poly(I:C)10 IL-8 5.488 |0.109 12.212 |0.012 3.669 |0.089
Poly(I:C)100 |IL-8 23.016 [0.025 |1.191 0931 [9.320 |0.082

Des Weiteren wurden die RPE-Zellen mit 1 und 10 pg/ml LPS sowie 10 und 100 pg/ml
Poly(1:C) fiir ein und drei Tage stimuliert und IL-6 und NKAP als Markergene genutzt. Alle
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dazugehorigen relativen Quotienten (RQ) zu den unbehandelten Kontrollgenen und p-Werte
sind in Tabelle 12 aufgelistet. Die Expression von IL-6 wurde nach einem Tag durch 1 pg/ml
LPS und 100 pg/ml Polyl:C sowie nach drei Tagen durch 1 und 10 pg/ml LPS gesteigert. Die
Expression von NKAP wurde nach einem Tag durch 1 pg/ml LPS gesenkt und nach drei Tagen
durch 10 pg/ml LPS gesteigert. In diesen Versuchen zeigte sich der stérkste signifikante
Einfluss bei IL-6 nach drei tagiger Stimulation mit 10 pg/ml LPS (RQ > 35; p <0,000), gefolgt
von der Stimulation mit 1 pg/ml LPS (RQ > 17; p < 0.05).

Tabelle 12: Vorversuche mit Interleukin 6 (IL-6) und NF-kappa-B-activating protein
(NKAP) als Markergene. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die
Daten wurden mittels Thermo Fisher Connect gemafl der AACT Methode evaluiert und in
Relation zur unbehandelten Kontroll-Stimulation gesetzt. Dabei umfasst die abgekirzte
Ausschrift der genutzten Gene, RQ die relative Hohe der Genexpressionslevel und der p-Wert
ist fur die Testung der Signifikanz angegeben. Signifikante und relevante Werte wurden fett
markiert. LPS1 = 1 pg/mL Lipopolysaccharid (LPS), LPS10 = 10 pg/mL LPS, Poly(l:C)10 =
10 pg/mL Poly(l:C), Poly(l:C)100 = 100 pg/mL Poly(l:C), n = 3 Anzahl unabhangiger
Versuche.

1 Tag 3 Tage
Stimulation RQ p-Wert RQ p-Wert
Kontrolle IL-6 1.000 | 1.000 1.000 1.000
Kontrolle NKAP 1.000 | 1.000 1.000 1.000
LPS1 IL-6 3.870 0.017 17.131 0.026
LPS1 NKAP 0.402 0.040 1.498 0.582
LPS10 IL-6 3.952 |0.183 35.007 0.000
LPS10 NKAP 0.658 0.553 3.022 0.010
Poly(1:C)10 IL-6 2.136 | 0.170 4171 0.107
Poly(1:C)10 NKAP 0.714 | 0.655 2.007 0.149
Poly(1:C)100 IL-6 6.684 0.002 3.409 0.066
Poly(1:C)100 NKAP 0.795 0.585 1.100 0.782

Fur die weiteren Vorversuche wurden drei verschiedene Fucoidane (FV, Fucl und SL-F2),
einzeln sowie in Kombination mit 10 pg/ml LPS fir drei Tage genutzt, wobei IL-6 und IL-8 als
Markergenee dienten. Die relativen Quotienten wurden zum einen in Bezug auf die

unbehandelte Kontrolle und zum anderen gegen LPS berechnet. Alle dazugehdrigen RQ- und
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p-Werte sind in Tabelle 13 aufgelistet. Nach Stimulation mit 10 pg/ml LPS fur drei Tage zeigte
sich im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine signifikante und biologisch relevante
Steigerung der Expression von IL-6 (RQ > 3,8; p < 0.05) und von IL-8 (RQ > 48; p < 0,000),
jedoch zeigte sich keine signifikante Steigerung der Expression von NKAP. Abgesehen vom
FV-Fucoidan fuhrte die alleinige Stimulation mit den genannten Fucoidanen zu einer relevanten
Erh6hung der Expression der Markergene. Verglichen mit der alleinigen Stimulation durch 10
pg/ml LPS zeigte die Kombination zwischen FV + 10 pg/ml LPS und Fucl + 10 pg/ml LPS
eine signifikante Reduktion der Genexpression von IL-8. Entsprechend wurde die durch 10
pg/ml LPS erhohte Expression von IL-8 auf RQ > 48 durch Fucl und FV reduziert. Fucl
zusammen mit 10 pg/ml LPS senkte die Expression von IL-6 im Vergleich zur Stimulation mit
LPS alleine (RQ =0.268, p = 0.007).

Fur die Tagman-Versuche wurde der Fokus auf FV-Fucoidan gelegt.

Tabelle 13: Vorversuche mit Fucoidan und etablierten Noxen fir Gene, relevant fur
Inflammation. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die Daten wurden
mittels Thermo Fisher Connect gemaf der AACT Methode evaluiert und zum einen in Relation
zur unbehandelten Kontroll-Stimulation und zum anderen zu LPS gesetzt. Dabei umfasst die
abgekirzte Ausschrift der genutzten Gene, RQ die relative Hohe der Genexpressionslevel und
der p-Wert ist fir die Testung der Signifikanz angegeben. Signifikante und relevante Werte
wurden fett markiert. LPS10 = 10 pg/mL LPS, Fucl = fucoidan from Laminaria hyperborea,
SL-F2 = fucoidan from Saccharina latissima, FV = fucoidan from Fucus vesiculosus (Sigma-
Aldrich), n = 3 Anzahl unabhdngiger Versuche.

gegen gegen
Ko LPS
Stimulation RQ p-Wert RQ p-Wert
Kontrolle IL-6 1.000 1.000 0.26 0.040
Kontrolle IL-8 1.000 1.000 0.021 0.000
Kontrolle NKAP 1.000 1.000 0.668 0.132
LPS10 IL-6 3.842 0.040 1.000 1.000
LPS10 IL-8 48.108 0.000 1.000 1.000
LPS10 NKAP 1.497 0.132 1.000 1.000
FV IL-6 0.854 0.671 0.222 0.025
FV IL-8 0.572 0.205 0.012 0.000
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gegen gegen
Ko LPS

FV NKAP 0.939 0.909 0.627 0.387
FV+LPS10 IL-6 1.737 0.093 0.452 0.142
FV+LPS10 IL-8 26.104 0.000 0.543 0.027
FV+LPS10 NKAP 1.261 0.400 0.842 0.369
Fucl IL-6 2.140 0.046 0.557 0.253
Fucl IL-8 13.962 0.001 0.443 0.032
Fucl NKAP 1417 0.276 0.946 0.820
Fucl+LPS10 IL-6 2421 0.010 0.63 0.33

Fucl+LPS10 IL-8 12.883 0.001 0.268 0.007
Fucl+LPS10 NKAP 1.158 0.645 0.774 0.335
SL-F2 IL-6 0.434 0.136 0.113 0.008
SL-F2 IL-8 7.432 0.001 0.154 0.000
SL-F2 NKAP 2.575 0.011 1,720 0.048
SL-F2+LPS10 IL-6 1.774 0.144 0.462 0.160
SL-F2+LPS10 IL-8 32.214 0.000 0.513 0.118
SL-F2+LPS10 NKAP 1.85 0.164 1,236 0.564

3.2.2 Etablierung von Positivkontrollen fur den oxidativen Stress-Genearray

Fir die Positivkontrollen im Hinblick auf oxidativen Stress wurden Katalase (CAT),
Glutathionsynthase (GSS) und Superoxid-Dismutase (SOD1) als Markergene und ACTB,
GAPDH und GUSB als Kontrollgene verwendet. Zunachst wurden die RPE-Zellen mit 100 und
300 uM H0; tiber Zeitraume von vier Stunden, einem Tag sowie drei Tagen stimuliert (Tabelle
14). Es zeigte sich nach eintdgiger Stimulation mit 100 uM H-0; eine signifikante Steigerung
der Expression von SOD1 (RQ = 2,475; p = 0,029) und eine tendenzielle (p > 0,05 < 0,01)
Steigerung von GSS (RQ = 1,546; p = 0,080). Aufgrund der niedrigen Beeinflussung der
Genexpression, wurde die Konzentration von H202 auf 500 und 750 uM erhoht, jedoch zeigten
sich bei diesen Versuchen nach eintdgiger Stimulation keine signifikanten Ergebnisse. Die
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RPE-Zellen erwiesen sich als recht resistent, was auf ihre Fahigkeit zurtickzufihren sein durfte,
oxidativen Stress abzuwehren, zurtickzufihren sein wird (Klettner 2012). Selbst bei verkurzter
Stimulationszeit (vier Stunden) mit 500 pM H02 zeigte sich keine signifikante Veranderung

der Genexpression.

In nachfolgenden Experimenten wurden die Auswirkungen von TBHP und Erastin auf RPE-
Zellen untersucht (Tabelle 14). Dabei zeigte sich eine leichte signifikante Steigerung von GSS
nach eintdgiger Stimulation mit 30 uM Erastin (RQ = 1,577; p = 0,011) sowie nach
vierstindiger Stimulation mit 300 uM TBHP (RQ =2,054; p = 0,035). Es zeigte sich tendenziell
eine Steigerung von SOD1 nach eintagiger Stimulation mit 30 uM Erastin (RQ = 1,569; p =
0,076) und von CAT (RQ = 3,046; p = 0,055). Angesichts der niedrigen RQ-Werten wurde in
weiteren Experimenten die Stimulation mit LPS versucht, da bereits in anderen Studien gezeigt
werden konnte, dass LPS eine stimulierende Funktion bzgl. oxidativen Stress hat (Noworyta-
Sokotowska et. al. 2013). Ebenso wurden die Zellen in weiteren Experimenten mit CoCl;
stimuliert, da CoCl, eine Rolle in oxidativen Stress, beispielsweise durch Formation von
reaktiven Sauerstoffspezies, spielt (A. Ayswarya et. al. 2016). Bei diesen Versuchen wurden
die RPE-Zellen fiir einen Tag mit 1 und 10 pg/ml LPS sowie 100 und 150 uM CoCl; stimuliert
(Tabelle 14). Dabei wurde durch die Stimulation mit 10 pg/ml LPS die Expression von CAT
auf RQ = 5,455 (p = 0,004) und SOD1 auf RQ = 8,221 (p = 0,001) gesteigert. Tendenzielle,
jedoch nur geringe Veranderungen, zeigten sich bei CAT nach Stimulation mit 100 CoCl, (RQ
=1,825; p = 0,056) und bei GSS nach Stimulation mit 1 pg/ml LPS (RQ = 2,351; p = 0,096).

Tabelle 14: Vorversuche zur Etablierung von Noxen, die Gene, relevant fir oxidativen
Stress, stimulieren. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die Daten
wurden mittels Thermo Fisher Connect geméll der AACT Methode evaluiert und in Relation
zur unbehandelten Kontroll-Stimulation gesetzt. Die Tabelle beinhaltet die Abklirzungen der
untersuchten Gene, die relativen Genexpressionslevel (RQ) und die zur Signifikanzpriifung
verwendeten p-Werte. Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. CAT = Gen fir
Katalase, GSS = Gen fur Glutathionsynthetase, SOD1 = Gen flr Superoxiddismutase 1,
100H202 = 100 pM H202, 300H202 = 300 uM H202, 500H202 = 500 pM H202, 750H20, = 750
UM H20., 200TBHP = 20,0 -Butylhydroperoxid (TBHP), 300TBHP = 300 uM TBHP,
20Erastin = 20 uM Erastin, 30Erastin = 30 uM Erastin, LPS1 = 1 pg/ml Lipopolysaccharid

(LPS), LPS10 =10 pg/ml LPS, 100CoCl; = 100 uM CoCl;, 150CoClz = 150 pM CoClz, n =3
Anzahl unabhangiger Experimente.

Zeit Stimulation RQ p-Wert

4 Stunden Kontrolle CAT 1,000 1,000

4 Stunden Kontrolle GSS 1,000 1,000
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Zeit Stimulation RQ p-Wert
4 Stunden | Kontrolle SOD1 1,000 1,000
4 Stunden 100H202 CAT 1,099 0,862
4 Stunden | 100H20, GSS 1,546 0,080
4 Stunden 100H202 SOD1 1,413 0,643
4 Stunden 300H202 CAT 1,403 0,566
4 Stunden | 300H20, GSS 0,655 0,208
4 Stunden 300H202 SOD1 1,016 0,980
4 Stunden 300TBHP CAT 3,046 0,055
4 Stunden | 300TBHP GSS 2,054 0,035
4 Stunden 300TBHP SOD1 1,543 0,263
4 Stunden | 20Erastin CAT 1,819 0,201
4 Stunden | 20Erastin GSS 0,859 0,775
4 Stunden | 20Erastin SOD1 0,802 0,574
1 Tag Kontrolle CAT 1,000 1,000
1 Tag Kontrolle GSS 1,000 1,000
1 Tag Kontrolle SOD1 1,000 1,000
1 Tag 100H202 CAT 1,842 0,489
1 Tag 100H202 GSS 1,742 0,456
1Tag 100H202 SOD1 2,475 0,029
1 Tag 300H202 CAT 0,648 0,626
1 Tag 300H20: GSS 1,945 0,298
1 Tag 300H20: SOD1 0,889 0,865
1 Tag 500H202 CAT 1,428 0,125
1 Tag 500H202 GSS 1,247 0,562
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Zeit Stimulation RQ p-Wert
1 Tag 500H202 SOD1 1,251 0,430
1 Tag 750H202 CAT 1,550 0,082
1 Tag 750H20 GSS 1,268 0,548
1 Tag 750H202 SOD1 1,422 0,254
1 Tag 200TBHP CAT 0,833 0,368
1 Tag 200TBHP GSS 1,169 0,650
1 Tag 200TBHP SOD1 1,206 0,196
1 Tag 30Erastin CAT 1,391 0,102
1 Tag 30Erastin GSS 1,577 0,011
1 Tag 30Erastin SOD1 1,569 0,076
1 Tag 100CoCl> CAT 1,825 0,056
1 Tag 100CoCl2 GSS 2,107 0,129
1 Tag 100CoCl2 SOD1 1,08 0,876
1 Tag 150CoCl> CAT 1,287 0,505
1 Tag 150CoCl2 GSS 1,635 0,293
1 Tag 150CoCl2 SOD1 1,688 0,245
1 Tag 1LPS CAT 1,113 0,833
1 Tag 1LPS GSS 2,351 0,096
1Tag 1LPS SOD1 1,481 0,425
1 Tag 10LPS CAT 5,455 0,004
1 Tag 10LPS GSS 1,500 0,364
1Tag 10LPS SOD1 8,221 0,001
3 Tage Kontrolle CAT 1,000 1,000
3 Tage Kontrolle GSS 1,000 1,000
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Zeit Stimulation RQ p-Wert
3 Tage Kontrolle SOD1 1,000 1,000
3 Tage 100H0: CAT 0,264 0,185
3 Tage 100H20 GSS 0,678 0,608
3 Tage 100H0: SOD1 0,239 0,169
3 Tage 300H202 CAT 0,393 0,167
3 Tage 300H20 GSS 0,822 0,749
3 Tage 300H202 SOD1 0,259 0,193

Fur die weiteren Experimente wurden die Zellen zum einen Uber einen Zeitraum von einem
Tag mit 100 uM H202 und zum anderen mit 10 pg/ml LPS stimuliert. Darauf folgten die
Versuche mit zusatzlicher Stimulation durch drei ausgewéhlte Fucoidane (50 pg/ml FV, Fucl
und FucBBO04). Die Auswahl der Fucoidane erfolgte auf Grundlage vergangener Experimente
(Dietrich et al., 2020; Dorschmann et al., 2019a; Doérschmann et al., 2019b; Klettner et al.,
2020). Zur Auswahl eines geeigneten Fucoidans fur die Genearray-Versuche, bei denen
zahlreiche Gene getestet werden sollten, wurde die Wirkung der genannten Fucoidane einzeln,
sowie zusammen mit dem zuvor ausgewdhlten Stimulationsschema (10 pg/ml LPS fiir einen
Tag) getestet. Tabelle 15 listet alle RQ-Werte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle sowie
gegen LPS als Kontrollwert auf, einschliel3lich der zugehorigen p-Werte. Bei den Genanalysen
zeigte sich, wie auch bereits in den Vorversuchen, eine Steigerung der Expression von CAT
(RQ = 3,763; p = 0,016) und SOD1 (RQ = 5,831; 0,004). Die alleinige Stimulation mit den
Fucoidanen beeinflusste keine der Markergene. Bei den Ergebnissen mit 10 pg/ml LPS (10LPS)
als Kontrolle, zeigte sich, dass Fucl alleine die Expression von CAT, SOD1 signifikant und von
GSS tendenziell reduzierte. FucBB04 und FV senkten ebenfalls bei alleiniger Anwendung die
Expression von SOD1 und CAT. Zellen, die simultan mit 10 pg/ml LPS und den Fucoidanen
stimuliert wurden, senkten allesamt die Expression von CAT und SODL1. Die Expression dieser
zwei Gene, die zuvor durch 10 pg/ml LPS gesteigert wurde, senkte sich zusammen mit FV auf
RQ = 0,289 (p = 0,017) bzw. RQ = 0,222 (p = 0,009), mit Fucl auf RQ = 0,196 (p = 0,010)
bzw. RQ = 0,242 (p = 0,042) und mit FucBB04 auf RQ = 0,279 (p = 0,004) bzw. und RQ =
0,286 (p = 0,023). Insgesamt wurde beobachtet, dass Fucoidane einen positiven Einfluss auf

die durch oxidativen Stress verursachte Genexpression haben.
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Tabelle 15: Vorversuche mit etablierten Noxen, die oxidativen Stress relevante Gene
stimulieren, sowie deren Beeinflussung durch Fucoidan. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse
der Genexpressionsassays. Die Daten wurden mittels Thermo Fisher Connect geméal3 der AACT
Methode evaluiert und zum einen in Relation zur unbehandelten Kontroll-Stimulation und zum
anderen zu LPS gesetzt. Darin sind die Abkilirzungen der verwendeten Gene enthalten, RQ die
relative Hohe der Genexpressionslevel und der p-Wert ist fiir die Testung der Signifikanz
angegeben. Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. CAT = Gen fiir Katalase,
GSS = Gen flr Glutathionsynthetase, SOD1 = Gen fur Superoxiddismutase 1, LPS10 = 10
pg/ml LPS, Fucl = 1548,6 kDa Fucoidan aus Laminaria hyperborea, FucBB04 = >2000 kDa
Fucoidan aus Laminaria hyperborea, FV = Fucoidan aus Fucus vesiculosus (Sigma-Aldrich),
n = 3 Anzahl unabhangiger Experimente.

gegen Ko gegen LPS
Stimulation RQ p-Wert RQ p-Wert
Kontrolle CAT 1.000 1.000 0.266 0.016
Kontrolle GSS 1.000 1.000 0.659 0.261
Kontrolle SOD1 1.000 1.000 0.171 0.004
10LPS CAT 3.763 0.016 1.000 1.000
10LPS GSS 1.517 0.261 1.000 1.000
10LPS SOD1 5.831 0.004 1.000 1.000
FV CAT 1.177 0.751 0.313 0.051
FV GSS 1.549 0.270 1.021 0.930
FV SOD1 1.251 0.476 0.214 0.010
FV+10LPS CAT 1.086 0.850 0.289 0.017
FV+10LPS GSS 0.751 0.498 0.495 0.161
FV+10LPS SOD1 1.292 0.462 0.222 0.009
Fucl CAT 1.382 0.492 0.367 0.044
Fucl GSS 0.908 0.787 0.599 0.053
Fucl SOD1 1.171 0.585 0.201 0.014
Fucl+10LPS CAT 0.739 0.448 0.196 0.010
Fucl+10LPS GSS 1.036 0.954 0.683 0.506
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gegen Ko gegen LPS
Fucl+10LPS SoD1 1.414 0.487 0.242 0.042
FucBB04 CAT 0.891 0.790 0.237 0.011
FucBB04 GSS 1.347 0.437 0.888 0.615
FucBB04 SoD1 1.179 0.646 0.202 0.008
FucBB04+10LPS | CAT 1.051 0.902 0.279 0.004
FucBBO04+10LPS | GSS 1.247 0.582 0.822 0.477
FucBB04+10LPS | SOD1 1.666 0.243 0.286 0.023

3.2.3 Etablierung von Positivkontrollen fir das Angiogenese-Genearray

Die Markergene ANGPT2, TGFB1 und VEGFA wurden zusammen mit den endogenen
Kontrollen GAPDH, ACTB und GUSB verwendet. Die RPE-Zellen wurden tber einen Zeitraum
von ein oder drei Tagen mit 1 und 10 pg/ml LPS sowie 100 und 150 uM CoCl> behandelt.
CoCl2 wurde aufgrund seiner angiogenese-fordernden Wirkung getestet (Rana et al., 2019).
Alle dazugehdrigen RQ- und p-Werte sind in Tabelle 16 aufgelistet. Bei einer dreitdgigen
Stimulation mit 100 uM CoCl> wurde die Expression von ANGPT2 auf RQ =2,572 (p = 0,005)
erhoht. Bei Verwendung von 150 uM CoCl. war die Steigerung sogar deutlicher mit einem RQ
=454 (p =0,004). Abgesehen davon zeigten sich keine weiteren signifikanten Veranderungen.

Tabelle 16: Vorversuche zur Etablierung von Noxen, die Gene, relevant fiir Angiogenese,
stimulieren. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die Daten wurden
mittels Thermo Fisher Connect geméd der AACT Methode evaluiert und in Relation zur
unbehandelten Kontroll-Stimulation gesetzt. Die Tabelle enthalt Abkilirzungen der untersuchten
Gene, gibt die relativen Genexpressionslevel (RQ) an und listet p-Werte zur Testung der
Signifikanz auf. Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. LPS1 = 1 pg/mL
Lipopolysaccharide (LPS), LPS10 = 10 pug/mL LPS, 100CoCl, = 100 uM Cobalt(Il)-chlorid
(CoCl), 150CoCl2 = 150 pM CoCl;, ANGPT2 = Angiopoietin 2, TGFB1 = Transforming
Growth Factor beta, VEGFA = Vascular Endothelial Growth Factor A, n = 3 Anzahl
unabhéngiger Experimente.

1 Tag 3 Tage
Stimulation RQ p-Wert RQ p-Wert
Kontrolle ANGPT2 1.000 | 1.000 1.000 1.000

Kontrolle TGFB1 1.000 | 1.000 1.000 1.000
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1 Tag 3 Tage
Kontrolle VEGFA 1.000 | 1.000 1.000 1.000
100CoCl> ANGPT?2 2231 |0.180 2.572 0.005
100CoCl> TGFB1 0.971 |0.921 0.623 0.181
100CoCl> VEGFA 1.397 |0.135 0.987 0.946
150CoCl> ANGPT?2 2479 |0.116 4.540 0.004
150CoCl; TGFB1 0.699 | 0.368 0.769 0.480
150CoCl> VEGFA 1.050 |0.861 1.578 0.236
1LPS ANGPT2 0.782 | 0.549 0.907 0.578
1LPS TGFB1 1.203 | 0.406 0.913 0.748
1LPS VEGFA 0.954 | 0.856 0.800 0.171
10LPS ANGPT2 0.580 | 0.417 0.889 0.342
10LPS TGFB1 0.837 | 0.668 1.201 0.646
10LPS VEGFA 1.362 | 0.262 0.992 0.961

Bei den weiteren Experimenten bzgl. Angiogenese wurden die RPE-Zellen entsprechend fur
drei Tage mit 150 CoCl> stimuliert. ACTB wurde als Kontrollgen nicht weiterverwendet, da es
eine stark variierende Expression zeigte, daftir wurden GAPDH und GUSB verwendet. Die
getesteten Fucoidane sowie RQ- und p-Werte sind in Tabelle 17 aufgelistet. Die Auswertung

erfolgte zum einen gegen die unbehandelte Kontrolle und zum anderen gegen CoCl; gerechnet.

Wie im Vortest, zeigte sich auch in diesem Experiment eine Steigerung von ANGPT2 durch
150 uM CoCl2 (RQ = 8,079; p = 0,001). Die Expression von TGFB1 wurde durch Fucl zwar
signifikant und durch FV tendenziell gesteigert, war jedoch biologisch nicht relevant (RQ < 0.5
oder > 2.0). Verglichen mit der alleinigen Stimulation durch CoCl, wurde die Genexpression
von ANGPT2 durch die Kombination mit FucBB04 auf RQ = 0,272 (p = 0,01), mit FV auf RQ
=0,443 (p = 0,035) und mit Fucl auf 0,167 (p = 0,022) gesenkt. Zusammen mit dem etablierten
Stimulationsschema wurde FV-Fucoidan fur die weiteren Untersuchungen verwendet.

Tabelle 17: Vorversuche mit etablierten Noxen, die Angiogenese relevante Gene
stimulieren, sowie deren Beeinflussung durch Fucoidan. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse

der Genexpressionsassays. Die Daten wurden mittels Thermo Fisher Connect geméal3 der AACT
Methode evaluiert und zum einen in Relation zur unbehandelten Kontroll-Stimulation und zum
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anderen zu CoCl; gesetzt. Die Tabelle beinhaltet die Abkulrzungen der untersuchten Gene, die
relativen Genexpressionslevel (RQ) und die zur Signifikanzprifung verwendeten p-Werte.
Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. 150CoCl> = 150 uM Cobalt(I1)-chlorid
(CoCl,), Fucl = 1548 kDa Fucoidan aus Laminaria hyperborea, FucBB04 = >2000 kDa
Fucoidan aus Laminaria hyperborea, FV = Fucoidan aus Fucus vesiculosus (Sigma-Aldrich),
ANGPT2 = Angiopoietin 2, TGFB1 = Transforming growth factor beta 1, VEGFA = Vascular
Endothelial Growth Factor A, n = 3 Anzahl unabhdngiger Experimente.

gegen Ko gegen CoCl;

Stimulation RQ p-Wert | RQ p-

Wert
Kontrolle ANGPT2 1.000 1.000 0.124 0.001
Kontrolle TGFB1 1.000 1.000 0.594 0.422
Kontrolle VEGFA 1.000 1.000 1.173 0.747
150CoCl> ANGPT2 8.079 0.001 1.000 1.000
150CoCl> TGFB1 1.683 0.422 1.000 1.000
150CoCl> VEGFA 0.852 0.747 1.000 1.000
FV ANGPT2 0.972 0.949 0.120 0.001
FV TGFB1 1.484 0.082 0.882 0.832
FV VEGFA 0.574 0.110 0.673 0.402
150CoCl2+ FV ANGPT2 3.581 0.013 0.443 0.035
150CoClx+ FV TGFB1 0.470 0.324 0.279 0.178
150CoCl2+ FV VEGFA 0.976 0.952 1.145 0.784
Fucl ANGPT2 0.706 0.512 0.087 0.003
Fucl TGFB1 1.686 0.027 1.002 0.998
Fucl VEGFA 0.579 0.180 0.679 0.440
150CoCl>+Fucl ANGPT2 1.350 0.573 0.167 0.022
150CoCl>+Fucl TGFB1 1.267 0.362 0.753 0.644
150CoCl2+Fucl VEGFA 0.668 0.359 0.784 0.636
FucBB04 ANGPT?2 1.187 0.654 0.147 0.002
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gegen Ko gegen CoCl;
FucBB04 TGFB1 1.143 0.451 0.679 0.532
FucBB04 VEGFA 1.017 0.964 1.193 0.711
150CoCl>+FucBB04 ANGPT2 2.199 0.072 0.272 0.010
150CoCl,+FucBB04 TGFB1 0.283 0.005 0.168 0.060
150CoCl,+FucBB04 VEGFA 0.711 0.297 0.835 0.682

3.3 Etablierung von Genexpressionspanels

Die Experimente nutzten speziell zusammengestellte Genpanels. Als Grundlage fir die
Versuchsreihen dienten drei verschiedene 96-Well-Platten, die jeweils 96 verschiedene
Genexpressionsassays, ausgewahlt aus dem Online-Katalog von Thermo Fisher Scientific,
beinhalteten. Als Orientierung dienten bestehende, auf den Menschen bezogene Genpanels fur
AMD, die auf den drei Well-Platten nach Inflammation, oxidativem Stress und Angiogenese
differenziert waren. Nicht &quivalente Gene fur das porcine RPE wurden durch entsprechende
porcine Alternativen ersetzt. Je Well-Platte wurden drei endogene Kontrollen verwendet. Das
Design der Platten, die Gennamen und die Assay-1Ds sind im Anhang in Tabelle A1-3 und alle

dazugehorigen Ergebnisse im Anhang Tabelle A4-6 aufgelistet.

3.3.1 Entzundungsarray und dessen Beeinflussung durch FV-Fucoidan

Fur die Genexpressionsassays bzgl. Entziindung wurden die RPE-Zellen fiir drei Tage mit 10
pug/ml LPS, 50 pug/ml FV Fucoidan bzw. LPS zusammen mit FV stimuliert. Zudem wurde eine
der Versuchsreihen mit einer unbehandelten Kontrolle durchgefiihrt. Die Ergebnisse des
Entziindungsarrays finden sich in Tabelle A4 im Anhang und sind zudem in Abb. 7-8 graphisch
dargestellt. Als endogene Kontrollen wurden GAPDH, GUSB und HPRT1 verwendet. Als
signifikant galt p-Wert < 0,05 und als biologisch relevant RQ < 0.5 oder > 2.0.

Die Stimulation der RPE-Zellen durch LPS fuhrte zu einer signifikanten Steigerung der
Expression von 19 Genen, davon 16 biologisch relevant (Tabelle 18), und eine signifikante
Senkung von funf Genen, davon zwei biologisch relevant (Tabelle 19). Die deutlichste
Steigerung durch LPS wurde bei Interleukin-/4 (IL1B) mit einem RQ von 43,644 (p = 0,000)
festgestellt, dicht gefolgt von IL-8 mit einem RQ von 33,54 (p = 0,010).

Tabelle 18: Entztindungsarray: Durch 10 ug/mL LPS hochregulierte Gene. Diese Tabelle
prasentiert die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Fur die Datenanalyse wurde Thermo
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Fisher Connect unter Anwendung der AACT Methode eingesetzt, wobei die Daten im
Verhéltnis zur unbehandelten Kontroll-Stimulation betrachtet wurden. Innerhalb der Tabelle
finden sich die Abkirzungen der analysierten Gene, die relativen Genexpressionswerte (RQ)
und die p-Werte fiir die Uberpriifung der Signifikanz. Besonders relevante und signifikante
Werte sind hervorgehoben. LPS10 steht fiir eine Konzentration von 10 pg/mL LPS.

Stimulation RQ p-Wert
LPS10 NR3C1 1,08 0,049
LPS10 PTGFR 1,818 0,037
LPS10 TNFRSF1B 1,901 0,000
LPS10 TLR4 2,226 0,014
LPS10 CFB 2,583 0,031
LPS10 PTGS1 2,589 0,002
LPS10 C2 2,686 0,043
LPS10 IL1IR2 3,286 0,007
LPS10 IL-6 3,38 0,008
LPS10 CCL19 3,631 0,034
LPS10 PTGS2 3,675 0,011
LPS10 ICAM 3,961 0,000
LPS10 PLA2G2D 4,057 0,003
LPS10 CASP1 7,157 0,032
LPS10 VCAM1 13,864 0,012
LPS10 CCL2 15,888 0,000
LPS10 C3 27,491 0,000
LPS10 IL-8 33,54 0,010
LPS10 IL1B 43,644 0,000

Tabelle 19: Entzindungsarray: Durch 10 pg/mL LPS herunterregulierte Gene. Diese
Tabelle prasentiert die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Fur die Datenanalyse wurde
Thermo Fisher Connect unter Anwendung der AACT Methode eingesetzt, wobei die Daten im
Verhaltnis zur unbehandelten Kontroll-Stimulation betrachtet wurden. Innerhalb der Tabelle
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finden sich die Abkirzungen der analysierten Gene, die relativen Genexpressionswerte (RQ)
und die p-Werte fiir die Uberpriifung der Signifikanz. Besonders relevante und signifikante
Werte sind hervorgehoben. LPS10 steht fiir eine Konzentration von 10 pg/mL LPS.

Stimulation RQ p-Wert
LPS10 ADRB2 0,218 0,031
LPS10 C5 0,444 0,045
LPS10 CFP 0,73 0,012
LPS10 CACNA2D1 0,739 0,044
LPS10 CD59 0,743 0,045

Die Stimulation lediglich mit FVV-Fucoidan veranlasste keine Erhéhung der Genexpression. Es
wurden jedoch signifikante, wenn auch biologisch nicht bedeutsame, Senkungen bei den Genen
CD46, IL-6R, MAPK14, NKAP und NR3C1 festgestellt. Wenn die Zellen sowohl mit LPS als
auch mit FV stimuliert wurden, ergab sich im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation bei den
Genen BDKRB1, CD55, HPGD, IL1R2, IL-8, PTGS2 und VCAML1 ein verringerter
Expressionswert. Im Gegensatz dazu zeigten die Gene KLK1, MTOR und PDE4B erhéhte
Expressionswerte. Gene, deren Expression durch LPS zundchst erhéht wurde und anschlie3end

in Kombination mit FV wieder sank, sind in Abb. 6a-b grafisch visualisiert.
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Abbildung 6: Inflammationsarray mit Genen beeinflusst durch LPS (a) und LPS+FV (b). In Abb. 6a wird
die durch 10 pg/mL LPS gesteigerte Genexpression von IL1R2, IL-8, PTGS2 und VCAML1 dargestellt. In Abb. 6b
wird die durch FV gesenkte Genexpression der genannten Gene, die zuvor durch alleinige Stimulation mit LPS
gesteigert wurden, gezeigt. Die Balken sind farblich kodiert und stellen den Mittelwert und die
Standardabweichung mit einer auf 100% festgelegten Kontrolle (K) dar. Die Daten wurden mit Thermo Fisher
Connect gemdB der AACT Methode evaluiert. Die Anzahl der unabhingigen Experimente betrug n=3.
Signifikanzen sind mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 7: Vulkandiagramm fir das Inflammationsarray gegen die Kontrolle (K). Das Vulkandiagramm,
erstellt durch Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch relevante Genexpressionsniveau und die p-Werte
aller Gene, die mit 10 pg/ml Lipopolysaccharid (LPS10) stimuliert wurden. Die Daten sind gegen die unbehandelte
Kontrolle (gesetzt auf 1,0) gerechnet und dargestellt worden. Als signifikant galt p <0,05 und als biologisch
relevant RQ < 0.5 oder > 2.0. Gene, die nicht signifikant beeinflusst wurden, sind unterhalb des Grenzwertes in
grau gekennzeichnet. Gene oberhalb der Grenze sind in schwarz dargestellt und wurden signifikant, aber nicht
biologisch relevant beeinflusst. Signifikant und biologisch relevant gesenkte Gene sind in griin und gesteigerte
Gene in Rot dargestellt. n = 3 (Anzahl unabhangiger Experimente). (Dérschmann, Akkurt et al. Experimental Eye
Research, 2023; 231:109469).
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Abbildung 8: Vulkandiagramm fiir das Inflammationsarray gegen LPS. Das Vulkandiagramm, erstellt durch
Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch relevante Genexpressionsniveau und die p-Werte aller Gene, die
mit 10 pg/mL LPS und 50 pg/mL Fucus vesiculosus Fucoidan stimuliert wurden. Die Daten sind gegen LPS allein
als Kontrolle (gesetzt auf 1,0) gerechnet und dargestellt worden. Gene, die nicht signifikant beeinflusst wurden,
sind unterhalb des Grenzwertes in grau gekennzeichnet. Oberhalb der Grenze, in schwarz dargestellt, sind Gene,
die signifikant, jedoch nicht biologisch relevant beeinflusst wurden. Signifikant und biologisch relevant gesenkte
Gene sind in griin dargestellt. n = 3 (Anzahl unabhéngiger Experimente). (Dérschmann, Akkurt et al. Experimental
Eye Research, 2023; 231:109469).

3.3.2 Oxidativer Stressarray und dessen Beeinflussung durch FV-Fucoidan

Als Grundlage fur die Genarray-Versuche dienten die Ergebnisse aus den Vorversuchen.
Entsprechend wurden Uber einen Tag inkubierte Proben verwendet, die unbehandelt waren oder
mit 10 pg/ml LPS, 100 uM H20., LPS plus FV, H20. plus FV oder ausschlieflich mit FV
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stimuliert wurden. Eine Auflistung aller Ergebnisse des Entziindungsarrays findet sich in
Anhang Tabelle A5 wund ist graphisch in den Abbildungen 10-13 dargestellt.
Genexpressionsveranderungen mit einem p-Wert < 0,05 wurden als signifikant betrachtet und
solche mit einem RQ < 0,5 oder > 2,0 als relevant. Als endogene Kontrollen dienten ACTB,
GUSB und PGK1.

Es stellte sich heraus, dass die Stimulation mit 100 uM H»O die Genexpression von CAT (RQ
= 42,553, p = 0,000), SOD1 (RQ = 5,054; p = 0,043) und der flavinenthaltenden
Dimethylaniline Monoxygenase 1 (FMO1) (RQ =5,543; p = 0,048) steigerte. Sie senkte zudem
die Expression von Prostaglandinsynthase-2 (PTGS2) (RQ = 0,258; p = 0,006) und dem mouse
double minute 2 homolog (MDM2) (RQ = 0,435; p = 0,042). Die Kombination von H-O> und
FV zeigte, abgesehen von einer signifikanten, aber biologisch nicht relevanten Senkung von
SERPINE1 MRNA Binding Protein 1 (SERBP1) und Glutaredoxin 2 (GLRX2), keine

Beeinflussung der Genexpressionen.

Die Stimulation der RPE-Zellen mit LPS fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der
Expression von 13 Genen, von denen 10 auch als relevant eingestuft wurden, und zu einer
signifikanten Senkung von zwei Genen, wobei keines davon als relevant betrachtet wurde
(siehe Tabelle 20-21). Die starkste steigernde Wirkung durch LPS zeigte sich bei C-X-C motif
chemokine 10 (CXCL10) (RQ =4702; p = 0,003), gefolgt von Chemokine (C-C motif) ligand 5
(CCL5) (RQ =13,07; p=0,047). Die kombinierte Stimulation von LPS und FV fihrte zu einer
Reduktion der Expression von CXCL10, CCL5, PTGS1 und SOD1, wéhrend gleichzeitig keine
Expressionssteigerung eines Gens festgestellt wurde. Gene, deren Expression durch LPS
zundchst erhoht und spater in Kombination mit FV gesenkt wurde, sind in den Abbildungen 9a-
b dargestellt. Die alleinige Stimulation mit FV-Fucoidan erhdhte die Expression von
Polynukleotidkinase 3-Phosphatase (PNKP), senkte aber die von CXCL10, CCL5, Annexin A5
(ANXAD), Growth/differentiation factor 15 (GDF15), Dual Oxidase 1 (DUOX1) und Caspase
10 (CASP10).

Tabelle 20: Oxidativer Stressarray: Durch 10 pg/mL LPS hochregulierte Gene. Die
Tabelle zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die Daten wurden mittels Thermo

Fisher Connect gemdll der AACT Methode evaluiert und in Relation zur unbehandelten
Kontroll-Stimulation gesetzt. Die Tabelle beinhaltet die Abklirzungen der untersuchten Gene,
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die relativen Genexpressionslevel (RQ) und die zur Signifikanzprifung verwendeten p-Werte.
Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. LPS10 = 10 pug/mL LPS.

Stimulation RQ p-Wert
LPS10 HSF1 1,589 0,015
LPS10 CCS 1,596 0,025
LPS10 NFKB1 1,718 0,015
LPS10 CSF2 2,074 0,006
LPS10 HMOX1 2,215 0,004
LPS10 PNKP 2,544 0,039
LPS10 SOD1 4,724 0,049
LPS10 NFKBIA 6,503 0,019
LPS10 NOS2 7,066 0,024
LPS10 SOD2 9,408 0,001
LPS10 CCL5 13,07 0,047
LPS10 CXCL10 4702 0,003

Tabelle 21: Oxidativer Stressaray: Durch 10 pg/mL LPS herunterregulierte Gene. Die
Tabelle zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die Daten wurden mittels Thermo
Fisher Connect gemidfl der AACT Methode evaluiert und in Relation zur unbehandelten
Kontroll-Stimulation gesetzt. Die Tabelle beinhaltet die Abkirzungen der untersuchten Gene,
die relativen Genexpressionslevel (RQ) und die zur Signifikanzprifung verwendeten p-Werte.
Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. LPS10 = 10 pug/mL LPS.

Stimulation RQ p-Wert
LPS10 HSPA1L 0,446 0,018
LPS10 CCNC 0,568 0,036
LPS10 PRDX3 0,687 0,032
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Abbildung 9: Oxidativer Stressarray mit Genen beeinflusst durch (a) LPS und durch (b) LPS+FV. In Abb.
9a wird die durch 10 pg/mL LPS gesteigerte Genexpression von CXCL10, CCL5 und SOD1 und in Abb. 9b., die
durch FV gesenkte Genexpressionen der genannten Gene, die zuvor durch LPS gesteigertt wurden, gezeigt. Die
Balken sind farblich kodiert und dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung mit einer auf 100%
festgelegten Kontrolle (K). Die Daten wurden mittels Thermo Fisher Connect gemd3 der AACT Methode
evaluiert. Die Anzahl der unabhéngigen Experimente betrug n=3. Signifikanzen sind mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 10: Vulkandiagramm fur das oxidative Stressarray, stimuliert mit LPS, gegen die unbehandelte
Kontrolle. Das Vulkandiagramm, erstellt durch Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch relevante
Genexpressionsniveau und die p-Werte aller Gene, die mit 10 pg/mL LPS stimuliert wurden. Die Daten sind gegen
die unbehandelte Kontrolle (gesetzt auf 1,0) gerechnet und dargestellt worden. Der Grenzwert flr Signifikanz (p-
Wert) wurde auf 0,05 und fir biologische Relevanz auf RQ < 0.5 oder > 2.0 gesetzt. Gene, die nicht signifikant
beeinfluss wurden, sind unterhalb des Grenzwertes in grau gekennzeichnet. Oberhalb der Grenze, in schwarz
dargestellt, sind Gene, die signifikant, jedoch nicht biologisch relevant beeinflusst wurden. Signifikant und
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biologisch relevant gesenkte Gene sind in griin und gesteigerte Gene in Rot dargestellt. n = 3 (Anzahl unabhéngiger
Experimente). (Dorschmann, Akkurt et al. Experimental Eye Research, 2023; 231:109469).
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Abbildung 11: Vulkandiagramm fur das oxidative Stressarray, stimuliert mit LPS und FV-Fucoidan, gegen
LPS alleine. Das Vulkandiagramm, erstellt durch Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch relevante
Genexpressionshiveau und die p-Werte aller Gene, die mit 10 pg/mL LPS und 50 pg/mL Fucus vesiculosus
Fucoidan stimuliert wurden. Die Daten sind gegen LPS alleine als Kontrolle (gesetzt auf 1,0) gerechnet und
dargestellt worden. Der Grenzwert fir Signifikanz (p-Wert) wurde auf 0,05 und fur biologische Relevanz auf RQ
< 0.5 oder > 2.0 gesetzt. Gene, die nicht signifikant beeinfluss wurden, sind unterhalb des Grenzwertes in grau
gekennzeichnet. Oberhalb der Grenze, in schwarz dargestellt, sind Gene, die signifikant, jedoch nicht biologisch
relevant beeinflusst wurden. Signifikant und biologisch relevant gesenkte Gene sind in griin dargestellt. n = 3
(Anzahl unabhangiger Experimente). (Dérschmann, Akkurt et al. Experimental Eye Research, 2023; 231:109469).
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Abbildung 12: Vulkandiagramm fir das oxidative Stressarray, stimuliert mit 100 uM H202, gegen die
unbehandelte Kontrolle. Das Vulkandiagramm, erstellt durch Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch
relevante Genexpressionsniveau und die p-Werte aller Gene, die mit 100 uM H2O, stimuliert wurden. Die Daten
sind gegen die unbehandelte Kontrolle (gesetzt auf 1,0) gerechnet und dargestellt worden. Der Grenzwert flr
Signifikanz (p-Wert) wurde auf 0,05 und fiir biologische Relevanz auf RQ < 0.5 oder > 2.0 gesetzt. Gene, die nicht
signifikant beeinfluss wurden, sind unterhalb des Grenzwertes in grau gekennzeichnet. Oberhalb der Grenze, in
schwarz dargestellt, sind Gene, die signifikant, jedoch nicht biologisch relevant beeinflusst wurden. Signifikant
und biologisch relevant gesenkte Gene sind in griin und gesteigerte Gene in Rot dargestellt. n = 3 (Anzahl
unabhéngiger Experimente). (Dérschmann, Akkurt et al. Experimental Eye Research, 2023; 231:109469).
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Abbildung 13: Vulkandiagramm fir das oxidative Stressarray, stimuliert mit H202 und FV-Fucoidan,
gegen H20: als Kontrolle. Das Vulkandiagramm, erstellt durch Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch
relevante Genexpressionsniveau und die p-Werte aller Gene, die mit 100 uM HO, und 50 pg/mL Fucus
vesiculosus Fucoidan von Sigma-Aldrich (FV) stimuliert wurden. Die Daten wurden gegen H.0; als
Vergleichskontrolle gerechnet. Der Grenzwert fir Signifikanz (p-Wert) wurde auf 0,05 und fir biologische
Relevanz auf RQ < 0.5 oder > 2.0 gesetzt. Gene, die nicht signifikant beeinfluss wurden, sind unterhalb des
Grenzwertes in grau gekennzeichnet. Oberhalb der Grenze, in schwarz dargestellt, sind Gene, die signifikant,
jedoch nicht biologisch relevant beeinflusst wurden. n = 3 (Anzahl unabhangiger Experimente). (Dérschmann,
Akkurt et al. Experimental Eye Research, 2023; 231:109469).

3.3.3 Angiogenesearray und dessen Beeinflussung durch FV-Fucoidan

Als Grundlage fur die Genearray-Versuche dienten die Ergebnisse aus den Vorversuchen. Es
wurden uber drei Tage inkubierte Proben verwendet, die unbehandelt waren, mit 150 puM
CoClz, 150 uM CoCl, plus FV oder nur mit FV stimuliert wurden. Eine Ubersicht aller
Ergebnisse des Entzlindungsarrays ist in der Anhang Tabelle A6 aufgelistet und in den
Abbildungen 15-16 graphisch dargestellt. Genexpressionsveranderungen mit einem p-Wert <
0,05 wurden als signifikant betrachtet und solche mit einem RQ < 0,5 oder > 2,0 als relevant.
Als endogene Kontrollen dienten GAPDH, GUSB und HPRTL.

Es wurde festgestellt, dass 150 pM CoCl, die Genexpression von sechs Genen erhohte,
allerdings keine Genexpression senkte. Die starkste steigernde Wirkung durch CoCl, zeigte
sich bei Follistatin (FST) (RQ = 8,638; p = 0,004), gefolgt von Tyrosinase (TYR) (RQ = 6,071;
p = 0,028). Bei einer kombinierten Stimulation mit CoCl> und FV wurde eine Senkung der
Genexpression von ANGPT2, Fms Related Receptor Tyrosine Kinase 1 (FLT1) und FST
beobachtet, wahrend keine Steigerung der Genexpression festgestellt wurde. Gene, deren
Expression durch CoCl> zundchst gesteigert und dann in Kombination mit FV reduziert wurde,
sind in den Abbildungen 14a-b dargestellt. Eine alleinige Stimulation mit F\VV-Fucoidan flhrte
zu einer Senkung der Expression von Fatty Acid Desaturase 1 (FADS1) (RQ = 0,370; p =
0,050).

Tabelle 22: Angiogenesearray: Durch 150 puM CoCl2 hochregulierte Gene. Die Tabelle

zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsassays. Die Daten wurden mittels Thermo Fisher
Connect gemil der AACT Methode evaluiert und in Relation zur unbehandelten Kontroll-
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Stimulation gesetzt. Die Tabelle beinhaltet die Abklrzungen der untersuchten Gene, die
relativen Genexpressionslevel (RQ) und die zur Signifikanzprifung verwendeten p-Werte.
Signifikante und relevante Werte wurden fett markiert. 150 uM CoCl, = 150CoClo.

Stimulation RQ p-Wert
150 CoCl, ANGPTL?2 3,508 0,009
150 CoCl; KIT 3,657 0,029
150 CoCl; FLT1 3,903 0,049
150 CoCl, ANGPT?2 5,222 0,003
150 CoCl; TYR 6,071 0,028
150 CoCl; FST 8,638 0,004
a) M 150CoC| ® F2 M F2+150CoCI M K b) m 150CoC! W F2 B F2+150CoC| M K
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Abbildung 14: Angiogenesearray mit Genen beeinflusst durch (a) CoClz und durch (b) CoClz + FV. Gezeigt
wird in Abb. 14a die durch 150 uM CoCl; gesteigerte Genexpression von ANGPT2, FLT1, FST und in Abb. 14b,
die durch FV gesenkte Genexpression der genannten Gene, die zuvor durch alleinige Stimulation mit 150 uM
CoCl; gesteigert wurden. Die Balken sind farblich kodiert und dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung
mit einer auf 100% festgelegten Kontrolle (K). Die Daten wurden mittels Thermo Fisher Connect gemé8 der AACT
Methode evaluiert. Die Anzahl der unabhdngigen Experimente betrug n=3. Signifikanzen sind mit *
gekennzeichnet.
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Abbildung 15: Vulkandiagramm fiir das Angiogenesearray, stimuliert mit CoClz, gegen die unbehandelte
Kontrolle. Das Vulkandiagramm, erstellt durch Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch relevante
Genexpressionshiveau und die p-Werte aller Gene, die mit 150 uM CoCl, (150CoCl,) stimuliert wurden. Die
Daten sind gegen die unbehandelte Kontrolle (gesetzt auf 1,0) gerechnet und dargestellt worden. Der Grenzwert
flr Signifikanz (p-Wert) wurde auf 0,05 und fur biologische Relevanz auf RQ < 0.5 oder > 2.0 gesetzt. Gene, die
nicht signifikant beeinfluss wurden, sind unterhalb des Grenzwertes in grau gekennzeichnet. Signifikant und
biologisch relevant gesteigerte Gene in Rot dargestellt. n = 3 (Anzahl unabhéngiger Experimente). (Ddrschmann,
Akkurt et al. Experimental Eye Research, 2023; 231:109469).
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Abbildung 16: Vulkandiagramm flir das Angiogenesearray, stimuliert mit CoCl2 und FV-Fucoidan, gegen
CoCl: als Kontrolle. Das Vulkandiagramm, erstellt durch Thermo Fisher Connect, zeigt das logarithmisch
relevante Genexpressionsniveau und die p-Werte aller Gene, die mit 150 uM CoCl; stimuliert wurden. Die Daten
sind gegen 150 uM CoCl; (gesetzt auf 1,0) gerechnet und dargestellt worden. Der Grenzwert fiir Signifikanz (p-
Wert) wurde auf 0,05 und fur biologische Relevanz auf RQ < 0.5 oder > 2.0 gesetzt. Gene, die nicht signifikant
beeinfluss wurden, sind unterhalb des Grenzwertes in grau gekennzeichnet. Oberhalb der Grenze, in schwarz
dargestellt, sind Gene, die signifikant, jedoch nicht biologisch relevant beeinflusst wurden. Signifikant und
biologisch relevant gesenkte Gene sind in grin dargestellt. n = 3 (Anzahl unabhéngiger Experimente).
(Dérschmann, Akkurt et al. Experimental Eye Research, 2023; 231:109469).
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4 Diskussion

Die Forschung zur altersbedingten Makuladegeneration (AMD) gewinnt immer mehr an
Bedeutung aufgrund ihrer starken Prévalenz als Hauptursache flr irreversiblen zentralen
Sehverlust in den Industrielandern. Hinzu kommt, dass der demografische Wandel zu einem
steigenden Anstieg der Inzidenz dieser Erkrankung fihrt. Dies erhoht den Druck auf das
Gesundheitssystem betrachtlich (Vyawahare 2022; Deng et al. 2021; Li et al. 2020). Daher ist
es von essenzieller Bedeutung, die Forschung in diesem Bereich zu intensivieren, um wirksame
Behandlungs- und Praventionsstrategien zu erarbeiten und so die Belastung fir die Betroffenen

und das Gesundheitssystem zu mindern.

In dieser Studie wurde, basierend auf einem porcinen Modellsystem (Wiencke et al. 2003;
Klettner und Roider 2008), das erste Expressionsprofil unter Stressparametern flr primares
porcines RPE erstellt. Es existieren diverse Modellsysteme, bei denen unterschiedliche Arten
wie Huhner (Docherty et al. 1984), Méause, Rinder oder Affen fir die Kultur von RPE-Zellen
herangezogen werden (Bharti et al. 2022). Jedes Modellsystem hat spezifische Vor- und
Nachteile, weshalb die Wahl des passenden Systems essentiell ist (Klettner 2020). Zum
Beispiel ist die Gewinnung des RPE von Méausen aufgrund ihrer GroRe eine Herausforderung,
vor allem wenn es um die Trennung von der Aderhaut geht (Marmorstein, A.D. & Marmorstein
L.Y. 2007). Dies beeinflusst auch die Reinheit der murinen RPE-Zellen (Chowers et al. 2003).
Zudem ergibt sich wegen der geringen Grofl3e nur wenig Gewebe pro Maus (Huber et al. 2010).
Auch verflgt die Maus Uber keine Area centralis, besitzt andere Photorezeptoren und ist
nachtaktiv (Peirson et al. 2018). Im Gegensatz dazu eignen sich Schweineaugen optimal fir
solche Untersuchungen, da sie in ihrer Struktur den menschlichen Augen sehr &hnlich sind
(Schnichels et al. 2019; Peynshaert et al. 2017; Pitk&nen et al. 2004). Obwohl Schweine keine
Makula besitzen, weisen sie in der Retina einen Bereich auf, den sogenannten Sehstreifen (Area
centralis), der eine hohe Zapfendichte hat (Guduric-Fuchs et al. 2009). Ein bedeutender Vorteil
dieses Modellsystems ist auch die ethische Komponente: Es werden Augen von Tieren genutzt,
die bereits fir die Fleischproduktion geschlachtet wurden. Dies steht im Gegensatz zu
Modellen, bei denen Tiere nur fir Forschungszwecke getttet werden. Durch die Verwendung
von Schweineaugen werden zudem Kosten gespart, die sonst fir die Tierhaltung anfallen
wirden. Aufgrund ihrer Grofl3e sind Schweineaugen auch besonders effizient in der Nutzung

des Versuchsmaterials (Bernau et al. 2015).
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4.1 Genaktivierung unter Stressparametern

Der Einsatz eines Panels, welches die simultane Untersuchung zahlreicher Gene ermdglicht,
erlaubt die Analyse koordinierter Genexpressionen. Hierdurch ist es machbar, nicht nur die
Aktivitat einzelner Gene zu erfassen, sondern auch ihre wechselseitigen Beeinflussungen.
Diese Methode gewdhrt tiefere Einblicke in komplexe Vorgéange, etwa die Pathogenese von
Krankheiten, bei denen hdufig mehrere Gene interagieren. Durch die umfassende Analyse des
Expressionsmusters einer Genkombination kdnnen potenzielle Signaltransduktionswege und

zellulére Netzwerke identifiziert werden, die flr das Krankheitsgeschehen von Bedeutung sind.

4.1.1 Inflammationsarray

Das in den Experimenten eingesetzte LPS ist bekannt fur seine proinflammatorischen
Eigenschaften, da es zur Ausschittung von Interleukinen und Chemokinen anregt (Sweet &
Hume, 1996). Dieser Mechanismus ist durch die Anregung des TLR-Signalpfads bedingt. Bei
Aktivierung dieses Signalpfads kommt es zur Induktion der Genexpression, was durch die
Aktivierung der Signalwege NF-xB und AP-1 ausgel6st wird (Akira, 2003). LPS induziert eine
Entzundungsreaktion, indem es den Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) aktiviert, was wiederum die
Produktion von Zytokinen anregt (Lu et al., 2008). Daher dient LPS haufig als Modellsubstanze
zur Untersuchung von Entzindungsprozessen (Wright, 1999; Poltorak et al., 1998; Qureshi et
al., 1999). Poly(l:C) wurde im Inflammationsarray verwendet, weil es als Agonist des TLR3
entziindungsfordernde Effekte aufweist, unter anderem eine Erh6hung von Neutrophilen und
die Expression von Genen wie IL-6, IL-8, CXCL10, CCL5, TNF-a und TNF-£ (Stowell et al.,
2009; Farina, 2010; Ohta et al., 2014). In vorlaufigen Tests wurde festgestellt, dass die
Stimulation mit LPS (1 oder 10 pg/ml) und Poly(I:C) (10 oder 100 pg/ml) liber einen Zeitraum
von einem, drei oder sieben Tagen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle eine akzeptable
Zelllebensfahigkeit (> 85%) aufwies. Interessanterweise zeigten nach einer siebentégigen
Stimulation durchgefiihrte Genexpressionsanalysen keine signifikanten Abweichungen. Zudem
war die Genaktivierung im Vergleich zu den Messungen nach ein oder drei Tagen deutlich
reduziert. Dies konnte auf die mogliche schadigende Wirkung eines langanhaltenden
proinflammatorischen Reizes auf RPE-Zellen hinweisen (Klettner et al. 2020), weshalb der

Schwerpunkt auf kiirzere Stimulationen von einem oder drei Tagen gelegt wurde.
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Bei den untersuchten Genmarkern handelte es sich um NKAP, IL-6 und IL-8. Wahrend NKAP
in Entziindungsprozessen eine Rolle spielt (Strickland und Ghosh 2006), konnte in dieser Studie
keine signifikante Induktion im Vergleich zu den anderen Genen festgestellt werden. Bei der
Stimulation mit Poly(l:C) war IL-8 das am starksten induzierte Gen mit einem Rg-Wert von
46,763 (p < 0,000). Dennoch wies die Stimulation mit LPS (10 pg/ml) den hochsten Anstieg
bei IL-8 auf (Rq = 194,156, p < 0,000), weshalb diese Bedingungen in weiteren Experimenten
verwendet wurden. Ein vergleichbares Muster der IL-8-Induktion durch LPS wurde auch in

einer anderen Untersuchung beobachtet (Dietrich et al. 2020).

In den folgenden Analysen wurde wiederholt festgestellt, dass die Stimulation mit 10 pg/ml
LPS die Expression von IL-6 und IL-8 erhthte. Diese Befunde stehen im Einklang mit friiheren
Arbeiten, die eine Induktion dieser Zytokine durch LPS belegten (Leung et al. 2009; Dietrich
et al. 2020; Klettner et al. 2020). IL-6 ist ein Mediator, der in Entziindungsreaktionen und
Immunantworten eine zentrale Rolle spielt (Kishimoto 1985), wéhrend IL-8 verschiedene
Zelltypen an Entzindungsorte anlockt und ebenfalls proinflammatorische Wirkungen hat
(Matsushima et al. 2022).

Andere untersuchte Gene wie IL13, IL1RL1, IL2RA, IL2RG und IL-6R zeigten keine
signifikanten Veranderungen in ihrer Expression nach LPS-Stimulation. Dies deutet darauf hin,
dass sie im Vergleich zu IL-6 und IL-8 mdglicherweise eine weniger prominente Rolle in der

LPS-induzierten Entziindungsantwort bei RPE-Zellen spielen.

Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4) erkennt diverse Liganden wie LPS und spielt eine zentrale Rolle
bei der Auslosung entzlindlicher Reaktionen. In dieser Studie zeigte die Hochregulierung von
TLR4 durch LPS nur moderate Werte (Rq = 2,226), was auf eine mél3ige, aber dennoch wichtige
Funktion von TLR4 in Entzlindungsreaktionen hinweist. In anderen Studien wurde gezeigt, dass
LPS mit TLR4 interagiert und zu Signalwegen fuhrt, die Entzindungsreaktionen fordern (Lu et
al. 2008; Ciesielska et al. 2021).

C2, C3, C5 und CFB sind Bestandteile des Komplementsystems, das eine entscheidende Rolle

bei der Regulation sowohl der adaptiven als auch der angeborenen Immunantwort spielt
(Ricklin et al., 2018). Allerdings wurde gezeigt, dass das Komplementsystem auch ein
wichtiger Verstarker von Krankheitsursachen sein kann, insbesondere bei entziindlichen und
Autoimmunerkrankungen (Merle et al. 2015). Es gibt drei unterschiedliche Aktivierungspfade
des Komplementsystems: den klassischen Weg, den Lektinweg und den alternativen Weg,

wobei jeder Pfad seine eigene Methode zur Aktivierung des Systems hat.
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Das wichtigste Protein im Komplementsystem ist C3, das durch die Aktivierung der drei Pfade
produziert wird. C3 ist der Punkt, an dem alle Pfade zusammenlaufen. Unabhangig vom
aktivierten Pfad wird C3 in C3a und C3b geschnitten, was die Verstarkung des Signals auslost.
Die Produktion dieser Teilmolekule fuhrt zu einer entziindungsvermittelten Reaktion durch C3a
und zur Beschichtung von Pathogenen durch C3b, um sie fur die Phagozytose bereit zu machen
(Boyer et al., 2017; Harboe & Mollnes, 2008). Die Kaskade von Ereignissen, die zur Spaltung
des Komplementproteins C5 fuhrt, fihrt zur Produktion von C5a und C5b. C5b interagiert mit
C6, C7, C8 und C9, um den Membranangriffskomplex (MAC) zu bilden, der die Oberflache
von Krankheitserregern durchdringen und somit eine Zelllyse auslésen kann (Boyer et al.,
2017). Die zweite Komponente des menschlichen Komplementsystems (C2) ist an der
Aktivierung des klassischen und Lektin-Wegs beteiligt, indem es den C3/C5-Konvertasen eine
katalytische Untereinheit bereitstellt. Es wurde gezeigt, dass einige Studien eine Beteiligung
des Komplementsystems an der Pathogenese der AMD aufzeigen, einschlieRlich der
Komplementkomponenten 2 (C2), des Komplementfaktors B (CFB) (Gold et al., 2006; McKay
et al., 2009) und der Komplementkomponente 3 (C3) (Yates et al., 2007; Maller et al., 2007;
Park et al., 2009). C2/CFB und C3 wurden unabhangig voneinander mit dem Fortschreiten von
fraher/mittlerer zu fortgeschrittener AMD verbunden (Francis et al. 2009). Es wurde bereits in
anderen Studien gezeigt, dass die Expression von CFB, C2, C3 und C5 in RPE-Zellen durch
LPS signifikant hochreguliert werden kann (Luo et al. 2013, Luo et al. 2012; Gao et al. 2021).
In dieser Studie konnte LPS die Expression von CFB (Rq = 2,583) und C2 (Rq = 2,686)
steigern, wahrend die Expression von C3 (Rq = 27,491) stark erhéht wurde und die Expression
von C5 (Rq = 0,444) verringert wurde. CFB und C2 sind an der Bildung der C3- und C5-
Konvertasen beteiligt, die C5 in C5a und C5b spalten. Zudem spielen sie eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der AMD (Bradkey et al. 2011). C6, C7, C8A und C8B, die auch getestet
wurden, zeigten keine erhéhte Expression, was darauf hinweisen konnte, dass sie im Vergleich

zu CFB und C2 eine untergeordnete Rolle im Entziindungsgeschehen spielen.

C3 zeigt die hochste Steigerung der Expression. Es ist die wichtigste Komplementkomponente
und spielt eine zentrale Rolle in der Komplementkaskade. Untersuchungen haben gezeigt, dass
C3 das am hadufigsten vorkommende Komplementprotein im Blut ist und dass das Targeting
von C3 und anderen Komplementkomponenten ein vielversprechender Ansatz fiir die
Entwicklung von Therapeutika fur verschiedene Krankheiten sein kann (Sullivan & Grumach
2014; Ricklin & Lambris 2007). In der Tat hat ein C3-Inhibitor (Pegcetacoplan) von Appelis
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Pharma bereits die FDA-Zulassung fir die Behandlung von geographischer AMD erhalten,
basierend auf den Ergebnissen der Phase-3-Studien OAKS und DERBY (Goldberg et al. 2022).

Das Komplementsystem ist hochkomplex, und es gibt viele Faktoren, die seine Regulation und
Aktivierung beeinflussen kdnnen. Daher ist die Beziehung zwischen diesen Faktoren und der
C5-Expression wahrscheinlich komplex und multifaktoriell (Ricklin et al. 2016; Murphy &
Weaver 2017).

Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 1 (PTGS1) und PTGS2, auch bekannt als
Cyclooxygenase 1 (COX1) und COX2, Kkatalysieren die oxidative Umwandlung von

Arachidonsédure zu Prostaglandin (PG) H2. Dieses Molekil wird anschlieBend zu
verschiedenen biologisch aktiven Metaboliten metabolisiert. PTGS1 und PTGS2 sind
hauptsachlich flr die PG-Synthese in Zellen verantwortlich, die sowohl an lokalen als auch an
systemischen Entzlindungsreaktionen beteiligt sind (Smith et al. 1996). Es konnte jedoch in
anderen Studien auch gezeigt werden, dass hauptsachlich PTGS2 und nicht PTGS1 durch LPS
induziert wird (Winall et al. 2007; Lee et al. 1992). In dieser Studie konnte eine LPS-induzierte
Erhéhung der Expression von PTGS1 auf Rg = 2,589 und von PTGS2 auf Rq = 3,675
beobachten werden. Dies spricht daflr, dass PTGS2 eine wesentlich wichtigere Rolle im
Entziindungsgeschehen spielt als PTGS1. Studien zur Untersuchung der PTGS-Expression bei
altersbedingter Makuladegeneration (AMD) haben jedoch widerspriichliche Ergebnisse
erbracht. Einige Studien deuten auf eine erhohte PTGS-Expression bei AMD-Patienten hin,
wahrend andere keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
gefunden haben. Daher ist die Beziehung zwischen PTGS-Expression und AMD noch nicht
vollstandig verstanden und erfordert weitere Untersuchungen (Jha et al. 2016).

IL1R2 kodiert flir das Protein Interleukin-1-Rezeptor Typ 2, das als Rezeptor fur das
entzundungsfordernde Zytokin IL-1 dient und dessen Signalisierung regulieren kann. Auf diese
Weise kann es die Immunantwort beeinflussen. IL1B kodiert fir das entztindungsférdernde
Zytokin IL-1B, dass die Aktivierung des Komplementsystems stimulieren kann (Grigoryev et
al. 2008; Boraschi & Tagliabue 2013; Vasanthakumar & Kallies 2019; Dinarello 2019). Friihere
Studien haben gezeigt, dass LPS die Expression von IL1R2 und IL1R induzieren kann (Skinner
et al. 2009; Skipor et al. 2017; Skipor et al. 2021). Soweit bekannt, ist dies die erste Studie, in
der IL1R und IL1R2 speziell in RPE Zellen induziert werden konnte. In dieser Studie wurde
namlich eine signifikante und relevante Hochregulierung von IL-1[ beobachtet (Rq = 43,644).
Die Rolle von IL-1f als Entziindungsmediator bei der Entwicklung von feuchter AMD kann
mit einer Photorezeptordegeneration und Neovaskularisation in Verbindung gebracht werden,
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was weitere Untersuchungen erfordert (Zhao et al. 2015). Die Synthese von reifem IL-1f ist in
der Pathogenese beider Formen von AMD gut etabliert (Zhao et al. 2015; Oh et al. 1999).
Zudem konnte gezeigt werden, dass IL-1pB einer der Hauptmediatoren von LPS-induzierter
Uveitis bei Kaninchen ist (Mo et al. 1998). IL1R2 wurde deutlich weniger als IL-1R induziert
(Rg = 3,286). Die erhohte Expression von IL1R2 bei AMD konnte ein kompensatorischer
Mechanismus sein, um die entziindungsfordernden Wirkungen von IL-1 auszugleichen und die
Immunhomaostase im Auge aufrechtzuerhalten. Alternativ konnte die erhdhte Expression von
ILIR2 bei AMD auch ein Marker fur eine Dysregulation des Immunsystems sein, da die
Erkrankung mit einer chronischen Entziindung und Immunaktivierung einhergeht. Weitere
Forschung ist erforderlich, um die Rolle von IL1R2 in der Pathogenese der AMD vollstéandig

Zu verstehen.

CCL2 und CCL19 sind C-C-Motiv-Chemokinliganden (CCLs), die eine wichtige Rolle bei der

Migration und Rekrutierung von Immunzellen zu Entziindungsherden spielen (Zlotnik &

Yoshie et al. 2012). Chemokine sind Cytokine, die die Bewegung von Zellen entlang von
Konzentrationsgradienten steuern und damit ihre Migration erleichtern (Stewart & Smyth
2009). In Studien am zentralen Nervensystem wurde bereits gezeigt, dass LPS eine Induktion
von CCL2 auslésen kann (Puntambekar et al. 2011). Auch in priméren menschlichen RPE- und
ARPE-19-Zellen wurde eine Erhthung von CCL2 beobachtet (Tawarayama et al. 2022). In
dieser Studie konnte CCL2 hochreguliert werden wahrend CCL19 nur geringfligig erhoht
wurde. Obwohl auch CCL11 im Inflammationsarray untersucht wurde, scheinen CCL2 und
CCL19 die Hauptrollen bei der LPS-induzierten Entziindungsreaktion in primaren porcinen
RPE-Zellen zu spielen. Eine erhdhte Expression von CCL2 wurde beispielsweise auch bereits
bei AMD-Patienten beobachtet (Palestine et al. 2021). CCL2 zieht hauptsachlich Monozyten
und Makrophagen an (Baggiolini 1998), wéhrend CCL19 ein homdostatisches Chemokin ist,
das an der Rekrutierung von naiven T-Zellen und dendritischen Zellen im Lymphgewebe
beteiligt ist (Marsland et al. 2005). CCL11 wiederum ist ein potenter Chemotaxin fir
Eosinophile (Ponath et al. 1996). Die Identifizierung der beteiligten Zelltypen bei der
Pathogenese von AMD und deren relative Bedeutung kann durch die Untersuchung von CCL2
und CCL19 unterstutzt werden.

ICAM (intercellular adhesion molecule) und VCAM (vascular cell adhesion molecule) sind

Molekiile, die an der Zelladhasion beteiligt sind. Der Hauptunterschied besteht darin, dass
ICAML1 auf der Oberflache von Zellen exprimiert wird, wahrend VCAM1 auf der Oberflache
von Blutgefalien exprimiert wird. ICAM1 wird hauptsachlich von Immunzellen wie Leukozyten
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exprimiert und tragt zur Interaktion von Immunzellen mit Endothelzellen bei. VCAM1 wird von
Endothelzellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Immunzellen
in entziindetes Gewebe (Anderson & Springer 1987; Diamond & Springer 1993; Springer 1994;
Williams 1984). In dieser Studie wurde ICAM-1 getestet und konnte um Rq = 3,961
hochreguliert werden, wahrend VCAM-1 deutlich hoher reguliert wurde (Rq = 13,864). ICAM-
1 wurde bereits in friheren Studien an RPE-Zellen nachgewiesen, bei denen LPS eingesetzt
wurde (Qiu et al. 2021; Jung et al. 2014; Zeng et al. 2012) und VCAM-1 wurde bereits bei
menschlichem lymphatischem Endothel durch LPS exprimiert (Sawa et al. 2008). Eine
Assoziation zwischen VCAM-1, ICAM-1 und der trockenen AMD wurde bereits diskutiert
(Baiula et al. 2021). Ein méglicher Grund fur die hdhere Expression von VCAM-1 im Vergleich
zu ICAM-1 konnte darin begrindet liegen, dass VCAM-1 stérker durch IL-1 beeinflusst wird
als ICAM-1, da das Gen flr IL-1R in dieser Studie ebenfalls stark induziert wurde (Tamaru et
al. 1998). Es ist jedoch auch mdglich, dass VCAM-1 einfach eine wichtigere Rolle in der
Pathogenese von AMD spielt. Weitere Studien sind erforderlich, um diese Frage zu kl&ren.

PLA2G2D steht fiir Phospholipase A2, Gruppe IID, ein Enzym aus der Familie der

Phospholipase A2, das eine Rolle bei der Produktion von Lipidmediatoren spielt, die an

Entziindungs- und Immunreaktionen beteiligt sind (Six & Dennis 2000). In dieser Studie wurde
eine hochregulierte Expression von PLA2G2D mit einem Rg-Wert von 4,057 beobachtet, was
darauf hindeutet, dass das Gen mdglicherweise an der Pathogenese von AMD beteiligt ist.
Andere Phospholipasen wie PLA2G1B, PLA2G7, PLCB2, PLCD1 und PLCG2 wurden
ebenfalls getestet, zeigten jedoch keine signifikante Expressionsédnderung, was darauf hinweist,
dass PLA2G2D die wichtigste Rolle bei der durch LPS induzierten Entziindung von priméren
porcinen RPE-Zellen spielt._Eine Studie konnte zeigen, dass eine chronische LPS-Behandlung
(10 Tage) bei menschlichen peripheren mononukleéren Blutzellen zu einer erh6hten Expression
von PLA2G2D fihrte (Vijay et al. 2015).

Caspasen spielen eine zentrale Rolle bei der Initiierung von Apoptose und Pyroptose, wobei
Caspase-1 die am besten beschriebene entzlindliche Caspase ist. Sie verarbeitet die Zytokine
Interleukin-1p3 (IL-1P) und IL-18 und induziert den pyroptotischen Zelltod (Broz et al. 2010;
Zhao & Hu 2010). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Caspase-1 womaoglich eine Rolle
bei der Entstehung einer degenerativen Netzhauterkrankung spielt, indem sie Zelltod und
Entzindung in der Netzhaut vermittelt (Wooff et al. 2020). Es ist bekannt, dass LPS die
Aktivierung von Caspase-1 induzieren kénnen (Martinon & Tschopp, 2007). Tarallo et al.
(2016) zeigten, dass bei AMD-Patienten sowohl die Expression als auch die Aktivierung von
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Caspase-1 in der Netzhaut im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen signifikant erhéht sind.
Weiterhin stellten sie fest, dass eine Hemmung der Caspase-1-Aktivitat in vitro zu einer
reduzierten Produktion entziindungsfordernder Zytokine wund einer abgeschwéchten
Entzundungsreaktion fihrte. In dieser Studie wurde zudem eine Hochregulation der Caspase-
1-Expression auf Rq = 7,157 und eine Erhéhung von IL-/4 auf Rq = 43,644 beobachtet, was
konsistent mit der beschriebenen Funktion dieses Zytokins ist (Tarallo et al., 2016).

Casp3 zeigte keine signifikante Expressionsanderung. Grund daflr konnte sein, dass Caspase-
1 starker mit Entzindungen assoziiert ist als Caspase-3. Ein Grund dafiir kdnnte Pyroptose sein,
ein  Zelltod, bei der Caspase-1 aktiviert wird, welche zur Freisetzung von
entziindungsfordernden Zytokinen und schadensassoziierten molekularen Mustern (DAMPS)
fuhrt (Rathkey et al., 2017). Neben der Pyroptose ist Caspase-1 auch an der Inflammasom-
Aktivierung und der Verarbeitung entziindungsférdernder Zytokine wie Interleukin-1p (IL-1p)
beteiligt, welches auch in dieser Studie hochreguliert wurde. Inflammasomen sind
Proteinkomplexe, die Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) und DAMPs erkennen
und bei Aktivierung den Zusammenbau des Caspase-1-haltigen Inflammasomkomplexes
auslosen kénnen (Lamkanfi und Dixit, 2014). Caspase-11, eine weitere Protease, kann ebenfalls
Caspase-1 aktivieren und die Zytokinverarbeitung fordern, was fir die Diskussion der Rolle
von Caspase-1 bei Entziindungen relevant ist (Gurung et al., 2015). Insgesamt ist Caspase-1
flr die Entzindungsreaktion wichtig und spielt eine Schlisselrolle bei der Verarbeitung und
Freisetzung von entziindungsférdernden Zytokinen. Wéhrend Caspase-3 auch am Zelltod und
an Entziindungen beteiligt ist, ist seine Rolle starker mit der Apoptose verbunden, die sich von
der Pyroptose unterscheidet (Rathkey et al. 2017; Gurung et al. 2015; Lamkanfi Dixit 2014;
Fink & Cookson 2006; Thornberry & Lazebnik 1998).

Der p2-adrenerge Rezeptor (ADRB2) ist Teil einer groBen Familie von

Zelloberflachenrezeptoren, die ihre Signaltransduktion in das Innere der Zelle leiten (Liggett,
1999). Es gibt Hinweise auf seine Rolle bei der Immunmodulation. Wahrend verschiedener
Prozesse von Immunerkrankungen kann der B2-AR jedoch widerspriichliche Wirkungen auf
Immunzellen ausuben (Pongratz & Straub, 2013). In dieser Studie wurde beobachtet, dass die
Expression von £2-AR auf einen Rg-Wert von 0,218 herunterreguliert wurde. In einer anderen
Studie konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von Mikroglia mit Lipopolysacchariden
(LPS) ebenfalls zu einer Abnahme der Expression von f2-AR fihrt (Ishii et al., 2015). Es
kdnnte sein, dass die Herunterregulierung der f2-AR-Expression wahrend einer Entziindung ein

regulatorischer Mechanismus ist, der hilft, eine Uberstimulation des Immunsystems zu
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verhindern. Eine Mdglichkeit ist, dass entztindungsfordernde Zytokine Signalwege aktivieren
kdnnen, die zur Herunterregulierung der p2-AR-Expression fuhren (Guo et al., 2005).

4.1.2 Oxidativer Stressarray

Verschiedene Substanzen, die oxidativen Stress induzieren konnen, wie HO02, TBHP
(Sternberg et al. 1993), Erastin (Tang et al. 2021) und CoCl, (Cheng et al. 2019) wurden
unterschiedlichen Stimulationszeiten und Konzentrationen getestet. In VVorversuchen wurde nur
eine geringe Erhohung von SOD1 durch H202 und GSS durch Erastin und TBHP beobachtet.
In Genarray-Experimenten wurde erneut eine Steigerung der Expression von SOD1 durch H20:
festgestellt, aber auch eine Steigerung FMO1 sowie eine Verringerung von PTGS2 und mouse
double minute 2 homolog (MDM2). Die Auswahl einer geeigneten Stresssubstanz gestaltete
sich trotz der Verwendung relativ hoher Konzentrationen und verschiedener Einwirkungszeiten
als schwierig. In vielen Versuchen konnte keine ausreichende Genaktivierung erzielt werden.
Madglicherweise liegt dies an der vielféltigen protektiven Kapazitat von RPE-Zellen, die sie gut
gegen oxidativen Stress ristet (Kellner et al., 2020; Klettner, 2012; Lu et al., 2006). Die meisten
der getesteten Substanzen zeigten keine relevanten Wirkungen. Schlie3lich wurde LPS als
Stressinduktor ausgewahlt, da es bereits in anderen Versuchen erfolgreich zur Stressinduktion
in RPE-Zellen eingesetzt wurde (Ozal et al. 2018; Bermddez et al. 2019). LPS induziert
oxidativen Stress, indem es die Produktion von freien Radikalen erhéht (Noworyta-Sokotowska
et al., 2013) und das Glutathion-Redox-Verhéltnis reduziert, indem es den Anteil von
oxidiertem Glutathion erhoht (Goraca et al., 2013). LPS wirkt durch die erh6hte Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen und die Induktion der ROS-Produktion durch
verschiedene Mechanismen oxidativ (Zhao et al., 2008; Jaworek et al., 2007). Daher wurde
LPS sowohl fur das Inflammations- als auch fur das oxidativen Stress-Array verwendet. Eine
eintagige Stimulation mit 10 pg/ml LPS erwies sich als der erfolgreichste Stressinduktor und
wurde daher flr das oxidative Genarray verwendet. Infolgedessen konnte die Expression
einiger Gene beeinflusst werden.

Superoxiddismutase (SOD) ist ein wichtiger Bestandteil der antioxidativen Abwehr, der den

oxidativen Stresslevel reduziert (Lipovsky et al., 2011). Im Rahmen der Studie konnte eine
Hochregulation von SOD1 mit einem Rg-Wert von 4,724 und von SOD2 mit einem Rg-Wert
von 9,408 beobachtet werden. Vorherige Studien haben bereits gezeigt, dass LPS die
Expression von SOD1 und SOD2 steigern kann, insbesondere in RPE-Zellen (Ozal et al., 2018;
Qin et al., 2004). Die Rolle von SOD bei der Entstehung von AMD st jedoch aufgrund

widersprichlicher Ergebnisse umstritten (Tokarz et al., 2013). Es ist méglich, dass die hdhere



66

Expression von SOD2 im Vergleich zu SOD1 darauf hinweist, dass SOD2 eine groRere Rolle
Im oxidativen Stressprozess von RPE-Zellen spielt.

Ham-Oxygenase (HMOX1) spielt eine wichtige zytoprotektive Rolle (Origassa & Camara
2013). In dieser Studie wurde HMOX1 auf Rq = 2,215 hochreguliert. Allerdings wurde in einer
anderen Studie mit ARPE-19 Zellen nach 24 Stunden Behandlung mit LPS in einer

Konzentration von 50 pg/mL eine Herunterregulation von HMOX1 beobachtet (Song et al.
2020). Dies konnte darauf hinweisen, dass die Reaktion der Gene konzentrationsabhéngig ist
oder aufgrund der unterschiedlichen Zelllinie variiert. Interessanterweise wurde jedoch in
anderen Studien eine erhohte Expression von HMOX1 bei LPS-induziertem Stress beobachtet,
was darauf hindeutet, dass es eine Rolle bei der Stressantwort spielen kdnnte (Schmidt et al.
2012). Es ist auch interessant zu beachten, dass beispielsweise lichtinduzierte
Netzhautdegeneration zu Photorezeptordegeneration und gleichzeitiger HMOX1-Induktion
fuhrt. Die Expression von HMOX1 auf niedrigem Niveau vor der Lichteinwirkung verhindert
die Photorezeptordegeneration, aber eine Expression auf hohem Niveau induziert direkt die
Photorezeptordegeneration, selbst ohne Lichtstress (Li et al. 2021).

NF-«B (kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells) ist eines der wichtigsten

regulatorischen Molekiile bei der durch oxidativen Stress induzierten Zellaktivierung (Wang et
al. 2002). NFKBIA (NF-kB Inhibitor o, IxBo) kodiert fir Protein, das den NF-xB-
Transkriptionsfaktor hemmt (Jacobs & Harrison 1998) und wurde in dieser Studie auf Rq =
6,503 hochreguliert. Beispielsweise wurde es bereits bei Makrophagen durch LPS erhoht
(Zhang et al. 2014). Im Gegensatz dazu zeigten NFKB1, NFKB2 und NKAP keine signifikante
Anderung der Genexpression, was darauf hindeutet, dass NFKBIA eine iibergeordnete Rolle in
der Pathophysiologie der AMD spielen kann. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass trotz
fehlender Expression, NF-xB auch eine Rolle spielt, jedoch durch die Regulation durch
NFKBIA maskiert werden konnte.

Polynukleotidkinase 3-Phosphatase (PNKP) wurde in dieser Studie mit einem Rg-Wert von

2,544 hochreguliert. PNKP spielt eine entscheidende Rolle bei der Reparatur von DNA-
Schéden, die durch oxidativen Stress verursacht werden (Breslin & Caldecott 2009). Da
oxidativer Stress bei AMD zu DNA-Schéaden fuhren kann (Szaflik et al. 2009), kénnte die
Hochregulierung von PNKP ein kompensatorischer Mechanismus sein, um den durch
oxidativen Stress verursachten DNA-Schaden zu reparieren.

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (GM-CSF2) ist ein Faktor, der

unter anderem Makrophagen und Neutrophile aktiviert. Er wurde in der Studie auf Rq = 2,074
leicht hochreguliert. Pan & Valapala (2022) zeigten bereits eine Induktion von GM-CSF bei
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ARPE-19-Zellen, die mit LPS behandelt wurden (Pan & Valapala 2022). Kutty et al. (2013)
haben ebenfalls gezeigt, dass proinflammatorische Zytokine, einschlie3lich IL-18, CSF2
hochregulieren konnen (Kutty et al. 2013). Da IL-18 im Inflammationsarray durch LPS
hochreguliert wurde, kdnnte es zusammen mit CSF2 eine Rolle bei der Pathogenese von AMD
spielen. Zudem wurde CSF2 bereits mit retinaler Degeneration in Verbindung gebracht (Saita
et al. 2022).

Nitric Oxid Synthase Typ 2 (NOS2) produziert Stickstoffmonoxid (NO), welches sowohl

nltzliche Wirkungen hat, wie beispielsweise die Eliminierung von infiltrierenden
Mikroorganismen und die Verbesserung der Blutversorgung verletzter Gewebe, aber auch
Gewebeschaden verursachen kann, wenn es in (bermafigen Mengen produziert wird
(MacMicking et al. 1997). In der Studie wurde NOS2 auf Rq = 7,066 hochreguliert. Auch bei
bovinem RPE wurde bereits nachgewiesen, dass LPS eine Induktion von NOS2 und NO
hervorruft (Faure et al. 1997; Goureau et al. 1997). Zudem konnte die Expression von NOS2 in
Makrophagen bei der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) gesehen werden, was
nahelegt, dass es maglicherweise an der metabolischen Verschiebung von Makrophagen bei
AMD beteiligt ist (St Clair et al.1996; Cherepanoff et al. 2010).

CCL5 (Chemokine (C-C motif) ligand 5, Rantes) spielt eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung

von T-Zellen, Makrophagen, Eosinophilen und Basophilen und kann die Aktivierung und
Proliferation natirlicher Killerzellen induzieren (Soria & Ben-Baruch 2008). CCL5 wurde mit
einem Rg-Wert von 13,07 hochreguliert. Eine Induktion von CCL5 durch LPS wurde bereits
bei dendritischen Zellen beobachtet (Nencioni et al. 2006). Makrophagen spielen eine wichtige
Rolle bei der Entstehung der altersbedingten Makuladegeneration, da ihre Infiltration zur
Entwicklung von retinaler Neovaskularisation beitragen kann (Ambati et al. 2013). Es ist
bekannt, dass LPS Makrophagen stimuliert, um CCL5 zu exprimieren (Zandi et al. 2015), was
darauf hinweist, dass Makrophagen und CCL5 eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der
AMD spielen kdnnen. Eine Studie von Palestine et al. (2021) zeigte, dass CCL5 bei Patienten
mit intermedidrer AMD herunterreguliert wird, was darauf hindeuten kann, dass CCL5 in der
sehr frihen Phase der AMD aktiv ist, da die Zellen in dieser Studie nur fiir einen Tag stimuliert
wurden. Eine Rolle von CCL5 in der fortgeschrittenen neovaskuldaren AMD ist jedoch nicht
ausgeschlossen, da Makrophagen, die CCL5 exprimieren, retinale Neovaskularisationen
induzieren kdnnen, was ein Zeichen fir die spétere Phase der AMD ist (Ambati et al. 2013;
Garba & Mousa 2010).

CXCL10 (C-X-C motif chemokine ligand 10) wurde in der Studie auf Rq = 4702 hochreguliert.

Es induziert Chemotaxis in verschiedenen Zelltypen des Immunsystems (Neville et al. 1997)
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und fordert die Induktion von Apoptose, die Regulierung von Zellwachstum und -proliferation
sowie Angiogenese bei infektiésen und entzlindlichen Erkrankungen und Krebs (Liu et al.
2011). In anderen Studien wurde bereits gezeigt, dass LPS CXCL10 induzieren kann, was durch
die Vermittlung von TLR4 geschieht (Mildenberger et al. 2017; Kawai et al. 2001; Doyle et al.
2002). Die starke Induktion konnte jedoch auch durch andere Gene vermittelt werden. In
Mikroglia wurde beispielsweise CXCL10 stark durch die Expression von CSF2 in der Netzhaut
induziert (Saita et al. 2022). Wie bereits erwédhnt, wurde auch CSF2 in dieser Studie
hochreguliert. Die hohe Expression von CXCL10 kann daher als wichtiges potenzielles
therapeutisches Ziel betrachtet werden.

Heath shock Proteine (HSPs) werden normalerweise unter Stressbedingungen exprimiert

(Jaattelda 1999). HSPs sind an der Stimulation des angeborenen und adaptiven Immunsystems
beteiligt (Srivastava 2002). In dieser Studie wurde HSPA1L auf Rg = 0,446 herunterreguliert.
Es ist mdglich, dass es in der akuten Phase zunéchst herunterreguliert wird und dann in einer
spateren Phase wieder hochreguliert wird. Hier bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen, um

den Zusammenhang zwischen HSPALL, LPS und der AMD besser zu verstehen.

4.1.3 Angiogenesearray

Angiopoietin-like protein 2 (ANGPTL2) wurde in dieser Studie auf Rq = 3,508 hochreguliert.
ANGPTL2 spielt eine wichtige Rolle in der Angiogenese (Oike et al. 2004; Richardson) und die

gesteigerte Expression nach dreitatiger Stimulation deutet darauf hin, dass ANGPTL?2 bereits
sehr fruh in der Angiogenese aktiviert werden kann und somit ein potenzielles therapeutisches

Ziel darstellen konnte.

Angiopoetin-2 (ANGPT2) wurde in der Studie auf Rq = 5,222 hochreguliert. ANGPT2 wurde

in den letzten Jahren intensiv als antiangiogenes Kandidatenmolekil der zweiten Generation

verfolgt (Saharinen et al. 2017), da eine Uberexpression von ANGPT2 die GefaRe der Netzhaut
destabilisieren kann (Dewi et al. 2018). Somit spielt ANGPT2 wahrscheinlich auch eine Rolle
bei der Pathogenese der feuchten AMD.

Stammzellfaktor-Rezeptor (KIT) wurde in der Studie auf Rq = 3,657 hochreguliert. Dies deutet

auf eine mogliche Verbindung zwischen der Expression von KIT, erhéhter Angiogenese und
einer Korrelation zu verschiedenen angiogeneseabhéngigen Krankheiten hin (Patruno et al.
2014). Die erhohte Expression von KIT lasst vermuten, dass es auch bei der angiogenen

Komponente der AMD eine wichtige Rolle spielen kénnte.
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FLT1 (fms related receptor tyrosine kinase 1), auch bekannt als VEGFR1, ist ein wichtiger

Rezeptor fur den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und spielt eine wichtige
Rolle bei der Angiogenese (Shibuya 2006). Es wurde gezeigt, dass FLT1 in mehreren Tumoren
hochreguliert ist (Plate 1994). Allerdings gibt es auch Studien, die eine verringerte
Genexpression von FLT1 sowohl bei Patienten mit trockener als auch mit feuchter AMD
zeigen. Dabei wurden jedoch lediglich insgesamt 20 Patienten untersucht, und die Expression
von FLT1 wurde in peripheren mononukleédren Blutzellen untersucht, die mit PBS stimuliert
wurden (Cinici et al. 2021). Die Expression von VEGFR1 wurde jedoch bereits in RPE-Zellen
gesehen (Luo et al. 2013). Es sollte beachtet werden, dass die Expression von VEGFR1 in
diesen Zelltypen in Abhdngigkeit von ihren Mikroumgebungen in Entwicklungs-, Homoostase-
und Krankheitszustdnden variabel ist. Insbesondere die Sauerstoffkonzentration und die
Entzindung beeinflussen stark die Expressionsniveaus von VEGFR1 sowie seiner Liganden
(Hata et al. 1995; Philipp et al. 2000). Anti-FLT1-Antikorper oder FLT1-spezifische
inhibitorische Peptide haben in verschiedenen Modellen das Potenzial gezeigt, das
Tumorwachstum und die Metastasierung zu unterdriicken (Bae et al. 2005; Luttun et al. 2002).
Diese vielversprechenden Ergebnisse geben einen Ausblick auf eine potenzielle antiangiogene
Therapie bei AMD.

Tyrosinase (TYR) wurde in der Studie auf Rq = 6,071 hochreguliert. TYR wird im retinalen

Pigmentepithel (RPE) exprimiert (Wu et al. 2004) und ist an der Melaninbiosynthese beteiligt
(Wang & Hebert 2006). Melanin kann dem oxidativen Stress entgegenwirken, welcher durch
freie Radikale verursacht wird, die von Lipidperoxidationsprodukten stammen (Memoli et al.
1997). Es wurde gezeigt, dass die Beschaffenheit von RPE-Zellen abnimmt, moglicherweise
aufgrund von oxidativem Abbau (Sarna et al. 2003). In diesem Kontext kénnte TYR als

maoglicher Marker fur den Krankheitsverlauf der AMD dienen.

Follistatin (FST) wurde in der Studie auf Rq = 8,638 hochreguliert. FST wurde als Induktor der

Angiogenese beschrieben und als Bindungspartner von Angiogenin - einem angiogenen
Protein, das in der menschlichen Aderhaut und Netzhaut synthetisiert wird und in hohen
Konzentrationen in AMD-Augen vorhanden ist (Skeie et al. 2011). Obwohl FST ein alternativer
Weg zur Angiogenese neben VEGF sein kdnnte (Cabral et al. 2018), ist seine Rolle in der
Pathogenese der AMD noch nicht vollstdndig verstanden. Die beobachtete

Expressionsinduktion kann jedoch als potenzielles therapeutisches Ziel angesehen werden.
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4.2 Beeinflussung durch Fucoidan

Gegenwartig gibt es fur die trockene, avaskuldre Form der AMD lediglich einen von der FDA
genehmigten C3-Inhibitor (Pegcetacoplan) der Firma Appelis Pharma (Goldberg et al. 2022).
Die feuchte Form der AMD wird mittels regelméaRiger intravitrealer Injektionen von Anti-
VEGF-Medikamenten behandelt. Obwohl diese Behandlung einen schweren Sehverlust
verlangsamen kann, ist es nicht moglich langfristig, verlorene Sehstérke wiederherzustellen,
was den Bedarf nach neuartigen Therapien fir die neovaskuldre AMD hochhélt. Zudem ist die
Angst vor Injektionen einer der haufigsten Grinde fir eine unzureichende Compliance und
Behandlungsabbriiche bei feuchter AMD (Cho et al. 2021; Polat et al. 2017).

Als Testsubstanz zur Regulierung der etablierten Genexpressionsarrays wurde Fucoidan
ausgewahlt. Fucoidane wurden bereits als potenzielle Substanzen zur Behandlung der AMD
untersucht (Dorschmann und Kilettner, 2020; Klettner, 2016) und Toxizitat oder
antiproliferative Wirkungen von Fucoidanen bei porcinem RPE wurden bereits in den
vorangegangenen Studien ausgeschlossen (Bittkau et al. 2019; Ddrschmann et al. 2019b;
Dorschmann et al. 2020). FV zeigte eine signifikante Reduktion im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle bei vielen Genen, was fir eine potenziell prophylaktische
Verwendung spricht, ohne dabei andere Gene relevant zu aktivieren. Eine antiangiogene

Wirkung von Fucoidan wurde beispielsweise bereits zuvor gezeigt (Dithmer et al. 2014).

Im Inflammationsarray konnten IL1R2, PTGS2, IL-8 und VCAM-1, die zuvor durch LPS erhoht
wurden, durch FV gesenkt werden. Diese Gene kénnen alle iber einen gemeinsamen Signalweg
aktiviert werden, der durch den Nuklearfaktor-kappa B (NF-kB) bzw. Toll-like-Rezeptor 4
(TLR4) induziert wird (\Voboril et al. 2004; Sawa et al. 2008; Li et al. 2022; Kabeerdoss et al.
2022). Dafiir spricht auch, dass in dieser Studie TLR4 hochreguliert wurde. Die Tatsache, dass
Fucoidan, auch Fucus vesiculosus, die Aktivierung von NF-kB inhibieren kann, wurde bereits
beispielsweise in porcinem Kolon (Bahar et al. 2016) oder in murinen Mikroglia Zellen gesehen
(Park et al. 2011). Dies lasst darauf schlieRen, dass dies der relevante Signalweg sein kénnte,
der durch Fucoidan inhibiert wird, jedoch ist nicht auszuschlieRen, dass Fucoidan auch selektiv
auf bestimmte Gene wirken kann. Fucoidan aus Laminaria japonica zeigte beispielsweise
bereits auf Proteinebene eine inhibierende Wirkung auf PTGS2 und IL-8 in einer menschlichen
Keratinozyten-Zelllinie (Lee et al. 2020). In einer anderen Studie konnte speziell das Fucoidan
aus Laminaria hyperborea ebenso auf Proteinebene eine inhibierende Wirkung auf IL-8 im
RPE zeigen (Dorschmann et al. 2023). Zudem wurde eine inhibierende Wirkung von Fucoidan

aus Laminaria japonica auf die durch LPS induzierte mRNA Expression von IL-8 im Darm
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gezeigt (Mizuno et al. 2009; Tanoue et al. 2008). Diese Ergebnisse verdeutlichen die

antiinflammatorischen Eigenschaften von Fucoidan.

TLR4 ist auch bereits Zielobjekt einer potenziellen AMD-Therapie geworden. So konnte
COBRA, ein TLR4-Inhibitor, beispielsweise die Expression von IL-8 bei menschlichen

Nabelvenen-Endothelzellen senken (Chen et al. 2016).

Im Hinblick auf das oxidativen Stressarray konnte festgestellt werden, dass CXCL10, CCL5
und SOD1, welche zuvor durch LPS erhéht wurden, durch FV gesenkt werden konnten. Es
wurde zuvor bereits beschrieben, dass ein Fucoidan aus Laminaria hyperborea in menschlichen
Zelllinien CCL5 (Chemokin (C-C-Motiv)-Ligand 5) und CXCL10 (C-X-C-Motiv-Chemokin-
Ligand 10) hemmen kann (Kopplin et al. 2018). Auch Fucoidan von Cladosiphon okamuranus
zeigte bereits eine hemmende Wirkung auf CCL5 bei T-Zelllinien (Haneji et al. 2005). CXCL10
wurde beispielsweise als potenzielles therapeutisches Ziel untersucht (Saddala et al. 2019).
Superoxiddismutase (SOD) wirkt eigentlich antioxidativ (Lipovsky et al. 2011), wurde aber in
dieser Studie durch Fucoidan gesenkt. In anderen Studien zeigte Fucus vesiculosus
beispielsweise eine aktivierende Wirkung (Kim et al. 2019; Hsieh et al. 2023). Eine mdgliche
Erklarung ist die Variabilitat der experimentellen Bedingungen, beispielsweise wurden in
beiden Studien mit Mé&usen geforscht und andere Methoden verwendet. Die Rolle von SOD1
gilt weiterhin zu erforschen. Insgesamt bestatigen die Ergebnisse aus dem oxidativen
Stressarray jedoch eine antioxidative Wirkung von Fucoidan auf genetischer Ebene.

Im Angiogenese-Array konnten ANGPT2, FLT1 und FST, die zuvor durch CoCl; erhdht
wurden, durch die Kombination mit FV gesenkt werden. ANGPT2 wird bereits als potenzieller
Kandidat flr die Therapie untersucht. In einer Studie von Regula et al. (2016) konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl spontan auftretender CNV-Lasionen bei Mausen, die mit einer
Kombinationstherapie mit Anti-VEGF-A/Angpt2-Antikdrpern behandelt wurden, signifikant
reduziert war im Vergleich zu Anti-VEGF-A allein, Anti- Angpt2 allein oder IgG-behandelten
Kontrollen. In &hnlicher Weise reduzierte die duale Angpt2/VEGF-A-Inhibition signifikant die
CNV-induzierte Leckage im Vergleich zu Anti-VEGF-A allein, Anti- Angpt2 allein oder 1gG-
behandelten Kontrollen (Regula et al. 2016). Dies konnte darauf hindeuten, dass die Wirkung
von bereits verwendeten anti-VEGF-Therapien wie Ranibizumab bei der neovaskuldren AMD
(Ferrara et al. 2006) mdglicherweise zusammen mit Fucoidan aufgrund der anti-ANGPT2-
Wirkung verstarkt gegen die Neovaskularisation wirken konnte. Auf Protein-Ebene zeigte
Fucoidan von Fucus vesiculosus auch eine Hemmung von ANGPT2 bei menschlichen
Osteosarkomzellen (Wang et al. 2017; Wang et al. 2021).
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Der Nachweis, dass die FLT1-Signaltbertragung an der Angiogenese bei pathologischen
Zustanden beteiligt ist, hat das Interesse an diesem Rezeptor als mogliches Ziel fir
Antikrebsmedikamente geweckt. Anti-FLT1-Antikdrper oder FLT1-spezifische inhibitorische
Peptide unterdriicken das Tumorwachstum und die Metastasierung in verschiedenen Modellen
(Luttun et al. 2002; Bae et al. 2005). Praklinische Studien haben gezeigt, dass FLT1-Inhibitoren
auch die choroidale Neovaskularisation hemmen konnen (Lai et al. 2005). Die Ergebnisse
dieser Studie legen nahe, dass Fucoidan eine potenzielle Rolle als FLT1-Inhibitor spielen
kdnnte und somit als mogliche Behandlungsoption in Betracht gezogen werden sollte. Weitere
Studien sind jedoch erforderlich, um die genaue Wirkungsweise und das Potenzial von
Fucoidan als FLT1-Inhibitor zu untersuchen.

4.3 Fazit

Es konnten drei spezifische Genearrays flr Entziindung, oxidativen Stress und Angiogenese
etabliert werden, die im Zusammenhang mit der altersbedingten Makuladegeneration (AMD)
relevant sind. Dabei konnten insgesamt 36 Gene signifikant und biologisch relevant beeinflusst
werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die etablierten Genexpressionsassays ein
vielversprechendes Werkzeug fir die Erforschung von oxidativem Stress, Entziindung und
Angiogenese im Zusammenhang mit altersbedingter Makuladegeneration sind. Die
untersuchten Gene sind nicht nur fur die AMD, sondern auch fur andere okulére Erkrankungen
sehr wichtig. Die etablierten Genarrays konnten demnach auch fiir die Erforschung anderer
okulérer Erkrankungen neben der AMD genutzt werden, da ahnliche Molekile bei
verschiedenen Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehdren beispielsweise
proinflammatorische Zytokine und Chemokine bei der Retinitis pigmentosa (Yoshida et al.
2013, Ghasemi et al. 2011), abgelagerte Complement 3 (C3) Spaltprodukte auf der
basolateralen Membran der RPE-Zellen beim Morbus Stargardt (Hu et al. 2020, Radu et al.
2011) und die TLR9-Aktivierung in RPE-Zellen, die zur Freisetzung von

proinflammatorischem Interleukin 8 bei der Leber‘schen Amaurose fiihrt (Ebihara et al. 2007).

Die etablierten Genexpressionen wurden unter dem Einfluss von Fucoidan (aus Fucus
vesiculosus) analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass Fucoidan die Aktivierung von 10
Genen herunterregulieren konnte. Interessant ware auch die Untersuchung maoglicher Effekte
anderer natlrlicher Substanzen auf die Genexpression im retinalen Pigmentepithel und ihre
potenzielle Verwendung als Therapeutika fur altersbedingte Makuladegeneration. Es ist

besonders hervorzuheben, dass gezeigt werden konnte, dass Fucoidan mindestens drei
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unterschiedliche Pathomechanismen beeinflusst. Allerdings sollten die Ergebnisse dieser
Studie durch weitere Untersuchungen validiert werden, um den genauen Mechanismus der
Wirkung von Fucoidan auf diese Gene zu verstehen. Weitere sinnvolle Ansatze kénnten die
Untersuchung des Einflusses von Fucoidan auf die Proteinexpression dieser Gene sowie in
vivo-Effekte im retinalen Pigmentepithel sein. Insgesamt bietet diese Studie eine
vielversprechende Basis fir die Entwicklung von Fucoidan-basierten Therapeutika zur
Behandlung und Vorbeugung von altersbedingter Makuladegeneration. Dennoch sind weitere
Untersuchungen erforderlich, um die Wirksamkeit und Sicherheit von Fucoidan als potenzielles
Therapeutikum fur diese Erkrankung zu bestétigen. Es gibt es noch weitere Hurden im Prozess
der Klinischen Translationsforschung, die bewaltigt werden mussen, bevor Fucoidan als
wirksame Behandlungsmethode fir AMD-Patienten eingesetzt werden kann. Dazu gehort
beispielsweise die Pharmakokinetik Das Auge besitzt komplexe Barrieren, die nicht nur dazu
dienen, sein Immunprivileg aufrechtzuerhalten, sondern auch Schwierigkeiten bei der Abgabe
von therapeutischen Mitteln an das hintere Segment des Auges bereiten (Thomas et al., 2022).
Topisch verabreichte Therapeutika miissen mehrere Hornhautschichten und retinale Schichten
durchqueren, um das RPE und die Aderhaut zu erreichen. Weniger als 5% der topisch
verabreichten Behandlungen erreichen das vordere Segment und deutlich weniger die Netzhaut
(Thomas et al., 2022). Systemisch verabreichte Therapeutika miissen die Blut-Retina-Schranke
(BRB) passieren, die verhindert, dass zirkulierende Molekile ungehindert in die Netzhaut
eindringen sowie retinale Antigene in den Kreislauf gelangen und die adaptive Immunantwort
aktivieren. Bei der AMD kann die duRere BRB gestort und undicht werden, wenn das RPE
degeneriert, was eine Antigenbewegung und Aktivierung der Immunantwort erméglicht. Dieser
Barriereabbau kann maoglicherweise auch den Zugang von systemisch verabreichten
therapeutischen Mitteln in das Auge ermdéglichen. Aktuell werden ausschlieRlich intravitreale
Behandlungen bei der AMD angewendet (Thomas et al., 2022). Es besteht auch die
Madglichkeit, eine Kombination von Substanzen zu testen, um mdgliche synergistische Effekte
erzielen und die Wirksamkeit der Therapie zu erhthen. Die Anwendung der etablierten
Genexpressionsassays zur Testung weiterer potenzieller Therapieansatze konnte zur

Identifizierung neuer Substanzen beitragen.

Zusammenfassend leistet diese Studie einen wichtigen Beitrag zur Erforschung der AMD. Sie
legt den Grundstein fiir weitere Untersuchungen und die Entwicklung neuer Therapien zur

Behandlung und Vorbeugung der AMD und weiterer okuldrer Erkrankungen.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieses Projekts war die Etablierung spezifischer Genexpressionspanels fiir oxidativen
Stress, Entzindung und Angiogenese im porcinen retinalen Pigmentepithel sowie die
Untersuchung des Einflusses von Fucoidan auf diese Genexpression. Zur Festlegung geeigneter
Konzentrationen und Einwirkungszeiten von ausgewéhlten Noxen (H2O2, LPS, CoCl2) wurden

primare porcine Zellen verwendet.

Insgesamt wurden drei Genearrays, die spezifisch fur das porcine retinale Pigmentepithel und
relevant fiir die altersbedingte Makuladegeneration sind fur Entziindung, oxidativen Stress und
Angiogenese etabliert sowie der Einfluss von Fucoidan (aus Fucus vesiculosus) auf die
Genexpression untersucht. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen zeigen, dass Fucoidan
die Aktivierung durch verschiedene Stressoren reduzieren kann. Im Bereich der Inflammation
konnten durch LPS 16 Gene signifikant und biologisch relevant beeinflusst werden. Darunter
wurde die Genexpression fur Interleukin 1-Rezeptor 2, Interleukin 8, Cyclooxygenase-2 und
Vascular Cell Adhesion Protein 1, die zuvor von LPS erhoht wurden, durch FV gesenkt. Im
oxidativen Stressarray beeinflussten H20. bzw. LPS insgesamt 15 Gene signifikant und
biologisch relevant. Darunter wurde die Genexpression fir Superoxid Dismutase-1, C-X-C
motif chemokine 10 und CC-Chemokin-Ligand-5, welche zuvor von LPS erhéht wurden, durch
Fucus vesiculosus gesenkt. Fir das Angiogenesearray konnte unter Stimulation mit CoCl; sechs
Gene beeinflusst werden. In Kombination mit Fucus vesiculosus wurden die Genexpression
von Angiopoietin 2, vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor-1 und Follistatin

gesenkt, die zuvor von CoCl; erhéht wurden.

Diese Studie verdeutlicht das therapeutische Potenzial von Fucoidan in Bezug auf die
Modulation verschiedener Pathomechanismen der altersbedingten Makuladegeneration. Daher
konnte Fucoidan als potenzielles Therapeutikum zur Behandlung und Prévention dieser
Erkrankung in Erwédgung gezogen werden. Des Weiteren wurde bestatigt, dass die etablierten
Genexpressionsassays sich zur Untersuchung weiterer Substanzkandidaten eignen. Zudem
sollte zukuinftige Forschung verstérkt porcine Modelle einbeziehen, da diese Modelle vielféltige
Anwendungsmaoglichkeiten aufweisen.
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7 Anhang

7.1 Genearray Ergebnisse

Tabelle Al: Genarray fiir Inflammation und das Komplementssystem

A2M

ADRB1

ADRB?2

ALOX5

ANXA1

ANXA5

BDKRB1

CIR

C1S

Cc2

C3

C5

C6

Cc7

C8A

Cc8B

CACNA2D1

CACNB4

CASP1

CASP3

CCL11

CCL19

CCL2

CD40

CD40LG

Genname

alpha-2-macroglobulin

adrenoceptor beta 1

adrenoceptor beta 2

arachidonate 5-lipoxygenase

annexin Al

annexin A5

bradykinin receptor B1

complement C1r subcomponent
complement component 1, s subcomponent
complement component 2

complement component 3

complement component 5

complement component 6

complement component 7

complement component 8 alpha subunit
complement component 8, beta polypeptide
calcium voltage-gated channel auxiliary subunit alpha2delta 1
calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 4
caspase 1

Caspase 3

C-C motif chemokine ligand 11

C-C motif chemokine ligand 19

C-C motif chemokine ligand 2

CD40 molecule

CDA40 ligand

Assay ID
Ss03373729_m1
Ss03387549 s1
Ss03818941 s1
Ss06909907_m1
Ss03374864_m1
Ss06880508_m1
Ss03389804_s1
Ss03376383_ul
Ss03378673_ul
Ss03389255_m1
Ss03391255_m1
Ss03391586_m1
Ss03388870_m1
Ss03394596_m1
Ss03388872_m1
Ss03388883_m1
Ss03394310_m1
Ss03381208_ul
Ss03394224_m1
Ss03382792_ul
Ss03377222_ul
Ss04246386_m1
Ss03394377_m1
Ss03394337_m1

Ss03382746_ul
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CD46

CD55

CD59

CES1

CFB

CFH

CFP

CHUK

CRP

CST3

CXCL12

DUSP1

FASLG

GAPDH

GUSB

HPGD

HPRT1

ICAM1

IL13

IL1B

IL1IR2

IL1IRL1

IL2RA

IL2RG

IL-6

IL-6R

IL-8

IRF3

ITGAL

CD46 molecule

CD55 molecule (Cromer blood group)
CD59 molecule

carboxylesterase 1

complement factor B

complement factor H

complement factor properdin

conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
C-reactive protein, pentraxin-related
cystatin C

C-X-C motif chemokine ligand 12

dual specificity phosphatase 1

Fas ligand

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

glucuronidase beta

hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD)

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
Intercellular Adhesion Molecule 1
interleukin 13

interleukin 1 beta

interleukin 1 receptor type 2
interleukin 1 receptor like 1
interleukin 2 receptor subunit alpha
interleukin 2 receptor subunit gamma
interleukin 6

interleukin 6 receptor

interleukin 8

interferon regulatory factor 3

integrin subunit alpha L

Ss03392461_ul
503392383 m1
S$s03394252_m1
Ss03395585_g1
Ss03389385_g1
$503391439_m1
Ss06921406_g1
S$s03390001_m1
Ss03390889_m1
Ss03388477_m1l
Ss03391855_m1
Ss04953462_g1
Ss03381579_ul
Ss03375629_ul
Ss03387751_ul
Ss04247383_m1
S$s03388274_m1
$503392385_m1
503392353 m1
S$s03393804_m1
Ss04324011_m1
Ss03377371_ul
Ss03381754_ul
Ss03391425_m1l
Ss03384604_ul
S$s03394904 g1
$503392437_m1
Ss03381325_ul

S$s03380741_ul
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ITGAM

ITGB1

ITGB2

KLK1

KLKB1

KNG1

LEP

LTA4H

MAPK1

MAPK14

MAPK3

MAPKS8

MC2R

mTOR

NFKB1

NFKB2

NKAP

NR3C1

PDE4A

PDE4B

PLA2G1B

PLA2G2D

PLA2G7

PLCB2

PLCD1

PLCG2

PTGER3

PTGFR

PTGIS

integrin subunit alpha M

integrin subunit beta 1

integrin subunit beta 2

kallikrein 1

kallikrein B1

kininogen 1

leptin

leukotriene A4 hydrolase
mitogen-activated protein kinase 1
mitogen-activated protein kinase 14
mitogen-activated protein kinase 3
mitogen-activated protein kinase 8
melanocortin 2 receptor
mechanistic target of rapamycin
nuclear factor kappa B subunit 1
nuclear factor kappa B subunit 2
NFKB activating protein

nuclear receptor subfamily 3 group C member 1
phosphodiesterase 4A
phosphodiesterase 4B
phospholipase A2 group IB
phospholipase A2 group 11D
phospholipase A2 group VII
phospholipase C beta 2
phospholipase C delta 1
phospholipase C gamma 2
prostaglandin E receptor 3
prostaglandin F receptor

prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase

Ss03374592_g1
S$s03391119_m1l
Ss03392626_ul
Ss03378457_ul
$503393966_m1
S$s03373690_m1
503392404 m1
Ss04246860_m1
Ss04248225_m1l
Ss06880885_m1
Ss06887442_m1l
Ss01560177_m1
Ss03373249_ul
Ss03377427_ul
Ss03388575_m1
Hs01028890_g1
S$s04322419_m1
Ss03378868_ul
Ss03387844 _ul
$503819270_s1
Ss03378584_ul
Ss04953157_m1
Ss03389762_m1
Ss06884752_g1
Ss04324816_m1
Ss06884626_m1
Ss03381729_ul
S$s03393819_s1

Ss03374149 _ml
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PTGS1 prostaglandin-endoperoxide synthase 1 Ss03373347_m1
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ss03394694 m1
RNA18S5 RNA, 18S ribosomal 5 Hs03928992 g1
SERPING1 serpin family G member 1 Ss03387977_ul
TBXAS1 thromboxane A synthase 1 Ss03393735_ul
TLR2 toll like receptor 2 Ss03381278_ul
TLR3 toll like receptor 3 Ss03388861_m1
TLR4 toll like receptor 4 Ss03389780_m1
TNF tumor necrosis factor Ss03391318 g1
TNFRSF1A TNF receptor superfamily member 1A Ss03391125 m1l
TNFRSF1B TNF receptor superfamily member 1B Ss03385518 ul
TNFSF13B tumor necrosis factor superfamily member 13b Ss03388949 m1
VCAML1 vascular cell adhesion molecule 1 Ss03390912_m1l

Tabelle A2: Genearray fir oxidativen Stress und Toxizitat

Genname Assay 1D
ACTB actin beta Ss03376081_ul
ALOX12 arachidonate 12-lipoxygenase, 12S type Ss03392804 _ul
ANGPTL7 angiopoietin like 7 Ss03820375_s1
ANXAS5 annexin A5 Ss06880508_m1
APOE apolipoprotein E Ss03394681_ml
ATM ATM serine/threonine kinase Ss03390208 g1
ATOX1 antioxidant 1 copper chaperone Ss06942364 m1
BAX BCL2 associated X, apoptosis regulator Ss03375842_ul
CASP1 caspase 1 Ss03394224 m1
CASP10 caspase 10 Ss04246296_m1
CASP8 caspase 8 Ss03379427_ul
CAT CATalase Ss04323025_m1

CCL21 C-C motif chemokine ligand 21 Ss03378621_ul



CCL4

CCL5

CCNC

CCNG1

CCs

CHEK2

CSF2

CXCL10

CYP1Al1

CYP2E1

CYP7Al1

DDIT3

DHCR24

DNAJA1

DUOX1

DUOX2

DUSP1

EPHX2

ERCC1

FMO1

GDF15

GLRX2

GPX1

GPX2

GPX3

GPX4

GPX5

GPX6

GSR

C-C motif chemokine ligand 4

C-C motif chemokine ligand 5

cyclin C

cyclin G1

copper chaperone for superoxide dismutase
checkpoint kinase 2

colony stimulating factor 2

C-X-C motif chemokine ligand 10

cytochrome P450 family 1 subfamily A member 1
cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1
cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1
DNA damage inducible transcript 3
24-dehydrocholesterol reductase

DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member Al
dual oxidase 1

dual oxidase 2

dual specificity phosphatase 1

epoxide hydrolase 2

ERCC excision repair 1, endonuclease non-CATalytic subunit
flavin containing monooxygenase 1

growth differentiation factor 15

glutaredoxin 2

glutathione peroxidase 1

glutathione peroxidase 2

glutathione peroxidase 3

glutathione peroxidase 4

glutathione peroxidase 5

glutathione peroxidase 6

glutathione-disulfide reductase
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Ss03381395_u1l
Ss03648939_m1
Ss02636666_m1
Ss03391984_m1
Ss03378403 _ul
S$s06942240_g1
Ss03394096_m1
Ss03391846_m1
Ss03394917 g1
Ss03394934_m1
Ss04953769_g1
Ss03821509_s1
Ss04323966_m1
Ss04326380_g1
Ss03394022_m1
Ss03393369_m1
Ss04953462_g1
Ss03391562_m1
S$s06942291_gH
Ss03393883_ul
Ss06942388_m1
Ss06941398_m1
Ss03383336_ul
Ss06941400_m1
Ss03387487_ul
Ss03384646_ul
Ss03392457_m1
Ss03819866_g1

Ss03376398_ul



GSS

GSTZ1

GTF21

GUSB

HMOX1

HSF1

HSPA1L

HSPA4

HSPA5

HSPAS8

HSPD1

HSPE1

HSPH1

KRT1

LPO

LTA

MDM2

MGST3

MIF

MSRA

NCF1

NCF2

NFKB1

NFKBIA

NOS2

NUDT1

OXSR1

PCNA

PDLIM1

glutathione synthetase

glutathione S-transferase zeta 1

general transcription factor Ili

glucuronidase beta

heme oxygenase 1

heat shock transcription factor 1

heat shock protein family A (Hsp70) member 1 like
heat shock protein family A (Hsp70) member 4
heat shock protein family A (Hsp70) member 5
heat shock protein family A (Hsp70) member 8
heat shock protein family D (Hsp60) member 1
heat shock protein family E (Hsp10) member 1
heat shock protein family H (Hsp110) member 1
keratin 1

lactoperoxidase

lymphotoxin alpha

MDM2 proto-oncogene

microsomal glutathione S-transferase 3
macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor)
methionine sulfoxide reductase A

neutrophil cytosolic factor 1C pseudogene
neutrophil cytosolic factor 2

nuclear factor kappa B subunit 1

NFKB inhibitor alpha

nitric oxide synthase 2

nudix hydrolase 1

oxidative stress responsive 1

proliferating cell nuclear antigen

PDZ and LIM domain 1
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Ss04328109_m1
Ss04325020_m1
Ss06877095_g1l
Ss03387751_ul
Ss03378516_ul
Ss04325505_m1
Ss06942827_s1
Ss06890283_g1
Ss03374255_m1
Ss04325801_gH
Ss01036749_m1
Ss03394678 gl
Ss03388958_m1
Ss03372954_m1
Ss06881600_m1
Ss03395002_g1
Ss03389570_m1
Ss02795256_m1
Ss03388592_g1
Ss06867220_m1
Ss03387041_ul
Ss03374198_m1
Ss03388575_m1
Ss03391764_m1
Ss03374608_ul
Ss06941658_m1
Ss03394733_m1
Ss03377029 g1

Ss04955139 ml
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PGK1 phosphoglycerate kinase 1 Ss03389144 _m1
PNKP polynucleotide kinase 3 -phosphatase Ss06874976_g1
POR cytochrome p450 oxidoreductase Ss06942103_m1
PRDX1 peroxiredoxin 1 Ss06880612_m1
PRDX2 peroxiredoxin 2 Ss04327513_g1
PRDX3 peroxiredoxin 3 Ss04327733_g1
PRDX4 peroxiredoxin 4 Ss06879103_m1
PRDX5 peroxiredoxin 5 Ss03394182 g1
PRDX6 peroxiredoxin 6 Ss03384662_ul
PRNP prion protein Ss03391838 g1
PTGS1 prostaglandin-endoperoxide synthase 1 Ss03373347_m1
PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ss03394694 ml
RAD50 RADS50 double strand break repair protein Ss06895400_m1
SEPP1 selenoprotein P, plasma, 1 Ss06876591 gl
SERPINE1 serpin family E member 1 Ss03392656_ul
SOD1 superoxide dismutase 1, soluble Ss03375614 ul
SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial Ss03374828_m1
STK25 serine/threonine kinase 25 Ss06904460_m1
TNFRSF1A  TNF receptor superfamily member 1A Ss03391125_m1
TNFSF10 tumor necrosis factor superfamily member 10 Ss03391932_m1
TP53 tumor protein p53 Ss04248636_m1l
TPO thyroid peroxidase Ss03374684_ul
TXNRD1 thioredoxin reductase 1 Ss03395011 gH
TXNRD2 thioredoxin reductase 2 Ss04246376_m1
UNG uracil DNA glycosylase Ss06889606_m1

Tabelle A3: Genearray fur Angiogenese und retinale Pigmentepithel Funktionen

Genname Assay ID

AHR Aryl-hydrocarbone-receptor Ss03377398_ul



AMOT

ANGPT1

ANGPT2

ANGPT4

ANGPTL1

ANGPTL2

ANGPTL3

ANGPTL4

BEST1

BMP4

CCL2

CCL5

CD44

CDH1

CDH2

CDH5

CDO1

CHGA

COL4A2

COL4A3

CSF2

CSF3

CXCL10

CXCL11

CXCL12

CXCL2

DCT

EFEMP1

ENPP2

angiomotin

angiopoietin 1

angiopoietin 2

angiopoietin 4

angiopoietin like 1

angiopoietin like 2

angiopoietin like 3

angiopoietin like 4

Bestrophin 1, Morbus Best

Bone morphogenetic protein 4, Wachstumsfaktor
chemokine ligand 2, rekrutiert Monozyten, T-Z.
chemokine ligand 5, rekrutiert T-Z, Granulozyten
CD44 molecule (Indian blood group)

Cadherin 1, E-Cadherin

Cadherin 2, N-Cadherin, Adharenskontakte Herzmuskel

cadherin 5

Cysteine dioxygenase 1

chromogranin A

collagen type IV alpha 2

collagen type 1V alpha 3 chain
Granulocyte-macrophage colony stimulating factor 2
colony stimulating factor 3

C-X-C motif chemokine ligand 10
cxc-motif chemokine 11

C-X-C motif chemokine ligand 12

C-X-C motif chemokine ligand 2
Dopachrom-Tautomerase, Epithelpolaritat
EGF-containing fibulin-like ecm-protein 1

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2

Ss06892170_m1
Ss03391075_m1
Ss03392362_m1
Ss06882720_m1
Ss03389616_m1
Ss03389615_m1
Ss03391702_m1
Ss03379927_ul

Ss03376235_ul

Ss03386418_ul

Ss03394377_m1
Ss03648939_m1
Ss06884269_m1
Ss06942336_m1
Ss06911356_m1
Ss03378336_ul

Ss04245801_m1
Ss03374348_m1
Ss06936852_mH
Ss03374310_ul

Ss03394096_m1
Ss03381777_ul

Ss03391846_m1
Ss03648934_m1
Ss03391855_m1
Ss03378360_ul

Ss03391968_m1
Ss04326723_m1

Ss03373834_m1
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EPHB2

F2

FADS1

FBLNS5

FGF2

FGFR2

FLT1

FN1

FRZB

FST

GAPDH

GJAL

GRAMD3

GRN

GUSB

HEY1

HPRT1

IFNB1

IFNG

IL12A

ITGAV

ITGB3

KDR

KIT

LAMP2

LEP

LYVE1

MDK

MET

EPH receptor B2

coagulation factor I, thrombin

Fatty acid desaturase 1, Fettstoffwechsel, u.A. Arachidonsaure
fibulin 5

fibroblast growth factor 2

Fibroblast growth factor receptor 2

fms related tyrosine kinase 1

fibronectin 1

Frizzle-related protein, Embryonalentwicklung
follistatin

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Gap junction alphal protein, Connexin43
GRAM-Domain containing 3

granulin

glucuronidase beta

hes related family bHLH transcription factor with YRPW motif 1
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
interferon beta 1

interferon gamma

interleukin 12A

integrin subunit alpha V

integrin subunit beta 3

kinase insert domain receptor

KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase
Lysosome-associated membrane protein 2

leptin

lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1
midkine (neurite growth-promoting factor 2)

Met Proto-Onkogen

Ss06898639_s1
Ss03390119_m1
Ss03386989_ul
Ss04805024_m1
Ss03375809_ul
Ss03389140_m1
Ss03375679_ul
Ss03373673_m1
Ss04323872_m1
Ss03378467_ul
Ss03375629 ul
Ss03374839_ul
Ss04327019_m1
Ss03388413_m1
Ss03387751_ul
Ss06882442_g1
Ss03388274_m1
Ss03378485_ul
Ss03391054_m1
Ss03391176_m1
Ss03388773_m1
Ss03391243 m1l
Ss03376639_ul
Ss03380145_ul
Ss04326687_m1
Ss03392404_m1
Ss03376355_ul
Ss04247956_gl

$502622441_m1
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MITF

MMP2

MYRIP

NRP1

NRP2

PDGFRB

PECAM1

PLG

PRL

PROK1

PROX1

RBP1

RDH10

RDH11

RNA18S5

RPEG5

SERPINC1

SERPINF1

SFRP5

SILV

SLC16Al

SLC4A2

TEK

TGFA

TGFB1

THBS1

TIMP2

TNFSF15

TNMD

Microphthalmia-associated transcription factor
matrix metallopeptidase 2

Myosin 7A und Rab-Interaktion

neuropilin 1

neuropilin 2

platelet derived growth factor receptor beta
platelet and endothelial cell adhesion molecule 1
plasminogen

prolactin

prokineticin 1

prospero homeobox 1

Retinol-Binding-Protein 1, Retinoltransport
Retinol Dehydrogenase 10
Retinol-Dehydrogenase 11

RNA, 18S ribosomal 5

RPE 65kDA, Retinol-Stoffwechsel

serpin family C member 1

serpin family F member 1

Secreted frizzle-related protein 5

PMEL, silver locus protein homolog
Monocarboxylate Transporter 1
Anion-exchange protein 2 (Cl-/HCO3- Austausch)
TEK receptor tyrosine kinase

transforming growth factor alpha

transforming growth factor beta 1
thrombospondin 1

TIMP metallopeptidase inhibitor 2

tumor necrosis factor superfamily member 15

Tenomodulin

Ss03379816_ul
Ss03394318_m1
Ss04246331_m1
Ss06887202_m1
Ss06899352_m1
Ss06879561_m1
Ss03392600_ul
Ss03380545_ul
Ss03390993_m1
Ss04246561_m1
Ss04246028_m1
Ss03391996_m1
Ss03374167_m1
Ss06878003_m1
Hs03928992_g1
Ss06891920_m1
Ss04245370_m1
Ss03385090_ul
Ss04324169_m1l
Ss03372939_m1
Ss03374095_m1
Ss03375384_ul
Ss03373354_m1
Ss03383643_ul
Ss04955543_m1
Ss03373875_m1
S$s03375440_ul
Ss04327841_m1l

S$s03389156_m1
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TNNI1

TRPM3

TTR

TYR

TYRP1

VEGFA

VEGFB

VIM

troponin 11, slow skeletal type

Transient receptor potential CATion channel 3
Transthyretin, Transport von T4 und RBP
Tyrosinase

Tyrosinase-related protein 1, Melaninsynthese
vascular endothelial growth factor A

vascular endothelial growth factor B

Vimentin

Tabelle A4: Detaillierte Ergebnisse des Inflammationsarrays

Stimulation

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

gegen Ko

RQ
ADRB1 1.000
ADRB2 1.000
ALOX5 1.000
ANXA1 1.000
ANXAS5 1.000
BDKRB1 1.000
Ci1R 1.000
C1S 1.000
Cc2 1.000
C3 1.000
C5 1.000
C6 1.000
C7 1.000
C8A 1.000
C8B 1.000
CACNA2D1 1.000
CACNB4 1.000

p-Wert
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

1.000

Ss03382169_ul
Ss06878930_m1
Ss03383377_ul
Ss03379283_ul
Ss03391964_m1
Ss03393993_m1
Ss06900292_g1

Ss04330801_gH

gegen LPS

RQ p-Wert
1.338 0.367
4.583 0.031
1.344 0.525
0.700 0.199
1.017 0.926
0.732 0.501
0.514 0.187
0.787 0.770
0.372 0.043
0.036 0.000
2.250 0.045
2.450 0.165
0.796 0.481
1.081 0.573
1.081 0.573
1.354 0.044
0.623 0.114
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

CASP1

CASP3

CCL11

CCL19

CCL2

CD40

CD40LG

CD46

CD55

CD59

CES1

CFB

CFH

CFP

CHUK

CRP

CST3

CXCL12

DUSP1

FASLG

HPGD

ICAM

IL13

IL1B

IL1R2

ILIRL1

IL2RA

IL2RG

IL-6

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.140

0.856

1.081

0.275

0.063

0.473

1.081

0.963

0.622

1.346

4.438

0.387

0.797

1.370

1.175

1.081

1.019

0.671

0.610

1.081

1.702

0.252

1.081

0.023

0.304

1.452

1.479

0.869

0.296

0.032

0.747

0.573

0.034

0.000

0.074

0.573

0.359

0.309

0.045

0.058

0.031

0.254

0.012

0.164

0.573

0.908

0.404

0.239

0.573

0.259

0.000

0.573

0.000

0.007

0.208

0.141

0.161

0.008
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

IL-6R

IL-8

IRF3

ITGAL

ITGAM

ITGB1

ITGB2

KLK1

KLKB1

KNG1

LEP

LTA4H

MAPK1

MAPK14

MAPK3

MAPKS

MC2R

MTOR

NFKB1

NFKB2

NKAP

NR3C1

PDE4A

PDE4B

PLA2G1B

PLA2G2D

PLA2G7

PLCB2

PLCD1

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.299

0.030

0.843

0.981

1.209

1.324

1.167

2.314

1.081

1.081

1.081

1.170

1.205

1.171

0.987

1.156

1.081

2.073

0.654

1.081

1.083

0.926

1.024

0.612

1.640

0.246

1.027

0.625

1.007

0.107

0.010

0.296

0.532

0.604

0.056

0.501

0.182

0.573

0.573

0.573

0.350

0.285

0.087

0.817

0.198

0.573

0.107

0.120

0.573

0.171

0.049

0.964

0.236

0.282

0.003

0.808

0.430

0.956
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

PLCG2

PTGERS

PTGFR

PTGIS

PTGS1

PTGS2

SERPING1

TBXAS1

TLR2

TLR3

TLR4

TNF

TNFRSF1A

TNFRSF1B

TNFSF13B

VCAM1

ADRB1

ADRB?2

ALOX5

ANXA1

ANXAS

BDKRB1

CiR

C1Ss

C2

C3

C5

C6

c7

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.748

0.218

0.744

1.428

0.983

1.366

1.945

1.270

2.686

27.491

0.444

0.408

1.257

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.367

0.031

0.525

0.199

0.926

0.501

0.187

0.770

0.043

0.000

0.045

0.165

0.481

1.127

0.944

0.550

0.766

0.386

0.272

1.036

0.834

0.417

0.591

0.449

1.081

0.824

0.526

1.045

0.072

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.387

0.931

0.037

0.649

0.002

0.011

0.944

0.509

0.419

0.258

0.014

0.573

0.410

0.000

0.893

0.012

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
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LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

C8A

C8B

CACNA2D1

CACNB4

CASP1

CASP3

CCL11

CCL19

CCL2

CD40

CD40LG

CD46

CD55

CD59

CES1

CFB

CFH

CFP

CHUK

CRP

CST3

CXCL12

DUSP1

FASLG

HPGD

ICAM

IL13

IL1B

IL1R2

0.925

0.925

0.739

1.605

7.157

1.168

0.925

3.631

15.888

2.114

0.925

1.039

1.608

0.743

0.225

2.583

1.255

0.730

0.851

0.925

0.981

1.490

1.639

0.925

0.588

3.961

0.925

43.644

3.286

0.573

0.573

0.044

0.114

0.032

0.747

0.573

0.034

0.000

0.074

0.573

0.359

0.309

0.045

0.058

0.031

0.254

0.012

0.164

0.573

0.908

0.404

0.239

0.573

0.259

0.000

0.573

0.000

0.007

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
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LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

ILIRL1

IL2RA

IL2RG

IL-6

IL-6R

IL-8

IRF3

ITGAL

ITGAM

ITGB1

ITGB2

KLK1

KLKB1

KNG1

LEP

LTA4H

MAPK1

MAPK14

MAPK3

MAPKS

MC2R

MTOR

NFKB1

NFKB2

NKAP

NR3C1

PDE4A

PDE4B

PLA2G1B

0.689

0.676

1.150

3.380

0.770

33.540

1.187

1.020

0.827

0.755

0.857

0.432

0.925

0.925

0.925

0.855

0.830

0.854

1.013

0.865

0.925

0.482

1.529

0.925

0.923

1.080

0.977

1.634

0.610

0.208

0.141

0.161

0.008

0.107

0.010

0.296

0.532

0.604

0.056

0.501

0.182

0.573

0.573

0.573

0.350

0.285

0.087

0.817

0.198

0.573

0.107

0.120

0.573

0.171

0.049

0.964

0.236

0.282

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
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LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

PLA2G2D

PLA2G7

PLCB2

PLCD1

PLCG2

PTGER3

PTGFR

PTGIS

PTGS1

PTGS2

SERPING1

TBXAS1

TLR2

TLR3

TLR4

TNF

TNFRSF1A

TNFRSF1B

TNFSF13B

VCAM1

ADRB1

ADRB2

ALOXS5

ANXAL

ANXAS

BDKRB1

CiR

C1S

Cc2

4.057

0.974

1.601

0.993

0.887

1.060

1.818

1.306

2.589

3.675

0.965

1.199

2.395

1.693

2.226

0.925

1.214

1.901

0.957

13.864

0.539

0.680

0.758

0.832

0.796

0.722

0.658

0.670

0.748

0.003

0.808

0.430

0.956

0.387

0.931

0.037

0.649

0.002

0.011

0.944

0.509

0.419

0.258

0.014

0.573

0.410

0.000

0.893

0.012

0.360

0.335

0.294

0.198

0.083

0.540

0.343

0.310

0.552

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.720

3.116

1.019

0.582

0.809

0.528

0.339

0.527

0.278

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.603

0.074

0.968

0.085

0.310

0.214

0.086

0.470

0.064
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FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

C3

C5

C6

c7

C8A

C8B

CACNA2D1

CACNB4

CASP1

CASP3

CCL11

CCL19

CCL2

CD40

CD40LG

CD46

CD55

CD59

CES1

CFB

CFH

CFP

CHUK

CRP

CST3

CXCL12

DUSP1

FASLG

HPGD

0.900

0.687

0.676

0.713

0.872

0.872

0.868

1.008

0.653

0.777

0.872

1.914

0.749

0.913

0.872

0.817

0.714

0.886

0.859

0.912

0.889

0.992

0.849

0.872

0.953

0.829

1.046

0.872

0.872

0.678

0.052

0.583

0.286

0.404

0.404

0.212

0.975

0.389

0.688

0.404

0.274

0.113

0.782

0.404

0.005

0.576

0.323

0.797

0.763

0.526

0.954

0.158

0.404

0.778

0.716

0.918

0.404

0.793

0.033

1.545

1.656

0.568

0.943

0.943

1.175

0.628

0.091

0.666

0.943

0.527

0.047

0.432

0.943

0.786

0.444

1.193

3.813

0.353

0.708

1.359

0.997

0.943

0.972

0.556

0.638

0.943

1.484

0.000

0.169

0.436

0.062

0.581

0.581

0.056

0.070

0.003

0.424

0.581

0.274

0.000

0.046

0.581

0.004

0.195

0.125

0.056

0.026

0.039

0.113

0.942

0.581

0.702

0.185

0.248

0.581

0.374
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FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

ICAM

IL13

IL1B

IL1R2

ILIRL1

IL2RA

IL2RG

IL-6

IL-6R

IL-8

IRF3

ITGAL

ITGAM

ITGB1

ITGB2

KLK1

KLKB1

KNG1

LEP

LTA4H

MAPK1

MAPK14

MAPK3

MAPKS

MC2R

MTOR

NFKB1

NFKB2

NKAP

0.868

0.872

0.872

0.900

0.844

1.092

0.883

0.987

0.780

0.420

1.002

0.990

1.094

0.908

0.899

1.013

0.872

0.872

0.872

0.970

0.815

0.853

0.926

0.857

0.872

0.856

0.860

0.872

0.846

0.255

0.404

0.404

0.776

0.612

0.740

0.279

0.948

0.000

0.238

0.988

0.867

0.834

0.368

0.728

0.979

0.404

0.404

0.404

0.454

0.263

0.096

0.407

0.103

0.404

0.693

0.475

0.404

0.016

0.219

0.943

0.020

0.274

1.225

1.614

0.768

0.292

1.013

0.013

0.845

0.971

1.323

1.202

1.049

2.344

0.943

0.943

0.943

1.135

0.983

0.998

0.915

0.991

0.943

1.774

0.562

0.943

0.916

0.000

0.581

0.000

0.042

0.526

0.167

0.059

0.012

0.901

0.012

0.074

0.618

0.405

0.033

0.846

0.030

0.581

0.581

0.581

0.434

0.850

0.976

0.308

0.918

0.581

0.121

0.074

0.581

0.128
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FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

NR3C1

PDE4A

PDE4B

PLA2G1B

PLA2G2D

PLA2G7

PLCB2

PLCD1

PLCG2

PTGERS

PTGFR

PTGIS

PTGS1

PTGS2

SERPING1

TBXAS1

TLR2

TLR3

TLR4

TNF

TNFRSF1A

TNFRSF1B

TNFSF13B

VCAM1

ADRB1

ADRB?2

ALOX5

ANXAL

ANXAS

0.772

1.212

0.754

0.957

0.872

0.889

0.947

0.966

1.093

0.652

0.725

1.126

0.817

0.919

1.048

0.986

1.333

0.910

0.775

0.872

1.107

1.078

1.122

0.940

0.656

0.286

0.742

1.405

0.819

0.022

0.661

0.538

0.920

0.404

0.530

0.920

0.763

0.503

0.567

0.193

0.857

0.144

0.708

0.845

0.959

0.600

0.831

0.327

0.404

0.636

0.743

0.726

0.886

0.180

0.034

0.118

0.060

0.037

0.715

1.241

0.462

1.570

0.215

0.913

0.592

0.972

1.232

0.615

0.399

0.862

0.316

0.250

1.086

0.822

0.556

0.538

0.348

0.943

0.912

0.567

1.172

0.068

0.877

1.310

0.997

0.984

0.833

0.020

0.570

0.105

0.155

0.003

0.585

0.337

0.758

0.018

0.297

0.008

0.735

0.001

0.012

0.862

0.506

0.559

0.111

0.011

0.581

0.455

0.105

0.125

0.010

0.571

0.544

0.994

0.944

0.358
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FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

BDKRB1

CIR

C1s

Cc2

C3

C5

Cé6

c7

C8A

C8B

CACNA2D1

CACNB4

CASP1

CASP3

CCL11

CCL19

CCL2

CD40

CD40LG

CD46

CD55

CD59

CES1

CFB

CFH

CFP

CHUK

CRP

CST3

0.309

1.853

1.578

2.469

32.160

0.459

0.232

0.975

1.072

1.072

0.813

1.964

5.223

0.760

1.072

2.785

14.383

1.522

1.072

1.003

0.765

0.735

0.543

2.325

0.906

0.792

0.891

1.072

0.746

0.054

0.118

0.522

0.030

0.000

0.040

0.055

0.929

0.704

0.704

0.128

0.057

0.033

0.671

0.704

0.157

0.000

0.205

0.704

0.973

0.528

0.054

0.289

0.046

0.592

0.044

0.282

0.704

0.255

0.226

0.953

1.243

0.919

1.170

1.033

0.567

0.776

1.159

1.159

1.101

1.224

0.730

0.651

1.159

0.767

0.905

0.720

1.159

0.965

0.476

0.989

2.408

0.900

0.722

1.085

1.047

1.159

0.760

0.010

0.915

0.825

0.815

0.439

0.916

0.204

0.298

0.357

0.357

0.327

0.014

0.184

0.424

0.357

0.663

0.364

0.107

0.357

0.651

0.000

0.866

0.133

0.291

0.041

0.383

0.437

0.357

0.242
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FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

CXCL12

DUSP1

FASLG

HPGD

ICAM

IL13

IL1B

IL1R2

ILIRL1

IL2RA

IL2RG

IL-6

IL-6R

IL-8

IRF3

ITGAL

ITGAM

ITGB1

ITGB2

KLK1

KLKB1

KNG1

LEP

LTA4H

MAPK1

MAPK14

MAPK3

MAPK8

MC2R

1.254

0.839

1.072

0.195

3.705

1.072

12.806

1.009

0.441

0.687

1.083

3.461

0.624

15.366

0.870

1.046

0.911

0.735

0.824

0.967

1.072

1.072

1.072

0.924

1.027

0.908

0.862

0.955

1.540

0.607

0.618

0.704

0.039

0.001

0.704

0.021

0.976

0.044

0.263

0.307

0.008

0.015

0.017

0.461

0.471

0.795

0.053

0.459

0.946

0.704

0.704

0.704

0.289

0.888

0.301

0.140

0.614

0.231

0.842

0.512

1.159

0.331

0.935

1.159

0.293

0.307

0.641

1.016

0.941

1.024

0.810

0.458

0.733

1.026

1.102

0.973

0.961

2.237

1.159

1.159

1.159

1.080

1.237

1.063

0.851

1.103

1.665

0.388

0.000

0.357

0.000

0.555

0.357

0.090

0.033

0.097

0.962

0.418

0.535

0.150

0.001

0.122

0.650

0.529

0.628

0.804

0.016

0.357

0.357

0.357

0.626

0.202

0.417

0.120

0.369

0.185
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FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

FV+LPS10

MTOR

NFKB1

NFKB2

NKAP

NR3C1

PDE4A

PDE4B

PLA2G1B

PLA2G2D

PLA2G7

PLCB2

PLCD1

PLCG2

PTGERS

PTGFR

PTGIS

PTGS1

PTGS2

SERPING1

TBXAS1

TLR2

TLR3

TLR4

TNF

TNFRSF1A

TNFRSF1B

TNFSF13B

VCAM1

1.242

1.583

1.072

0.928

1.065

0.742

3.361

1.213

3.466

0.895

1.288

0.705

0.980

0.851

1.680

0.699

1.516

1.527

1.091

1.355

3.591

2.324

1.469

1.072

1.225

1.112

1.055

6.110

0.527

0.023

0.704

0.158

0.567

0.544

0.044

0.638

0.003

0.357

0.614

0.044

0.886

0.811

0.055

0.562

0.030

0.075

0.749

0.557

0.090

0.121

0.154

0.704

0.378

0.365

0.868

0.024

2574

1.035

1.159

1.006

0.986

0.760

2.057

1.990

0.854

0.919

0.804

0.709

1.105

0.803

0.924

0.535

0.586

0.416

1.131

1.130

1.499

1.373

0.660

1.159

1.009

0.585

1.103

0.441

0.022

0.871

0.357

0.908

0.895

0.528

0.010

0.014

0.443

0.092

0.643

0.017

0.292

0.424

0.617

0.102

0.002

0.008

0.802

0.809

0.675

0.062

0.109

0.357

0.935

0.026

0.287

0.001
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Tabelle A5: Detaillierte Ergebnisse des oxidativen Stressarrays

Stimulation

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

18S

ANGPTL7

ANXAS

APOE

ATM

ATOX1

BAX

CASP1

CASP10

CASP8

CAT

CCL21

CCL4

CCL5

CCNC

CCNG1

CCS

CHEK?2

CSF2

CXCL10

CYP1Al1

CYP2E1

CYP7A1

DDIT3

DHCR24

DNAJAL

gegen Ko

RQ

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

1.000

p-Wert
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

1.000

gegen H20:

RQ
0.048
3.508
2.214
0.840
1.063
0.830
0.775
2.022
2.687
2472
0.024
1.319
3.037
20.243
1.633
1.089
1.062
1.064
1.829
4.125
3.876
3.794
5.007
0.821
0.866

1.947

p-Wert
0.485
0.170
0.073
0.649
0.755
0.558
0.371
0.108
0.506
0.062
0.000
0.534
0.182
0.059
0.067
0.639
0.653
0.905
0.113
0.076
0.095
0.239
0.219
0.663
0.841

0.001

gegen
LPS

RQ

0.048
1.064
1.963
0.471
0.999
0.805
0.487
0.056
0.876
1.160
0.115
1.518
0.155
0.077
1.761
0.980
0.627
0.835
0.482
0.000
0.704
2.531
9.819
0.354
1.064

1.317
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p-Wert
0.482
0.703
0.082
0.122
0.997
0.598
0.056
0.154
0.717
0.646
0.156
0.215
0.118
0.047
0.036
0.920
0.025
0.730
0.006
0.003
0.578
0.369
0.159
0.117
0.932

0.244



Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

DUOX1

DUOX2

DUSP1

EPHX2

ERCC1

FMO1

GDF15

GLRX2

GLRX2

GPX1

GPX3

GPX4

GPX5

GPX6

GSR

GSS

GSTZ1

GTF2I

HMOX1

HSF1

HSPA1L

HSPA4

HSPAS

HSPAS8

HSPD1

HSPE1

HSPH1

KRT1

LPO

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.308

0.813

1.673

0.803

0.988

0.183

2.170

0.739

0.977

1.230

1.797

0.876

5.101

2.664

0.942

0.980

1.620

1.237

0.924

1.038

1.089

1.640

1.231

1.252

1.092

0.745

1.946

3.794

3.794

0.347

0.316

0.137

0.440

0.927

0.048

0.059

0.268

0.932

0.347

0.173

0.413

0.150

0.379

0.611

0.910

0.097

0.378

0.673

0.749

0.830

0.057

0.411

0.181

0.385

0.355

0.028

0.239

0.239

1.606

0.822

0.501

0.834

0.858

1.427

0.659

0.596

0.794

0.551

0.837

0.946

3.402

2.677

0.679

0.732

1.653

1.445

0.451

0.629

2.243

1.422

0.812

1.198

0.925

0.788

1.702

2.531

2.531

0.412

0.459

0.095

0.475

0.530

0.324

0.461

0.169

0.433

0.074

0.654

0.783

0.229

0.371

0.137

0.164

0.083

0.077

0.004

0.015

0.018

0.105

0.457

0.290

0.408

0.468

0.074

0.369

0.369
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

LTA

MDM2

MGST3

MIF

MSRA

NCF1

NCF2

NFKB1

NFKBIA

NOS2

NUDT1

OXSR1

PCNA

PDLIM1

PNKP

POR

PRDX1

PRDX2

PRDX3

PRDX4

PRDX5

PRDX6

PRNP

PTGS1

PTGS2

RAD50

SERBP1

SERPINE1

SOD1

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.252

2.301

0.934

1.084

1.280

1.470

1.430

1.562

2.462

0.744

1.125

0.846

0.951

1.701

0.623

0.586

1.048

0.571

1.387

0.156

0.705

1.079

1.021

2.079

3.872

2.030

1.725

0.762

0.198

0.493

0.042

0.740

0.680

0.137

0.082

0.382

0.020

0.129

0.286

0.403

0.646

0.936

0.262

0.172

0.354

0.661

0.292

0.049

0.057

0.306

0.629

0.754

0.090

0.006

0.058

0.109

0.525

0.043

0.416

1.214

0.878

1.021

0.878

0.580

0.552

0.582

0.154

0.142

0.793

0.762

0.979

2.059

0.393

0.348

0.701

0.457

1.455

0.128

0.545

0.875

0.906

0.460

1.036

1.069

1.220

1.759

0.212

0.081

0.633

0.584

0.919

0.182

0.226

0.110

0.015

0.019

0.024

0.128

0.475

0.970

0.160

0.039

0.136

0.066

0.177

0.032

0.069

0.150

0.233

0.306

0.089

0.929

0.811

0.439

0.250

0.049
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

SOD2

STK25

TNFRSF1A

TNFSF10

TP53

TPO

TXNRD1

TXNRD2

UNG

18S

ANGPTL7

ANXAS

APOE

ATM

ATOX1

BAX

CASP1

CASP10

CASP8

CAT

CCL21

CCL4

CCL5

CCNC

CCNG1

CCs

CHEK2

CSF2

CXCL10

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

29.671

0.746

0.364

1.050

0.796

0.707

0.728

0.289

0.426

0.432

1.122

0.741

0.600

0.032

0.555

0.747

0.726

1.394

0.558

0.082

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.448

0.758

0.035

0.914

0.378

0.567

0.313

0.428

0.060

0.136

0.863

0.311

0.477

0.041

0.069

0.554

0.293

0.446

0.094

0.025

1.380

0.982

1.056

25.465

1.244

0.464

1.117

0.856

0.716

1.430

2.618

0.805

0.882

0.846

0.587

0.564

0.861

0.775

1.068

0.026

0.977

1.823

0.657

0.906

0.813

0.771

1.483

1.021

0.337

0.190

0.795

0.736

0.161

0.312

0.402

0.303

0.597

0.306

0.443

0.405

0.435

0.721

0.414

0.379

0.069

0.301

0.511

0.873

0.079

0.954

0.319

0.565

0.655

0.668

0.371

0.367

0.949

0.141

0.106

0.818

0.637

1.304

0.650

0.561

0.562

0.766

0.620

1.430

0.794

0.714

0.495

0.795

0.569

0.355

0.016

0.373

0.501

0.129

1.124

0.093

0.002

0.977

0.732

0.455

1.164

0.269

0.000

0.001

0.158

0.062

0.163

0.116

0.494

0.055

0.488

0.137

0.573

0.808

0.288

0.118

0.355

0.376

0.014

0.013

0.033

0.183

0.126

0.619

0.025

0.033

0.903

0.533

0.067

0.695

0.012

0.017

128



FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

CYP1A1

CYP2E1

CYP7A1

DDIT3

DHCR24

DNAJAL

DUOX1

DUOX2

DUSP1

EPHX2

ERCC1

FMO1

GDF15

GLRX2

GLRX2

GPX1

GPX3

GPX4

GPX5

GPX6

GSR

GSS

GSTZ1

GTF21

HMOX1

HSF1

HSPA1L

HSPA4

HSPA5

0.273

0.623

0.118

0.951

1.306

0.590

0.418

0.999

0.409

0.856

0.691

2.807

0.23

0.786

1.022

0.803

0.556

0.864

0.463

0.465

0.833

0.504

0.677

0.648

0.538

0.809

1.231

0.622

0.669

0.111

0.657

0.104

0.889

0.714

0.331

0.054

0.995

0.142

0.775

0.267

0.187

0.048

0.703

0.929

0.432

0.166

0.625

0.449

0.444

0.427

0.245

0.216

0.192

0.267

0.478

0.472

0.056

0.306

1.057

2.363

0.592

0.781

1.131

1.149

0.547

0.813

0.684

0.687

0.683

0.515

0.499

0.755

0.768

0.987

0.998

0.756

2.363

1.239

0.785

0.494

1.097

0.802

0.497

0.839

1.340

1.020

0.823

0.912

0.259

0.377

0.477

0.543

0.770

0.094

0.230

0.429

0.501

0.256

0.352

0.164

0.083

0.673

0.960

0.995

0.362

0.259

0.807

0.300

0.237

0.693

0.498

0.223

0.558

0.521

0.817

0.550

0.192

1.576

1.161

0.337

1.390

0.777

0.672

0.821

0.205

0.714

0.593

4.005

0.152

0.610

0.624

0.443

0.465

0.817

1.576

1.245

0.565

0.369

1.120

0.937

0.243

0.509

2.761

0.885

0.543

0.048

0.501

0.889

0.015

0.285

0.618

0.473

0.457

0.051

0.536

0.168

0.105

0.034

0.154

0.498

0.041

0.079

0.513

0.501

0.695

0.080

0.137

0.640

0.816

0.074

0.097

0.027

0.255

0.141
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FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

HSPAS8

HSPD1

HSPE1

HSPH1

KRT1

LPO

LTA

MDM2

MGST3

MIF

MSRA

NCF1

NCF2

NFKB1

NFKBIA

NOS2

NUDT1

OXSR1

PCNA

PDLIM1

PNKP

POR

PRDX1

PRDX2

PRDX3

PRDX4

PRDX5

PRDX6

PRNP

0.676

0.867

0.995

0.538

0.364

0.364

0.661

0.371

0.754

1.301

1.893

0.681

0.463

0.503

0.401

1.385

0.637

0.968

1.343

0.55

4.477

2.787

0.779

1.115

0.554

5.773

1.149

0.831

0.833

0.258

0.614

0.989

0.043

0.337

0.337

0.293

0.183

0.631

0.411

0.337

0.324

0.177

0.029

0.123

0.238

0.268

0.938

0.617

0.213

0.058

0.223

0.439

0.868

0.204

0.152

0.802

0.395

0.374

0.847

0.947

0.741

1.047

1.380

1.380

0.828

0.853

0.704

1.411

2423

1.001

0.663

0.785

0.986

1.031

0.716

0.819

1.278

0.936

2.787

1.632

0.816

0.637

0.769

0.901

0.810

0.897

0.851

0.578

0.840

0.371

0.814

0.377

0.377

0.621

0.795

0.564

0.332

0.222

0.998

0.379

0.220

0.902

0.833

0.364

0.534

0.507

0.846

0.144

0.481

0.506

0.490

0.438

0.879

0.693

0.612

0.424

0.810

0.802

0.784

0.916

0.920

0.920

0.275

0.450

0.662

1.329

1.662

0.395

0.256

0.293

0.062

0.196

0.505

0.737

1.315

1.133

1.760

0.970

0.546

0.509

0.807

0.739

0.626

0.728

0.755

0.498

0.449

0.478

0.706

0.791

0.791

0.034

0.269

0.509

0.373

0.425

0.100

0.034

0.007

0.002

0.102

0.179

0.385

0.251

0.730

0.333

0.958

0.161

0.339

0.515

0.676

0.437

0.242

0.233
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FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

PTGS1

PTGS2

RAD50

SERBP1

SERPINE1

SOD1

SOD2

STK25

TNFRSF1A

TNFSF10

TPS53

TPO

TXNRD1

TXNRD2

UNG

18S

ANGPTL7

ANXAS

APOE

ATM

ATOX1

BAX

CASP1

CASP10

CASP8

CAT

CCL21

CCL4

CCL5

0.605

0.384

0.745

0.374

0.910

3.123

0.575

0.802

0.823

0.906

0.713

2.329

0.586

0.915

1.923

20.755

0.285

0.452

1.190

0.941

1.205

1.290

0.372

0.495

0.405

42.553

0.758

0.329

0.049

0.445

0.360

0.592

0.195

0.861

0.115

0.423

0.599

0.493

0.810

0.168

0.368

0.338

0.875

0.166

0.485

0.170

0.073

0.649

0.755

0.558

0.371

0.506

0.108

0.062

0.000

0.534

0.182

0.059

1.257

1.487

1.512

0.645

0.693

0.618

0.794

0.787

0.869

23.070

0.888

1.081

0.654

0.783

1.377

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.708

0.676

0.452

0.467

0.476

0.244

0.700

0.576

0.596

0.165

0.328

0.790

0.405

0.664

0.440

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.278

0.398

0.797

0.456

1.600

0.661

0.061

0.656

0.524

1.181

0.464

1.307

0.329

0.701

1.192

1.001

0.303

0.887

0.561

0.940

0.970

0.629

0.021

0.433

0.469

4.898

1.151

0.051

0.004

0.125

0.379

0.671

0.284

0.379

0.317

0.063

0.384

0.170

0.695

0.044

0.532

0.128

0.553

0.639

0.999

0.180

0.511

0.077

0.729

0.924

0.101

0.017

0.067

0.016

0.221

0.747

0.002

0.004
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100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

CCNC

CCNG1

CCS

CHEK2

CSF2

CXCL10

CYP1A1

CYP2E1

CYP7Al1

DDIT3

DHCR24

DNAJAL

DUOX1

DUOX2

DUSP1

EPHX2

ERCC1

FMO1

GDF15

GLRX2

GLRX2

GPX1

GPX3

GPX4

GPX5

GPX6

GSR

GSS

GSTZ1

0.612

0.919

0.941

0.940

0.547

0.242

0.258

0.264

0.200

1.217

1.155

0.513

0.764

1.229

0.598

1.246

1.012

5.453

0.461

1.353

1.023

0.813

0.556

1.142

0.196

0.375

1.061

1.021

0.617

0.067

0.639

0.653

0.905

0.113

0.076

0.095

0.239

0.219

0.663

0.841

0.001

0.347

0.316

0.137

0.440

0.927

0.048

0.059

0.268

0.932

0.347

0.173

0.413

0.150

0.379

0.611

0.910

0.097

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.078

0.900

0.590

0.785

0.264

0.000

0.182

0.667

1.961

0.431

1.229

0.676

1.228

1.010

0.299

1.039

0.868

7.781

0.304

0.813

0.807

0.448

0.466

1.080

0.667

1.005

0.720

0.747

1.020

0.666

0.610

0.006

0.638

0.018

0.000

0.039

0.078

0.551

0.079

0.464

0.145

0.683

0.967

0.024

0.847

0.531

0.016

0.107

0.028

0.456

0.007

0.074

0.642

0.078

0.995

0.193

0.113

0.844
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100H20>

100H202

100H20>

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

GTF21

HMOX1

HSF1

HSPALL

HSPA4

HSPA5

HSPAS8

HSPD1

HSPE1

HSPH1

KRT1

LPO

LTA

MDM2

MGST3

MIF

MSRA

NCF1

NCF2

NFKB1

NFKBIA

NOS2

NUDT1

OXSR1

PCNA

PDLIM1

PNKP

POR

PRDX1

0.808

1.083

0.963

0.918

0.610

0.813

0.799

0.916

1.343

0.514

0.264

0.264

0.799

0.435

1.071

0.922

0.782

0.680

0.699

0.640

0.406

1.343

0.889

1.182

1.051

0.588

1.606

1.707

0.954

0.378

0.673

0.749

0.830

0.057

0.411

0.181

0.385

0.355

0.028

0.239

0.239

0.493

0.042

0.740

0.680

0.137

0.082

0.382

0.020

0.129

0.286

0.403

0.646

0.936

0.262

0.172

0.354

0.661

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.168

0.489

0.606

2.060

0.868

0.660

0.957

0.847

1.059

0.875

0.667

0.667

0.332

0.528

0.940

0.942

0.686

0.395

0.386

0.373

0.062

0.190

0.705

0.900

1.029

1.211

0.631

0.594

0.669

0.533

0.042

0.017

0.157

0.097

0.103

0.697

0.055

0.775

0.529

0.078

0.078

0.045

0.183

0.710

0.591

0.072

0.086

0.080

0.002

0.002

0.055

0.036

0.445

0.938

0.608

0.043

0.025

0.048
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100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

PRDX2

PRDX3

PRDX4

PRDX5

PRDX6

PRNP

PTGS1

PTGS2

RADS50

SERBP1

SERPINE1

SOD1

SOD2

STK25

TNFRSF1A

TNFSF10

TP53

TPO

TXNRD1

TXNRD2

UNG

18S

ANGPTL7

ANXAS

APOE

ATM

ATOX1

BAX

CASP1

1.750

0.721

6.408

1.419

0.927

0.980

0.481

0.258

0.493

0.580

1.313

5.054

0.725

1.018

0.947

0.039

0.804

2.154

0.895

1.169

1.396

24.936

0.176

0.397

1.066

0.802

1.361

1.488

0.480

0.292

0.049

0.057

0.306

0.629

0.754

0.090

0.006

0.058

0.109

0.525

0.043

0.190

0.795

0.736

0.161

0.312

0.402

0.303

0.597

0.306

0.466

0.015

0.037

0.858

0.315

0.361

0.196

0.612

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.201

0.618

0.878

0.896

0.853

1.129

1.153

0.923

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.366

0.519

0.437

0.555

0.155

0.300

0.505

0.073

0.799

1.049

0.820

0.773

0.811

0.888

0.221

0.268

0.527

0.708

2.309

1.070

0.077

0.833

0.603

0.051

0.522

1.209

0.503

0.895

0.865

1.202

0.188

0.779

0.502

0.801

1.096

0.725

0.027

0.385

0.640

0.100

0.368

0.235

0.199

0.038

0.079

0.045

0.057

0.023

0.883

0.002

0.188

0.005

0.183

0.002

0.635

0.032

0.696

0.559

0.736

0.009

0.283

0.053

0.275

0.771

0.214

0.018
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FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

CASP10

CASP8

CAT

CCL21

CCL4

CCL5

CCNC

CCNG1

CCS

CHEK2

CSF2

CXCL10

CYP1A1

CYP2E1

CYP7A1

DDIT3

DHCR24

DNAJA1

DUOX1

DUOX2

DUSP1

EPHX2

ERCC1

FMO1

GDF15

GLRX2

GLRX2

GPX1

GPX3

0.457

0.387

44.886

0.493

0.542

0.035

0.582

0.879

0.967

0.761

0.611

0.290

0.274

0.377

0.243

1.004

0.919

0.464

0.670

1.049

0.518

1.106

1.049

3.002

0.584

1.720

0.966

0.841

0.477

0.088

0.045

0.001

0.076

0.394

0.044

0.044

0.548

0.792

0.631

0.271

0.304

0.104

0.350

0.209

0.992

0.906

0.001

0.208

0.853

0.093

0.708

0.716

0.038

0.355

0.107

0.899

0.410

0.107

1.289

0.957

1.055

0.650

1.647

0.700

0.950

0.957

1.027

0.810

1.117

1.196

1.061

1.429

1.217

0.825

0.796

0.904

0.877

0.854

0.866

0.887

1.037

0.551

1.268

1.271

0.944

1.034

0.857

0.753

0.808

0.710

0.351

0.372

0.166

0.756

0.834

0.803

0.705

0.797

0.861

0.383

0.119

0.660

0.600

0.326

0.094

0.403

0.548

0.183

0.612

0.452

0.234

0.665

0.042

0.501

0.846

0.630

0.400

0.449

5.166

0.748

0.084

0.003

1.024

0.862

0.606

0.636

0.294

0.000

0.193

0.953

2.387

0.355

0.978

0.611

1.076

0.862

0.259

0.922

0.900

4.284

0.385

0.767

1.026

0.463

0.399

0.056

0.017

0.224

0.324

0.019

0.003

0.830

0.525

0.005

0.427

0.057

0.008

0.044

0.819

0.458

0.011

0.938

0.099

0.879

0.619

0.023

0.673

0.631

0.021

0.212

0.048

0.922

0.006

0.046

135



FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

GPX4

GPX5

GPX6

GSR

GSS

GSTZ1

GTF2I

HMOX1

HSF1

HSPA1L

HSPA4

HSPA5

HSPAS8

HSPD1

HSPE1

HSPH1

KRT1

LPO

LTA

MDM2

MGST3

MIF

MSRA

NCF1

NCF2

NFKB1

NFKBIA

NOS2

NUDT1

1.032

0.280

0.327

1.080

1.076

0.599

0.626

1.262

0.859

0.595

0.548

0.533

0.825

0.825

1.449

0.488

0.397

0.377

0.681

0.458

0.957

0.872

0.664

0.880

0.972

0.653

0.438

1.205

0.902

0.844

0.217

0.319

0.540

0.710

0.092

0.002

0.279

0.103

0.196

0.036

0.069

0.249

0.106

0.268

0.040

0.373

0.350

0.320

0.103

0.840

0.509

0.010

0.356

0.939

0.025

0.141

0.598

0.506

0.904

1.429

0.87

1.018

1.054

0.971

0.774

1.165

0.892

0.648

0.899

0.655

1.033

0.900

1.079

0.950

1.507

1.429

0.853

1.053

0.893

0.945

0.850

1.294

1.390

1.020

1.078

0.897

1.014

0.324

0.119

0.857

0.769

0.735

0.685

0.307

0.529

0.338

0.381

0.528

0.084

0.741

0.154

0.520

0.680

0.292

0.119

0.710

0.895

0.429

0.517

0.268

0.155

0.513

0.814

0.644

0.731

0.921

0.976

0.953

0.875

0.733

0.787

0.991

0.904

0.570

0.541

1.334

0.78

0.433

0.989

0.763

1.142

0.831

1.005

0.953

0.283

0.556

0.840

0.890

0.583

0.510

0.537

0.380

0.067

0.170

0.716

0.890

0.819

0.616

0.203

0.206

0.922

0.496

0.069

0.011

0.425

0.208

0.015

0.930

0.003

0.493

0.365

0.986

0.819

0.035

0.251

0.363

0.365

0.003

0.167

0.201

0.003

0.001

0.023

0.067
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FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

FV+100H202

LPS10

LPS10

OXSR1

PCNA

PDLIM1

PNKP

POR

PRDX1

PRDX2

PRDX3

PRDX4

PRDX5

PRDX6

PRNP

PTGS1

PTGS2

RAD50

SERBP1

SERPINE1

SOD1

SOD2

STK25

TNFRSF1A

TNFSF10

TPS53

TPO

TXNRD1

TXNRD2

UNG

18S

ANGPTL7

1.088

1.128

0.501

1.549

1.772

1.221

1.533

0.629

5.807

1.382

0.802

0.96

0.450

0.256

0.417

0.495

1.050

6.319

0.600

0.949

0.813

0.007

0.726

1.472

0.882

1.207

1.387

20.744

0.940

0.810

0.868

0.178

0.201

0.329

0.287

0.393

0.013

0.049

0.336

0.132

0.644

0.062

0.024

0.043

0.071

0.908

0.050

0.085

0.497

0.389

0.001

0.182

0.677

0.283

0.531

0.312

0.482

0.703

0.921

1.073

0.852

0.964

1.038

1.279

0.876

0.873

0.906

0.974

0.866

0.981

0.935

0.992

0.847

0.854

0.800

1.250

0.828

0.932

0.858

0.166

0.903

0.684

0.985

1.033

0.993

0.999

3.298

0.412

0.905

0.672

0.723

0.551

0.216

0.215

0.256

0.799

0.803

0.406

0.792

0.676

0.982

0.156

0.023

0.254

0.532

0.186

0.123

0.468

0.350

0.233

0.593

0.902

0.499

0.981

0.999

0.180

0.829

1.104

1.032

0.609

0.617

0.856

0.700

0.916

0.743

0.753

0.702

0.871

0.207

0.265

0.446

0.604

1.847

1.338

0.064

0.776

0.518

0.008

0.472

0.826

0.495

0.925

0.860

1.000

1.000

0.184

0.855

0.937

0.046

0.032

0.434

0.214

0.145

0.502

0.329

0.041

0.195

0.022

0.059

0.033

0.032

0.036

0.452

0.004

0.103

0.052

0.000

0.001

0.796

0.029

0.780

0.536

1.000

1.000
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LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

ANXAS

APOE

ATM

ATOX1

BAX

CASP1

CASP10

CASP8

CAT

CCL21

CCL4

CCL5

CCNC

CCNG1

CCS

CHEK?2

CSF2

CXCL10

CYP1A1

CYP2E1

CYP7Al1

DDIT3

DHCR24

DNAJAL

DUOX1

DUOX2

DUSP1

EPHX2

ERCC1

0.509

2.123

1.001

1.242

2.052

17.792

1.142

0.862

8.688

0.659

6.448

13.070

0.568

1.020

1.596

1.197

2.074

4702.486

1.421

0.395

0.102

2.825

0.940

0.759

0.623

1.217

1.998

1.199

1.166

0.082

0.122

0.997

0.598

0.056

0.154

0.717

0.646

0.156

0.215

0.118

0.047

0.036

0.920

0.025

0.730

0.006

0.003

0.578

0.369

0.159

0.117

0.932

0.244

0.412

0.459

0.095

0.475

0.530

1.128

1.783

1.064

1.031

1.591

2.309

47.810

2.132

0.204

0.869

19.580

264.577

0.927

1.111

1.695

1.274

3.794

19397.572

5.506

1.499

0.510

2.320

0.814

1.478

0.815

0.990

3.343

0.962

1.152

0.511

0.077

0.729

0.924

0.101

0.067

0.017

0.016

0.221

0.747

0.002

0.004

0.666

0.610

0.006

0.638

0.018

0.000

0.039

0.078

0.551

0.079

0.464

0.145

0.683

0.967

0.024

0.847

0.531

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
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LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

FMO1

GDF15

GLRX2

GLRX2

GPX1

GPX3

GPX4

GPX5

GPX6

GSR

GSS

GSTZ1

GTF21

HMOX1

HSF1

HSPA1L

HSPA4

HSPA5

HSPAS8

HSPD1

HSPE1

HSPH1

KRT1

LPO

LTA

MDM2

MGST3

MIF

MSRA

0.701

1.518

1.677

1.259

1.814

1.195

1.057

0.294

0.374

1.473

1.366

0.605

0.692

2.215

1.589

0.446

0.703

1.231

0.835

1.081

1.269

0.588

0.395

0.395

2.406

0.824

1.139

0.979

1.139

0.324

0.461

0.169

0.433

0.074

0.654

0.783

0.229

0.371

0.137

0.164

0.083

0.077

0.004

0.015

0.018

0.105

0.457

0.290

0.408

0.468

0.074

0.369

0.369

0.081

0.633

0.584

0.919

0.182

0.129

3.293

1.239

1.230

2.231

2.148

0.926

1.499

0.995

1.389

1.338

0.980

0.856

2.046

1.649

0.486

1.153

1.515

1.045

1.180

0.945

1.143

1.499

1.499

3.012

1.896

1.064

1.062

1.458

0.016

0.107

0.456

0.028

0.007

0.074

0.642

0.078

0.995

0.193

0.113

0.844

0.533

0.042

0.017

0.157

0.097

0.103

0.697

0.055

0.775

0.529

0.078

0.078

0.045

0.183

0.710

0.591

0.072

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
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LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

NCF1

NCF2

NFKB1

NFKBIA

NOS2

NUDT1

OXSR1

PCNA

PDLIM1

PNKP

POR

PRDX1

PRDX2

PRDX3

PRDX4

PRDX5

PRDX6

PRNP

PTGS1

PTGS2

RADS50

SERBP1

SERPINE1

SOD1

SOD2

STK25

TNFRSF1A

TNFSF10

TP53

1.724

1.811

1.718

6.503

7.066

1.261

1.313

1.022

0.486

2.544

2.874

1.427

2.189

0.687

7.815

1.835

1.142

1.103

2.176

0.965

0.935

0.819

0.569

4.724

9.408

1.223

1.570

0.767

1.539

0.226

0.110

0.015

0.019

0.024

0.128

0.475

0.970

0.160

0.039

0.136

0.066

0.177

0.032

0.069

0.150

0.233

0.306

0.089

0.929

0.811

0.439

0.250

0.049

0.001

0.158

0.062

0.163

0.116

2.535

2.589

2.683

16.011

5.26

1.418

1.111

0.972

0.826

1.584

1.683

1.495

1.251

0.953

1.220

1.293

1.232

1.126

4.523

3.737

1.898

1.413

0.433

0.935

12.985

1.201

1.658

19.528

1.915

0.086

0.080

0.002

0.002

0.055

0.036

0.445

0.938

0.608

0.043

0.025

0.048

0.385

0.640

0.100

0.368

0.235

0.199

0.038

0.079

0.045

0.057

0.023

0.883

0.002

0.188

0.005

0.183

0.002

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000
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LPS10

LPS10

LPS10

LPS10

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

TPO

TXNRD1

TXNRD2

UNG

18S

ANGPTL7

ANXA5

APOE

ATM

ATOX1

BAX

CASP1

CASP10

CASP8

CAT

CCL21

CCL4

CCL5

CCNC

CCNG1

CCS

CHEK2

CSF2

CXCL10

CYP1A1

CYP2E1

CYP7A1

DDIT3

DHCR24

1.782

1.781

1.305

1.614

30.753

0.996

0.483

2.080

1.190

1.471

1.878

2.715

0.620

0.602

1.455

0.719

4.900

0.827

0.618

0.940

1.360

0.642

0.938

10.796

0.386

0.374

0.177

3.410

0.919

0.494

0.055

0.488

0.137

0.446

0.964

0.082

0.135

0.415

0.278

0.086

0.502

0.220

0.242

0.402

0.272

0.121

0.713

0.075

0.676

0.124

0.478

0.905

0.032

0.164

0.347

0.196

0.142

0.908

0.827

1.989

1.117

1.156

1.482

3.494

1.069

1.747

1.266

1.221

1.456

1.254

7.297

1.489

0.034

0.948

14.879

16.734

1.008

1.023

1.445

0.683

1.716

44.534

1.496

1.418

0.885

2.801

0.796

0.635

0.032

0.696

0.559

0.148

0.171

0.331

0.044

0.083

0.134

0.182

0.391

0.013

0.270

0.007

0.895

0.005

0.026

0.957

0.878

0.074

0.533

0.402

0.001

0.066

0.196

0.626

0.067

0.450

1.000

1.000

1.000

1.000

1.482

1.059

0.948

0.980

1.189

1.184

0.915

0.153

0.543

0.698

0.167

1.091

0.760

0.063

1.087

0.921

0.852

0.536

0.452

0.002

0.272

0.946

1.735

1.207

0.978

1.000

1.000

1.000

1.000

0.499

0.714

0.763

0.928

0.379

0.601

0.739

0.081

0.121

0.317

0.147

0.712

0.422

0.014

0.416

0.648

0.320

0.326

0.302

0.001

0.055

0.821

0.613

0.326

0.947

141



FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

DNAJAL

DUOX1

DUOX2

DUSP1

EPHX2

ERCC1

FMO1

GDF15

GLRX2

GLRX2

GPX1

GPX3

GPX4

GPX5

GPX6

GSR

GSS

GSTZ1

GTF2I

HMOX1

HSF1

HSPA1L

HSPA4

HSPA5

HSPAS8

HSPD1

HSPE1

HSPH1

KRT1

0.731

0.876

1.296

3.409

1.157

1.511

0.663

1.730

2.003

0.988

3.017

0.663

1.501

0.278

0.431

1.709

1.435

0.708

0.712

2.199

2.175

0.647

0.652

1.582

1.108

1.175

1.435

0.592

0.374

0.145

0.659

0.275

0.028

0.612

0.065

0.217

0.053

0.100

0.964

0.044

0.286

0.067

0.213

0.420

0.136

0.128

0.174

0.098

0.452

0.188

0.304

0.082

0.333

0.624

0.422

0.278

0.064

0.347

1.423

1.146

1.054

5.704

0.929

1.493

0.122

3.753

1.481

0.965

3.710

1.193

1.315

1.418

1.149

1.610

1.405

1.148

0.881

2.031

2.258

0.705

1.069

1.947

1.388

1.283

1.069

1.153

1.418

0.123

0.582

0.804

0.000

0.771

0.067

0.076

0.017

0.256

0.718

0.003

0.538

0.066

0.196

0.876

0.179

0.091

0.189

0.611

0.482

0.172

0.495

0.220

0.196

0.159

0.246

0.554

0.321

0.196

0.963

1.407

1.065

1.706

0.966

1.296

0.947

1.140

0.785

1.195

1.663

0.555

1.420

0.946

1.155

1.160

1.050

1.171

1.029

0.993

1.369

1.452

0.927

1.285

1.328

1.087

1.131

1.008

0.946

0.873

0.527

0.810

0.137

0.871

0.317

0.853

0.804

0.087

0.630

0.016

0.120

0.113

0.821

0.818

0.639

0.780

0.201

0.874

0.993

0.515

0.369

0.282

0.561

0.205

0.647

0.517

0.964

0.821
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FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

LPO

LTA

MDM2

MGST3

MIF

MSRA

NCF1

NCF2

NFKB1

NFKBIA

NOS2

NUDT1

OXSR1

PCNA

PDLIM1

PNKP

POR

PRDX1

PRDX2

PRDX3

PRDX4

PRDX5

PRDX6

PRNP

PTGS1

PTGS2

RAD50

SERBP1

SERPINE1

0.374

1.224

0.437

1.124

0.924

1.041

1.008

1.878

2.149

4.626

5.681

1.613

1.517

0.650

0.365

2.712

2.619

1.377

2.225

0.654

1.477

2.099

1.084

1.315

0.659

0.757

0.641

0.742

0.569

0.347

0.500

0.030

0.569

0.719

0.877

0.963

0.179

0.006

0.038

0.006

0.208

0.309

0.562

0.077

0.039

0.153

0.270

0.178

0.017

0.045

0.084

0.393

0.271

0.195

0.713

0.153

0.277

0.345

1.418

1.532

1.005

1.050

1.002

1.331

1.482

2.685

3.357

11.39

4.229

1.815

1.284

0.619

0.621

1.688

1.534

1.443

1.271

0.907

1.167

1.479

1.169

1.343

1.369

2.930

1.301

1.279

0.433

0.196

0.307

0.986

0.581

0.986

0.333

0.095

0.093

0.001

0.026

0.012

0.146

0.181

0.442

0.166

0.139

0.217

0.223

0.049

0.387

0.246

0.073

0.340

0.248

0.211

0.232

0.056

0.133

0.164

0.946

0.509

0.530

0.987

0.944

0.913

0.585

1.037

1.251

0.711

0.804

1.280

1.155

0.636

0.752

1.066

0.911

0.965

1.016

0.951

0.957

1.144

0.949

1.192

0.303

0.784

0.686

0.905

1.000

0.821

0.140

0.179

0.931

0.710

0.723

0.229

0.930

0.135

0.287

0.563

0.456

0.420

0.440

0.390

0.822

0.750

0.892

0.945

0.356

0.667

0.636

0.434

0.445

0.024

0.756

0.148

0.522

1.000
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FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

FV+10LPS

SOD1

SOD2

STK25

TNFRSF1A

TNFSF10

TP53

TPO

TXNRD1

TXNRD2

UNG

1.043

5.241

1.536

1.276

0.593

1.708

2.165

1.353

1.611

1.621

0.933

0.012

0.114

0.252

0.017

0.358

0.398

0.335

0.188

0.137

0.206

7.234

1.508

1.347

15.105

2.126

1.005

1.512

1.378

1.161

Tabelle A6: Detaillierte Ergebnisse des Angiogenesearrays

Stimulation

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

18S

AHR

AMOT

ANGPT1

ANGPT2

ANGPT4

ANGPTL1

ANGPTL2

ANGPTL3

ANGPTL4

BEST1

BMP4

CCL2

CCL5

gegen
Ko

RQ

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

1.000

p-Wert
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

1.000

0.022

0.021

0.135

0.130

0.209

0.234

0.984

0.222

0.088

0.529

0.221

0.557

1.256

0.813

0.773

1.110

1.215

0.760

1.234

1.005

gegen KoCl:

RQ

4.939
0.985
0.653
1.946
0.192
0.445
0.875
0.285
1.257
2.499
1.304
0.548
0.472

2.381

0.029
0.124
0.321
0.241
0.167
0.838
0.632
0.401
0.493

0.975

p-Wert
0.174
0.959
0.216
0.545
0.003
0.081
0.613
0.009
0.547
0.250
0.323
0.259
0.140

0.563
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

CD44

CDH1

CDH2

CDH5

CDO1

CHGA

COL4A2

COL4A3

CSF2

CSF3

CXCL10

CXCL11

CXCL12

CXCL2

DCT

EFEMP1

ENPP2

EPHB2

F2

FADS1

FBLN5

FGF2

FGFR2

FLT1

FN1

FRZB

FST

GJAl

GRAMD3

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.816

0.538

0.920

0.556

0.517

0.781

15.501

0.445

1.202

0.902

0.444

0.447

0.388

1.114

0.490

0.481

0.263

1.184

0.813

0.491

0.604

0.815

0.637

0.256

0.443

0.375

0.116

0.544

0.592

0.402

0.230

0.816

0.164

0.212

0.270

0.350

0.102

0.735

0.735

0.152

0.179

0.227

0.719

0.305

0.110

0.095

0.761

0.300

0.223

0.294

0.436

0.101

0.049

0.066

0.101

0.004

0.054

0.168
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

GRN

HEY1

IFNB1

IFNG

IL12A

ITGAV

ITGB3

KDR

KIT

LAMP2

LEP

LYVE1

MDK

MET

MITF

MMP2

MYRIP

NRP1

NRP2

PDGFRB

PECAM1

PLG

PMEL

PRL

PROK1

PROX1

RBP1

RDH10

RDH11

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.876

1.366

1.150

0.549

0.751

0.654

0.787

0.455

0.273

0.628

0.665

0.665

0.832

0.706

0.455

1.439

0.560

1.692

0.526

0.807

0.675

0.828

0.233

0.447

0.665

0.677

1.771

0.825

0.472

0.453

0.317

0.842

0.096

0.552

0.176

0.609

0.327

0.029

0.225

0.509

0.509

0.661

0.301

0.252

0.749

0.324

0.635

0.087

0.556

0.433

0.814

0.157

0.179

0.509

0.342

0.574

0.202

0.101
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Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

Kontrolle

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

RPEG5

SERPINC1

SERPINF1

SFRP5

SLC16A1

SLC4A2

TEK

TGFA

TGFB1

THBS1

TIMP2

TNFSF15

TNMD

TNNI1

TRPM3

TTR

TYR

TYRP1

VEGFA

VEGFB

VIM

18S

AHR

AMOT

ANGPT1

ANGPT2

ANGPT4

ANGPTL1

ANGPTL2

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.032

0.951

0.795

0.868

1.254

0.468

0.488

0.932

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.071

0.850

0.400

0.713

0.450

0.312

0.075

0.774

0.950

0.589

0.387

0.669

0.782

0.547

0.587

0.643

1.001

1.009

0.695

1.439

0.419

1.010

0.313

0.364

0.165

0.530

0.542

0.522

0.898

0.157

0.937

0.519

1.689

0.240

0.208

0.427

0.266

0.842

0.283

0.106

0.306

0.550

0.175

0.154

0.412

0.999

0.984

0.252

0.617

0.296

0.984

0.065

0.082

0.028

0.387

0.158

0.187

0.694

0.105

0.852

0.095

0.618

0.016

0.097

0.018

0.010
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FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

ANGPTL3

ANGPTL4

BEST1

BMP4

CCL2

CCL5

CD44

CDH1

CDH2

CDH5

CDO1

CHGA

COL4A2

COL4A3

CSF2

CSF3

CXCL10

CXCL11

CXCL12

CXCL2

DCT

EFEMP1

ENPP2

EPHB2

F2

FADS1

FBLN5

FGF2

FGFR2

0.357

0.726

0.691

0.794

0.684

0.453

0.735

0.663

0.758

0.618

1.016

0.797

0.585

0.997

0.663

0.819

0.509

0.657

0.728

0.559

0.451

0.976

1.208

0.752

0.490

0.370

0.894

0.812

0.926

0.070

0.556

0.379

0.542

0.365

0.145

0.179

0.338

0.297

0.229

0.970

0.169

0.362

0.993

0.234

0.519

0.245

0.416

0.650

0.161

0.265

0.939

0.724

0.461

0.089

0.050

0.677

0.568

0.703

0.449

1.814

0.900

0.435

0.323

1.078

0.599

0.356

0.697

0.344

0.525

0.622

9.074

0.444

0.797

0.739

0.226

0.293

0.283

0.623

0.221

0.469

0.317

0.890

0.399

0.182

0.540

0.662

0.591

0.108

0.412

0.794

0.008

0.008

0.956

0.095

0.101

0.311

0.005

0.025

0.075

0.414

0.014

0.676

0.405

0.047

0.023

0.038

0.272

0.008

0.011

0.011

0.841

0.041

0.044

0.226

0.32

0.033
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FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FV

FLT1

FN1

FRZB

FST

GJAL

GRAMD3

GRN

HEY1

IFNB1

IFNG

IL12A

ITGAV

ITGB3

KDR

KIT

LAMP2

LEP

LYVE1

MDK

MET

MITF

MMP2

MYRIP

NRP1

NRP2

PDGFRB

PECAM1

PLG

PMEL

0.933

0.865

0.921

1.914

0.978

1.139

0.896

0.877

0.195

0.609

0.862

0.742

0.918

0.410

0.630

0.638

0.657

0.657

0.717

1.057

1.090

0.754

0.899

0.762

0.814

0.949

0.921

0.702

1.097

0.885

0.549

0.845

0.101

0.866

0.659

0.401

0.333

0.188

0.124

0.738

0.381

0.831

0.202

0.252

0.473

0.416

0.416

0.085

0.863

0.849

0.262

0.725

0.482

0.385

0.835

0.772

0.498

0.914

0.239

0.383

0.345

0.222

0.532

0.674

0.785

1.198

0.224

0.334

0.647

0.486

0.723

0.187

0.172

0.400

0.437

0.437

0.597

0.747

0.496

1.086

0.503

1.289

0.429

0.766

0.622

0.582

0.256

0.015

0.080

0.019

0.010

0.006

0.134

0.24

0.539

0.038

0.004

0.225

0.078

0.391

0.120

0.013

0.205

0.162

0.162

0.286

0.203

0.018

0.941

0.269

0.811

0.100

0.401

0.371

0.512

0.135
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FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV
FV

150CoCl;

150CoCl:

PRL

PROK1

PROX1

RBP1

RDH10

RDH11

RPEGS

SERPINC1

SERPINF1

SFRPS

SLC16A1

SLC4A2

TEK

TGFA

TGFB1

THBS1

TIMP2

TNFSF15

TNMD

TNNI1

TRPM3

TTR

TYR

TYRP1

VEGFA

VEGFB

VIM

18S

AHR

0.657

0.657

1.313

1.079

0.871

0.770

1.027

1.048

0.781

0.818

0.854

0.693

0.661

0.889

0.857

0.850

0.755

0.750

0.345

0.530

0.978

0.722

1.429

0.969

0.997

0.793

0.787

0.202

1.015

0.416

0.416

0.282

0.869

0.408

0.451

0.900

0.915

0.624

0.325

0.646

0.347

0.237

0.811

0.373

0.264

0.306

0.291

0.209

0.280

0.957

0.448

0.455

0.933

0.993

0.531

0.343

0.174

0.959

0.293

0.437

0.889

1.911

0.718

0.363

0.975

0.617

0.302

0.547

0.668

0.379

0.388

0.572

0.858

0.857

0.524

1.079

0.145

0.535

0.306

0.263

0.235

0.514

0.540

0.414

0.707

1.000

1.000

0.023

0.162

0.769

0.534

0.081

0.026

0.892

0.152

0.034

0.168

0.225

0.016

0.009

0.043

0.848

0.732

0.065

0.913

0.038

0.094

0.031

0.023

0.052

0.347

0.090

0.077

0.165

1.000

1.000

150



150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:
150CoCl:

150CoCl:

AMOT

ANGPT1

ANGPT2

ANGPT4

ANGPTL1

ANGPTL2

ANGPTL3

ANGPTL4

BEST1

BMP4

CCL2

CCL5

CD44

CDH1

CDH2

CDH5

CDO1

CHGA

COL4A2

COL4A3

CSF2

CSF3

CXCL10

CXCL11

CXCL12

CXCL2

DCT

EFEMP1

ENPP2

1.532

0.514

5.222

2.245

1.143

3.508

0.796

0.400

0.767
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ABSTRACT
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Purpose: Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of severe vision loss in industrialized
nations. Important factors in pathogenesis are oxidative stress, inflammation, and, in the wet form of AMD,
angic is. Fucoidans, sulfated polysaccharides from brown algae, may have antioxidant, anti-inflammatory,
and antiangiogenic effects. In this study, we established specific gene expression panels for inflammation,
oxidative stress and angiogenesis in porcine retinal pigment epithelium (RPE), and investigated the effect of
fucoidans on gene expression under different noxious agents.
Methods: Primary porcine RPE cells cultured for at least 14 days were used. Using viability assays with tetra-
zolium bromide and real-time polymerase chain reaction of marker genes, positive controls were established for
appropriate concentrations and exposure times of selected noxious agents (lipopolysaccharide (LPS), Hy0a,
CoCly). Three different AMD relevant gene panels specific for porcine RPE for inflammation, oxidative stress, and
i is were blished, and the influence of fucoidans (mainly Fucus vesiculosus; FV) on gene expression
was investigated.
Results: The following was shown by gene expression analyses:
(1) Inflammation panel: Expression of 18 genes was affected under LPS (three days). Among them, LPS increased
genes for interleukin 1 receptor 2, interleukin 8, cyclooxygenase-2 and vascular cell adhesion protein 1
expression which were diminished when FV was present.
(2) Oxidative stress panel: Under stimulation of Hy0, (one day) and LPS (one day), expression of a total of 15
genes was affected. LPS induced increase in genes for superoxide dismutase-1, C-X-C motif chemokine 10, and CC
chemokine ligand-5 expression was not detected when FV was present.
(3) Angiogenesis panel: Under stimulation with CoCl, (three days) expression of six genes was affected, with the
increase of genes for angiopoietin 2, vascular endothelial growth factor receptor-1, and follistatin being
diminished when FV was present.
Conclusion: Three specific gene expression panels for porcine RPE that map genes for three of the major path-
ological factors of AMD, inflammation, oxidative stress, and angic is, were blished. Further, we
demonstrated that fucoidans can reduce stress related gene activation in all of these three major pathogenic
pathways. This study is another indication that fucoidans can act on different pathomechanisms of AMD
simultaneously, which provides further evidence for fucoidans as a possible drug for treatment and prevention of
AMD.
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P. Darschwans a ol

1. Introduction

Agerelated macular degeneration (AMD) is the main cause for ce-
vere vizion los: and blindness of the eldedy in industrialized nations,
with increasing incidence (Bourne =t al | 2010). The cument global
prevalence iz 196 million affected people and io estimated to srow
208 million by the year 2040, The disease can be divided in sary and
late stages. In the earky stzge, changes of the retinal pigment epithelivm
[RPE] and Bruch's membrane occur in the macular region, mainly in the
form of accumulation of age-related drusen of different sizes (Thanz and
Sivaprazad, 20210 Later, AMD may procesd to the late dry form in
which the function of the RPE iz hampered and Jesenerative changes
oocur, with secsraphical atrophies developing over time, or to the wet
[exwdative) form in which abundant vascular endothelial srowth factor
[VEGF) leads to outzrowing blood vessels and adema which may rupture
the retina; the latter resulting in mare rapid vision loss (Mischell =t al |
2013; Wong et al | 2071 4). Currently, the cnly treatment option xilable
are anti-VEQGF thermapeutics for exudative AMD, which ne=d to be
injecte] into the eye on a regular basiz; a bunden for both patients and
health care pncw:ld.ﬂ:: (Schmidi-Exfurth =t al, 2014 The ireatment
slowen dowen the progression of vision lom, but does not cure the dizease.
Hence, better options for treatment ar prevention of the Jevelopment of
late forms are necessary.

AMD i mainly associated with aging, with genetic susceptibility and
life style as contributing rick factors (Heesterbesk =t 2l 2020). Different
pathological pathways contribute and interact with sach other in AMD
development, such ag oxidative streas, angiogenesiz, and inflammation
(Datta et al, 2007; Miller, 2016; Shaw et al | 2016). The main tissues
involved in the development of thiz Jegensrative dicease are RPE,
choroid, Bruch’s membrane and the photoreceptors (Bhutto and Lutsy,
2012). The RPE as the supportive laper for the photareceptors has many
functione (Straus: 2005), Lndud.l'.ng secretion of VEOP to fansstrare the
chorpidal endothelivm (Blazuwgeer: =t 2l 1999), protection against
oxidative ctrezz, &n by up regulation of antioxidative factars like ou-
clear factar Eryd::\oid-z ralated factor 2 (NRPZ) (Ilstiner, 20 12}, for-
mation of the outer blood-retina barrier, regulation of the immune
response and cuppremion of the complement gyotem ([etmer and
Foider, 2021). With ageing, oxidative Jefence capability decreazes and
hypoxia and other factors may increase VEOF secretion (Sachdsra eral |
2014 Paby et al, 2014). Also, proinflammatary activation of BPE via
stimulation of toll-like receptors (TLR) has been cugsested as another
important factor for AMD development (Fetiner and Roider, 2021;
Dattz et 2l , 2017

An ideal druz azgainst AMD would target all thece factors, thersby
preventing the progression in a multi-factorial way. Recent evidence
sugmest that fuccidans may hawve the potential to be such a drug
Fucoidans are sulfated fucose-containing polysaccharide-constituents of
the cell wall of brown algae and have manifold biclogical activities,
(Darschmann and Flettner, 2020 Pomin, 2016). In this otudy we utilize
commerrially availsble and pure fucoidans from Sigma-Aldrich from the
species Pucws vesicnlosis (PV). It was previously chown that fucoidans
can reduce VBOF cecretion anmd Jdo not influence cell wiabiliey
{(Darcchmann et al |, 201 Oa; Bitthau etal, 2019). Purthermare, fuccidans
reduce the expreszsion of VEOF and angiozenesiz in Matrigel-=ndothelial
oulgruwﬂ: models (Dithmer ez 2l 20714). In other ocular cell models it
akso exhibitn antioxidative effects (Dithmer =t al |, 2017; Dorochmann
=t al, 2021). In addition, it was shown that focoidan: decrease
pro-inflammatary cytokine secretion(Dorschmann e 2l |, 2023)

RPE cell culture derived from porcine material is an excellant model
of human BPE cells and can mimic impartant aspects of AMD develop-
ment [Schnichels et al | 2021). Purthermaore, parcine eyes can be ob-
tained as waste material from food production and therefore can be a
way to reduce animal experiments, following the SR principle (Dia=
=t al, 20200, The porcine eye is very gimilar to the human eye resanding
anatomy, size, and retinal cpecification (both Jiumal mammals)

Experivaental Eye Resaanch 231 (2025) M0G0

{Middl=ton, 20 10, Schpichels et 2l | 2021%

In this ctudy, we aimed to establich thres Jifferent gene expreszion
panels for porcine retinal pigment epithelivm (inflammation, oxidative
stress, angiogenesis), each cpecifically Jesignated for one of the patho-
logical pathways of AMD. For each of thess panel:, genes were chosen
that are hallmarks for the corresponding pathological pathway andfor
are imvalved in the development of AMD, based on purchazable human
gene arrays for age-relatsd macular Jdegenermtion, ansiogenesic,
inflammation and toxicity. Oenes of particular interest were chooen
bazed on a AMD genome study from 20016 (Fritache et al | 2016),
BPE/chorpid /retina relevant studies (Butler =t 2l 2021; Voist et 2l
2019) and based on proteins which have proven of interest in previous
studies of our group (e.g. inflammarory cytokines ILTB, IL&, CXCLE, TNF
(Di=trich ez al | 20200 and VEOF and it receptor related gens= VEGFA,
KDR and PLT] (Désschmann er 2l , 2020k3). Obviowsly, all human senes
were changed to the comresponding parcine one=z. To our knowledze,
nooe of ouch gene expreszsion panels exist currently for porcine RPE
These gene armay panels can be used 2o a standan] sene expression
ser=ening method for investizating potential AMD treatment and pre-
vention drugz, in accordance with the 3B priociple (replacement,
reduction and refinement of animal experimentz). Using these pens
array panels, we found that fuceidans could ameliorats gene sxpression
in all three major AMD pathological pathwayz, sugsesting that fiscoddans
could be a promising compound for AMD prevention andfar treatment

2, Methods

2], Gell culoure

All experiments were conducted with primary porcine RPE cells,
prepared from piz eyes an previously described (Tdettner and Boider
2021} In brief, adjacent timue of the pig eye was removed, as well az
cormea, iriz, ciliary body, retina and the vitreous body. RPE was de-
tached with oypoin/ethylensliaminetetraacetic  acid (EDTA,
Pan-Biotach, A.ld.m]:ar_l:, Germany; FP10-023100). Calls weare cult-
vated in HyClone Dulbecco’s Modified Bagle's Medium (DMEM, GE
Healthcare, Miinchen, ermany; #5H30022.01) with 1% nop-esential
amino  acids (Pan-Biotech; FP00-321000, 25% 4(2-hypdros-
yethyll-1-piperazinesthanesulfonic  acid  (HEPES, Pan-Biotech;
FPO5-01100), 1% penicillin/srepromyein (Sigma-Aldrich, 5t Louis,
MO, UsA; #P4333) and 10% fetal calf cerum (LINARISHlue,
Wertheim-Battingen, Germamy; F5EF3119KYA) For each culture, cells
were pooled from owebre eyes, sesded in 12-well or 24-well plates
(Sarctedt, Niimbrecht, Jermamy; $33.3921 or #33.3922), and culs-
vated for two weeks until confluence. The usage of porcine eyes from
wraste material for experimental purposes wan conducted in apreement
writh the animal welfare officer of the Univermity of Kiel. Acconding to the
Jerman animal welfare act (TierSchid), and iz not conziderad to be an-
imal research, but an alternative to the use of animals in research.

22 Stimudation

Far cell viability acsayz, cells were stimulated with 1 or 10 pg/mlL
lipopalysaccharide (LPS, Merck, Darmctadt, Germany; #L4524), 10 or
100 pe/ml polyinosinicpolycytidylic acid (paly LC (PIC), Tocsis
Binocience, Bristol, UK 4267107, 100, 200, 300, 500, 750 oz 1000 uM
HzOg, 100, 200, or 300 pM eorr-bucyl hydroperoxide (TBHP, Merck;
F014006), 20 M Erastin (Sisma-Aldrich 329600), or 25, 75, 100,
150, or 250 pM CoClz (Sigma-Aldrich; $232696) for variou: time pe-
riods to induce inflammation, oxidative ctress, or angicgenic cignaling,
respectively. From those, suitable concentrations of stremors wers used
in pene expression assays. Concerning fucoidan treatment, celly wers
stimulated with 50 pe/ml fucoidan (PV fucoidan) from Pucus vesiculosus
{Sigma Aldrich; Car-Mo: P5631, Lot #5LET5471). Test concentrations
are based on previous studies with best outcome in biological activities
(Dietrich et al , &

: Darschmann et al., 20193, 20019k; FKletner
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20200 FY fuccidan was also used for the gene arrays. Additionally, we
tested 50 pg/ml of the fucoidans Puc] and PucBB04, kindly provided by
Alginar ASA (both Laminaria kyperbarea (LH), 1550 hDa and -2000 kDa,
respectively) and ensymacically extracted SL-P2 (Saccharing latizsima),
Lindly proved by Technpical Univemity of Denmadk (Mzuyen et al,
20200, in gens expresion asmays. PV, Fucl and SL-P2 already displayed
promizsing results in recent studies (Dorcchmann ec al 20019k, 20202,
2021, 2023) and PucBB04 was adiditionally tested a5 a new LH fucoidan,
expected to show pimilar effects as the LH fucoidan Pucl.

23 Cell viokilisy

Cell viability was tested with thiazolyl blue tetrazolivm bromide
[MTT) asoay (Fisz et al, 2004). In brief, media of treated cell cultures
Pan Biotech; FP04-37500) and incubated with 0.5 mg/ml MTT (Siz-
ma.—.l'-\l\hch 2M2128) for 2 h at 37 “C. MTT was removed and cells
dizzalved in -J.I.IBEHJ'F]. sulfoxide (Carl Both, Farlsruhe, Jermany;
FAQDE 1) Ahwb:n::wmmJ\nﬂ:rbeplmnﬂnlﬂEhDDDtmn—

Tek, Bad Priedrichchall, Germany) at 550 nm.
2.4 Quantitetive polymerase chain reaction

After treatment of APE, BNA was isolated with Purelink™ BMA Mini
Fit (Thermo Ficher Scientific, Waltham MA, USA; #12133018A) as
dezcribed in the manufacturer’s instruction. Genomic DA was digested
with Purelink™ Diaze Set (Thermo Pisher Scientific; #121550000.
BMA wan eluted with 20 pl BMNace free water. Concentration and purity
of BMA was amessed with MNanoDirop™ One oystem (Thermo Ficher
Scientific). The cDMNA was transeribed by using 1.5 pg RMA per 25 pl for
the High-Capacity cD¥A Reverse Tranceription Kit (Thermo Ficher Sci-
an.l:i.ﬁ:; F4365014) without RMase inhibitor, au:\unl.i.ng to the manual
The cDMNA waz uzsed without further analymic for real-time polymerace
d::lnm:hm{qm] with Taghfan™ gene sxprascion assays [d.velal:e]
S(E]tar'b-myﬂ sraave binder (FAM-MOB]}, pacsive
reference dfv: :m:bmcyrhnd:mun: (ROX]) and Taghlan™ Fast Adbranced
Mazrer Mix {both Thermo Pizher Scientific; #4331 182 and #4444356),
ac Jdescribed in the instructions for the master mix For gPCR, the
(CuantStudio 3 system with Design and Analynic Software was used
(Thermo Pisher Scientific). Por establischment of positive controls for the
gens panel:, a selection of primers was wsed (L6, LG, NKAP for
inflammation; S0D], G55, CAT for oxidative stress; ANGPT2, VEGFA,
TGFE] for angiogenenis) and tested in triplicates on Microamp™ Fast
Optical reaction micratiter plates {96 wellz) (Thermo Ficher Scientific;
F4346906). For the gene paneln, self-Jesizned mene array places with 96
baced on pre-decigned human zene panel: of Thermo Picher Scientific
for AMD, inflammation, oxidative stress and angiogenesiz; when human-
with other suitable porcine genes. Genes for positive contrals were alo
included in the plates with thres endogenous controls for each panel A
lizt of all enes and their full name par panel iz depicted in the oupple-
mental Pigures (Fizo. 51-53) with endogenous control: marked grey. Por
normalization of gene expression the AACT method was used for eval-
uation {Livak and Schmittgen, 2001). ACT (=CT [g‘:nl:nf.'um:rmt] -CT
(howsekesping senel), AACT (=ACT (treated sample) - ACT (untreated
zample)) and relative fold sene expression level RO (= 27 2*T) syere
determined with clowd software Thermo Pisher Connect with the RO
moidule (relative quantification). The B value represents the mormal-
izad (to endosenous control) and relative sxponential gene sxprezcion
compared to another condition. For example, an R of 2.0 means that
thiz gene of this condition iz two times more exprezoed then the refer-
ence group and 0.5 means it is two times leco expressed then the refer-
ence group. Beganling B} oettingz, Anabmiz Type was “Singleplex™,
confidence level was “off, limit by ctandand Jdeviation was “17,
Benjamin-Hochbers faloe discovery was “off”, maximum allowed CT
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waz “36” and include maximum CT in calculation was “on”. Valwes of
specific endogenous controls were used for normalization and depend-
ing on the biological guestion the control or stress contral was oet o
-1

2.5 Semtitical analysis

All experiments were independently conducted at least three timez.
The Diagrams, mean values and standand deviation of cell viability data
were generated with Microooft Excel (Excel, 20010; Microsoft, Redmond,
WA, USﬁ]aan'P‘].ﬂmmmlu:.mimd:dwd zoftware Thermo
Ficher Connect, ren=rating tables and wolcano plots. Statistical analyzic
was performed with OraphPad Prizm 9 (OraphPad Software, Inc., San
Dieso, CA, USA, 2021 for cell viability data and Thermo Picher Connect
far the PCR Jata Beganling cell wiahility data, test for normality was
conducted with Shapiro-Wilk test and cignificances were determined
\lr.il:l:lun:—::mplcm:t PCR Jdata was evaluated with stest of Thermo
Ficher Connect without Benjamini-Hochbers correction to avoid false-
negative results. Data wan described 2o significant with p values < 0.5
and relevant with a B} of < 0.5 or > 2.0

3. Results
5.1. Testing el viabiity for oppropricte noxious agsert concentration

Cell wviability was tested to identify appropriate noxious agent
capable of activating a celection of enes that could be used ac pogitive
consrols for the respective gene arrayo Por this, already establiched
apents were uoed amd tested for appropriate stimulations times and
concentrations baced on former stodies (Fletmer et al, 20000
Diorschmann et al 20192, 2021; Bana eral |, 20019). We uoed MTT assam
in order to find the highest possible concentrations withowt relevant
whed normally (Shapire-Wilk tect) and one-cample s-test was conduct=d
to test cignificances. Diagrams reprecent the mean value of three inde-
pendent experiments with ctandard deviation and Jdata was cet in rela-
tion to the untreated control which was 100%. RPE cells were treated
after preparation and culthvation for owo wesks, until reaching
confluence.

Beganding the inflammation panel, we tezted 1 and 10 pz/ml LPS
{Fiz. 1a) aswell as 10 and 100 pa/ml PIC (Fiz. 1b) o primary poocine
BPE cells for one, threes and ceven days. Nooe of the pro-inflammatory
agents chowed significant effects on viability. So, for further experi-
ment the highest tested concentrations and all time perinds wers
suitahle.

In the oxidative stress panel, RPE wan stimulated with 200 pM HpO,,
300 M TBHP or 20 pM eractin for 4 h (Fiz. 2a), 100, 200 or 500 pM
THHF for one, three and seven dayz (Fiz. 2b), 100 and 200 or 300 pM
Ha0y for ane, three and zeven days (Fiz. 2c) and with 500, 750 or 1000
uid HzOz for four and 24 h, respectively (Fiz. 2d). None of the tested
agents chowed significant effects on wiability excepe 20 PM erastin (4 h)
and 1 mM HzOg (4 b} which reduced cell wishility to S0% & 2% (p =
0.0152) 2nd 63% -+ 10% (p = 0.0333), respectively. We exchaded 20 pM
eractin and 1 mM Hy0; from further tecting.

Finally, for the angiosenesic panel, hypoxia-inducing CoClz was
tested in BPE. The cells were stimulated with 25, 75, 100, 150, ar 250
ui CoCl: for one and three days, respectively (Fiz. 30 None of the
applied concentration: chowed effect: on viability except 2 modest
reduction with 250 pM CoCls after thres days, which redwced call
viability to G7% L+ 4% (p = 0.0444). We excluded this concentration
from further testing.

3.2 Estohlishment of pasitive controls for sone arrays with sene
EXPression Easays

To establich gene arrays for AMD related factors, following pogitive
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Fig. 2. Cell wiability under oxidative stress. Primary porcine retinal pigment epitheliom cells (RPE) were prepaned and cultivated for two weeks until reaching
confluence. Canfluent cells were treated with 200 M HyO,, 300 381 tert-buty] hydropercodde (THHP), or 20 gM erastin, for 4 b (a), 100, 300, or 300 g0 THHP for
ane, three, and seven days (b, 100, 300, ar 300 ;M HOs for one, three, and seven days () or with 500, 750, or 1000 M HaO, for four and 24 hi{d). Data was tested
for normal distribation with Shapino-Wilk test and was normally distributed. Data was caleulated relative to the untreated control, set to 1008, One.sumple & test was
conducted to test for significances. *p < 0.05; n = 3 (number of independent experiments).

control zenes were select=d: 105, ILS, NIAP as inflammation markers,
5007, G55, CAT ac oxidative ctress markers and ANGPTZ2, VEGFPA,
TOFB] as angiogenesis markers (L=uns e al, 200%; Liv et al | 2020
Mlakar et al.| 2012; Kim et al., 2021; Sreebumar et al., 2021; Ozera etal,

J21. W#mmhmwm

To establich the pocitive L ion eme array,
OAIDH, ACTB miMImdlmmmmingmummnlﬂﬁxﬂ.ﬂ
expresoion. Both LPS (1 and 10 pe/ml) and PIC (10 and 100 pe/ml) wers

2015; Lazzara et al, 2020; Qin et al, 20200 The highest pocsible con-
was chosen from the previous assays. Different stimulation times (one,
thres, seven days) was imvesticated to choose appropriate times for the
mgene arrayz. The moot suitable agent, in the right concentration and time
ﬁnmqludmeh:lnghnﬂpmmhl:-m:mbnn,mdlmm_

cignificances are given in Tabls 1. Alresdy on day 1, 10 pz/ml LPS and
100 pa/ml PIC increased ILS sxpression signd - On day 3, all
teste] agents increased gene sxpression except for 100 pe/ml PIC, with
10 pe/'mL LPS leading to an extremely high relative fold zene expression
level of 194. On day 7, no cignificant data was achieved, possibly
because of a manifestation of Jef: mechanioms of the BPE cellz.
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Fig. 3. Cell wiability under hypaoxia. Primary porcine retinal pigment
epithelivm cells (RPE) were prepared amd oaltivated for two weeks uniil
reaching confluence and treated with 25, 75, 100, 150 or 250 pM CoCl; for one
and three days. Data was bested for normal distribution with Shapiro-Wilk test
and was noamally distributed. Data was calculated relative o the untreabed
comiral, set to W%, One-sample rtest was conducted to test for significances.
“p = 005 n = 3 (number of independent experiments).

Hence, for ascezoment of the remaining two genes, the 7-lay sxperiment
waz excluded

The ACTE control was found not suitable, zince it was clightly
influenced by pro-intlammatery activation (data not chown), therefore,
only GUSH and GATDH were uwed for further experiments.

IL6 and NEAP expression was investizated in RPE cells after stimu-
Iation with LPS and PIC for 1 and 3 dayz (T=ble 7). After duy 1, IL6
decreased. Purthermare, 100 pzvml PIC increased L6 exprescion
sigmificantly after one day. In addition, on day 3, 1 jz/mL LPS increaged
IL6 expression, while 10 pz/ml LPS increased both [L6 and NEAP
expremion sgnificandy. Stimulation with LPS at a concentration of 10
pe/mL for 3 dayz was chosen for further experiments.

In addition to using PV, two other fucoidans were tested to investi-
gate pomible anti-inflammatory effects (Table 30 These fucoidans
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cigmificantly to 0,462 (p = 0.160), compared to stimulation with LPS
alone. The expresmion of IL6 chowed a tendency to decrease by the
presence of PV, Pucl and SL-P2, which Jdid not reach significance, from 1
to 0452 (p = 0.142), 0630 (p = 0.330), and 0.462 (p = 0.160),
respectively. MFAD expression Jisplayed a modest but incignificant
decreaze from 1.000 to 0542 (p = 0.369) for FV, and from 1.000 to
0.774 (p = 0.335) for Fucl, while SL-F2 displayed an insignificant in-
crease from 1.000 to 1.236 (p = 0.564). Taken together, only PV and
Fucl displayed a nignificant decrease in LPS induced expression of IL8.

3.22 Esmblishment of positive controls for oxidative sirezs sene amay
Az positive controls for the oxidative stress gene ammay CAT, G55 and
5007 were tested, while GAPDH, ACTE and GUSE were used ac
endogenous controlz. We stimulated BPE cell with 100-750 g Ha0sz,
300 ar 300 yM TBHP, 20 iM erastin, 1 or 10 jg/mL LPS az well 2z 100 or
150”M{:udzfor-ljff&entﬁmepuinhr1b_e4]_ﬁimmymdlum
highly resictant to oxidative strezz, making this experiment challenging
{Idetimer, 2012). Hx00 and TBHP were celected az d.imct:gﬂ:u:‘ whil=
eractin, LPS, and CoCl; were chosen as indirect agents. 300 pi TBHP
significantly increased G55 expression two times after 4 b (p = 0.035).
Alog, 100 pM Hz0z increased S0 expresion oignificantdy nearly 25
times (p = 0.029) after one= Jay, which iz quite interesting 2= the lowest
Hz02 had the strongest effectz. Since hisher RO values were dezsired for
the pozitive control, LPS was used again to induce indirect oxidatiee
stress by an inflammatory reaction, which was aloo used in other studies
far this purpose (O=al et al | 2015). The most effactive results were
achieved by wsing 10 pz/mLl LPS for one day, which sisnificantly

Table 2

Testing L6 and NEAF as positive contral genes. This table shows resules of real-
time palymerase chain reactions (qPCR) with gene expression assays from
Thermo Fisher Scientific. Primary porcine retinal pigmens epithelium was
stimulated after reaching confloence (agents and stimulation time indicated).
Data was evaluated with Thermo Fisher Connect acconding to the AACT method.
The bio group name, the tasget name, the time of stimulation, the relative fold
gene expression level RO and the pvalue for testing significances (marksd in
baold, t-test) are shown, LPS1 = 1 gg/ml Epopolyssccharide (LPS), LPS10 = 10
pr/ml LPS, PICLO — 10 pg/ml polyinosinic:polycytidylic acid (paly 1:C (PR,
PICI00 — 100 pg/ml PIC, ILE — gene for interleukin &, NEAP — gene for NE-
kappa-B-activating protein, n = 3 number of independent experiments.

cytakine reduction in pretests (Dosschmann et al | 2025). GAPDH and Bicy Grosp Mame Tarper Name 1 day 3 days
OUSE were used 2z endosenou: sene controls. B walues and cignifi- R} F-Value R} P-Value
cances were calculated separarely againce the untreated control and LPS p— e P —— o oo
control. As expected, 10 pz/ml LPS increaced [L6 and ILS gene axpres- — NEAP Lo00  1.000 1000 1000
zion after three days, but unexpectedly did ot affect MEAD expression. LPsL fir3 ZETH 0017 17131 6
Treatment with FV fuccidan alone did not induce an increace in gen= LPsL NEAF 0.402  0.0480 L.498 5682
expresion but reduced the LPS-induced increase of ILS from 450 to 26 (p LRI o 1wz DR OF A
and SL-F2 increazed ILS and NKAD. When ing the Lo Ar EsE faad Az fann
= 0.000). Pucl = L5, - setting FIC1O firs 1 01T 417 o7
LPS increaced gene expremion to 1, PV and Puc] significantly decreaned PICID NEAP T4 DLESS 007 140
ILS expreszion in the presence of LPS to 0.543 (p = 00027) and 0.263 (p PFIC100 & 6684 ounn2 T 400 0066
= 0.007), respectively, while SL-F2 decreased the expression not FC100 NICAP ams 0.585 1100 0.782
Table 1
Preliminary gene exg icmn tests with IL4. This table shows results of real-time polymernse chiain reactions (gPCR) with gene expression assays from Thermo Pisher

Loientific. Primary porcine retinal pigment spithelium was stimulaged after reaching confluence (agents and stimulation time indicated). Data was evalusted with
Therma Fisher Connect according to the AACT method. The bio group mame, the target name, the time of stimulation, the relative fold gene scpression level RO and the
pevalue for testing significances (marked in bold, r-test) are shown. LPS1 = 1 pz/ml lipopalyssccharide (LPS), LPS10 = 10 gg/ml LPS, PICLO — 10 pg/ml polyinosinic
podveytidylic acid (poly EC (PIC]), PRC100 = 100 jg/mL PIC, [L8 = gens for interdeukin 8, n = 3 number of independent sxperiments.

B Group Name Target Mame 1 day 3 days 7 days

B P-Walue RO} PV i RO P-Value
conlsol Lk 1.000 1000 1000 1.000 1.000 1.000
LPEL s 29.566 [}k &2.585 [Xe i) 728 0.0a%
LPELD s 46.TE3 L) 194,156 (e ] 18111 n.o77
FIC10 s 5.488 L L] 12212 oz 265D 0.0a%
FIC100 s 13,006 0.025 1w a3l 2320 .08z
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Table 3

Pre-screening of fucoidans with inflammaticn relevant genes. This table shows
ressults af real-time polymemse chain resctions (qPCR) with gene expression
amsays fram Thermo Fisher Scientific. Primary porcine retinal pigmens epithe.
limm was stimulatsd after reaching confluence (agents indicated, stimulati

Experisnml Epe Research 231 [2023] 109459

Table 4

Testing CAT, GSS and 5001 as positive contral genes. This table shows results of

real-time palymerase chain reactions (qPCR) with gene expression assays from

Thermo Fisher Scientific. Primary porcine retinal pigment epithelium was
lated after {agents and stimul time indicated)

time = thres days). Data was evalusted with Therma Fisher Connect acoording
to the AACT method. The bio group name, the target name, the relative fold
gene expressian level RO and the povalue for testing significances (marked in
bold, r4est) are shown. RO and significances were caloulated relatively to con-
tral and lipopolysaccharide (LPS) stress control. LES10 = 10 gg/ml LS, Fucl =
1%848.6 kDa focaidan from Laminaria hyperborea, SL-F2 = fucoidan from Sac
charina latissima, FY = fucaidan from Fucus vesiculosus (Sigma-Aldrich]), IL& =
gene for intereukin &, [LE = gene for interleukin 8, NKAP = gens for NF-kappa-
Beactivating profein, 0 = 3 pumber of independent experiments.

Bias Gponp Mame Targer Mame VEL G v, LPE
Ry P-¥Walue RO} P-Walue

coinsil & 1000 100 0.26 0.040
el e 1000 100 0021 0LO00
el NEAP 1000 100 L) o132
LPSID s 3.842 Loan 1000 1000
LPSED ne 48.10& LD 1000 1004
PSR HNEAF 1LaaT LR 1000 1000
¥ s LE-2] aETl 0223 0025
F¥ e 05T 0305 0.0z 0LO00
F¥ NEAP e 0500 0E3T 0387
F¥ + LPEID & 1737 00as 0452 o142
F¥ & LPS1O ne 26.104 LR 0543 ooa?
F¥ + LPSLO HEAF 1261 [ ] OE4Z 0365
Fuel s 2140 ode 0EsT 053
Fuel ne 13,963 LR 0443 003l
Fuel NEAP 1417 03T L) QLRI
Fuel+LPS10 & 2421 ol L) 033
Fuel+LPS10 e 12.883 L 0.268 oo
Fuel+LPS10 NEAP 1158 O 0774 033s
SL-F2 s L] O13E 0113 0008
SL-F2 ne 7.432 Loal 0154 [EC e
EL-F2 NEAF 2575 o1l 1730 [etis ]
SL-F2+1F510 & 1774 [T 0452 QLED
SL-F2+1F510 e 32.204 L 0513 alls
SL-F2+1F510 NEAP 1E85 LA 1235 (22

increased CAT to 5.5 (p = 0.004) and 5007 to 5.2 (p = 0.001) relative
folil gene expremion level compared to the control. We used 100 pM
Hg05 and 10 pg/mL LPS as direct and indirsct oxidative stress agents for

poozsible antioxidative effects with the thres celected genes (Tabl= 5). FV
owidative otress (Dorochmann et al., 201 9h; Dithmer e al | 2017). We
wsed ACTE and GUSE 2z endosenous controlz. RO walues and cignifi-
cances were calculated ceparately againct untreated contral and LPS
control. We used 10 pg/ml LPS and stimulate] the cell: for one day (best
parameters of former testz). As expacted, 10 pg/ml LPS increszed] gene
expremion af CAT and 50D in comparison to the untreated contral (RO
= 1.000). We teseed 50 pg/ml of FV, Pucl and PucBBO4 fuccidan and
Lps, all fucoidans tested cignificantly reduced expremion of CAT and
5007, PV fucoidan redwced CAT and 2007 expression to 0.239 (p =
0.017) and 0.222 (p = 0.005), respectively, compared to LPS alane (RO
22t to 1.000). Also, tozether with LPS, the fucoidans Fucl and PucBBO4
decreased the relative gene expression fold of CAT to 0196 (p = 0L0100
and 0.279 {p = 0.004) and 2007 to 0.242 (p = 0L042) and 0256 (p =
0.023), respectively, compared to LPS alone. Thic implicated anti-
oxidative effectn by all teseed fucoidans.

5.23. Establishment of positive controls for angiosenesiz sonc armay
Az pocitive controls for the angic iz gene array the ANGITZ,
TOFE] and VEGFA senes were tested and GAFDH, ACTB and GUSH wer=

Dﬂhmwdﬂah&du&&?ﬁmﬁs}ﬂﬂmm according to the AACT method.
The stimulation time and bio group namse, the target name, the relstive fold gene
expression level B0 and the povalue for testing significances (marked in bald,
test) are shown RO and significances were calculabed relatively to contral for
each stimulation time. CAT = gene for catalase, GS5 = gene for ghutathione
synthetase, S001 = gene for superowide dismuotase 1, 10080, = 100 @M H 0.,
I00H:: = 300 gM Hy0s, S00H0: = 500 ub Hals, F50H:0; = 750 pM Hel.,
200TEHF = 2060 yM tert-butylhydroperoide (TEHF), 300TBHF = 300 pM
THHF, 20Erastin = 30 pM emastin, LPS1 = 1 pg/mL lipopalysaccharide (LES),
LPS10 = 10 pg/mlL LPS, WG]y = 100 M CoCl;, 150C0C]: = 150 ph CoCly, n
= 3 number of independent experiments.

Time Bl Croisp Name Targe Mo Ry F-Value
4h nfieal CAT 1.000 L.o00
4h conieal GEF 1.000 L0040
4h nfitenl 2007 1000 L0080
dh 100H 0 CAT 1L DB&2
dh 100H0; GE§ 15485 D.080
dh 100H0; som 1413 D43
ah 300H 0, CAT 1403 566
dh 300H0; GE§ 0a55 0.208
4h 3D0HZD; S0D1 1.01& 0380
4h 3DOTEHF CAT 3045 o055
dh 3D0TEHF GER 2.054 OLOES
dh 300THHF som 1543 263
dh MErasiin CAT 1819 020
dh MErasiin GE§ 0859 F75
dh MErasiin som 0802 574
1 day nfieal CAT 1.000 L.o00
1 day el (i 1000 L0040
1 day enfitpal =007 1.000 L0080
1 day 100HD; CAT 1842 L4870
1 day 100H0; GE§ 1742 456
1 day 100H 4, 001 2475 0029
1 dasy 300H0; CAT a8 626
1 day 30D0HZD; (i 1945 0.298
1 day 300H 0, s007 e BES
1 day S00HZD; CAT 1428 ;125
1 day 500HD0; GER 1.247 0562
1 day SO0H 0 =002 1.251 D430
1 dasy 750H0; CAT 1550 0.082
1 dasy 750H0; GE§ 1268 548
1 dasy 750H0; som 1azz 0254
1 day 2D0THHF CAT OEES 0368
1 day 200THHF (i 1159 a5
1 day 2D0THHF 2007 1.20& 1546
1 day 10000 CAT 1825 0.056
1 dasy 10000, GE§ 2107 12
1 dasy 100C0C som 1.08 B8
1 dasy 150000 CAT 1.287 L5005
1 day 1500, asg 1535 0293
1 day 1500l S0D1 1588 0245
1 day 1LFs CAT L1z 0833
1 day 1LF5 GER 2351 .09
1 day 1LFS som 1.£81 435
1 dasy 1OLFS CAT 5.455 (L]
1 dasy 1OLFS GE§ 1500 364
1 dasy 1OLFS som 8.221 [ELCi}
3 darys ‘Coniral CAT 1.000 L0040
3 days ‘Casinrenl (i 1000 L0040
3 days ‘Csinrenl =007 1.000 L0080
3 days 100H,0, CAT 0264 0185
3 days 100H0; GE§ 0&a7TE D608
3 days 100H0; som 023 169
3 days 300H0; CAT 0393 o167
3 days 30D0HZD; (i 0.8xz o749
3 days 3D0HZD; S007 0.z59 0193
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Table 5

Pre-screening of focaidans with oxidative stress relevant genes. This table shows
ressults af real-time polymemse chain resctions (qPCR) with gene expression
amsays fram Thermo Fisher Scientific. Primary porcine retinal pigmens epithe.
limm was stimulatsd after reaching confluence (agents indicabed, stimaulation
time = ane day). Data was evaloated with Thermo Fisher Connect according to
the AACT method. The bio group name, the target name, the relative fold gene
expression bevel RO and the povaloe for testing significances (marked in bold,
test) are shown. B and significances were caloulated relatively to controd and
lipopalysaccharide (LF£) stress control. CAT = gene for catalase, G55 = gene far
ghutathsone symthetase, S001 = gene for superonide dismuotass 1, LPS10 = 10
eg/ml LFE, Fucl = 15486 kDa fucoidan from Laminaria hyperborea, PucBBOY
= 22000 kD fucoidan from Laminaria hyperborea, FY = fucoidan from Fuoas
vesicubasus (Sigma-Aldrich), n = 3 number of independent experiments.

Bias Gponp Mame Target M WA Bl va LPg
BQ PNl RO} P-Walue

coinsil CAT L.000 1000 0,266 LR EY
el iy L.000 1000 L) 03El
el s0m L.000 1000 017 0004
LOILPS car 3763 00L& 1000 1000
LILPS Ly 1.517 o2al 1000 1004
LIPS 001 5.&%1 i 1.000 1000
¥ CAT 1177 75l 031% ansl
F¥ iy 1.549 0.7 1ozl 0930
F¥ s0m 1.251 0476 0214 onln
FW¥ .+ 1OLPS CAT 1.086 0850 0.289 o1y
F¥-+ 10LFS GES 751 L] 049 OLIEL
FY¥+ 1OLFS s001 1.292 8T 0.223 EC
EB1 CAT 1.382 &9z 0367 0044
ER1 GER 0908 0TET 05 0053
ER1 s0m 1171 0585 0.200 0o14
Fuel+ 10LPE CAT 0739 L] 0,19 ol
Fuel+ 10LPE iy 1.03& 0954 08T 0506
Fuel+ 10LPE s0m 1.414 0487 0.242 0042
FucBEld CAT 0.E91 ] 0.237 o1l
FucBEMd4 Ly 1.347 0837 LiE=- QELS
FucBEd4 001 L1749 L] 0.203 0n08
FucBEM4 + 10LPE CAT 1.051 LB 0279 0004
FucBE4 + 10LPE iy 1.247 0582 Q.82 0477
FucBE4 + 10LPE s0m L.666 0243 0.28& 0023

wsed as endogenous controls. LPS at concentrations of 1 and 10 pg/ml
and CoClz at 100 and 150 LM wers tasted for one and three dayz. The RO
values and zignificances are given in Table 6. LPS Jdid not affect the
expremion of the target senes at any concantration or time point CoCla
in both tested conceatrations (100 and 150 pM) increased the sxprezcion
of ANGI'TZ afeer three days of ctimulation. Aloe, 150 pM CoCly rasulted
in a ewo-fold higher increaze in ANGI'TZ gene exprescion than 100 pM
CoCly Three dayn stimulation wzing 150 pM CoCly waso chozen for
further analyziz. ACTH expresion was oot uitable a5 an endosenous
contrel because it chowed no stable expression under CoCl; treatment

Purthermore, thres preselected fucoidans were tested on the thre=
dminen:n{ able 7 ]Wamjlﬂfljmuhn_.alrcmjyr_thhunlml‘

hibiting ar antiangi effects before (Dithmer =t al, 2014
Dorochmann et al ::'I‘;;| 20195). We used GAPDH and GUSH a=
separately against untreated control and CoCly control. As expected,
150 pM CoCl; increased sene expresion of ANGPT? due to it hypoxia
inducing effects. CoCly and PucBBO4 together decreazed TGFBI
expremion to0.233 (p = 0.005). Compared to CoCl; alone PV and CoCl,
together decreased ANGTRZ expression to a B of 0.443 (p = 0.035).
Also, the two Laminariz kyperbores fucoidans Puc] and PucBBO4 each
with CoCl; tosether diminiched the increase of ANGPTZ due to CoCly
stimulation to 0.167 (p = 0.022) and 0.272 (p = 0.010), respectively.
These effectn corresponds to the anti-VEGF effects described in former
studies (Dorcchmann ec 2l 20193, 20155). We continued with uzing FV
fucoidan for the sene ammaym.
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Table &

Preliminary gens expression tests with Coll, and lipopelysaccharide (LPS). This
table shows results of realdime polymeerase chain reactions (gPCR) with gene
expression assays from Thermo Fisher Scientific. Primary porcine retinal
pigment spithelivm was stimulated after reaching confluence (agents and
stimulation time indicated). Data was evaloated with Thermo Fisher Conmect
according to the AACT method. The béo group name, the target name, the time
af stimulation, the relative fold gene sxpression level RO and the poalue for
testing significances (marked in bald, ¢-test) are shown. LPS1 = 1 pg/ml lipo-
polysaccharide (LPS), LFS10 = 10 pg/ml LPS, 100C0C]: = 100 uM CoCls,
150C0C]; = 150 gM Coll,, ANGPT2 = gene for Anglopoietin 2, TGFE] = gene
for transforming growth factar beta 1, VEGFA = gene for vascalar endaothelial
growth factar A, n = 3 number of independent sxperiments.

Bixs Grop Mame Targer Mame 1 day 3 days
ROy P-Value RQy P-Value

contral ANGFT2 100 1004 1000 L0040
contral TGFED 100 1004 1000 L0040
contral VEGFA 100 1004 1000 L0040
1000 ANGFTZ 293 (R 2572 (LD
100C0: TGFET [ [k a8 el § o181
100C; VEGFA 1397 o135 oear D346
1500001, ANGFT2 2479 alle 4.540 ounng
150000 TGFED OE 0358 OTER 0,480
150000 VEGFA 1050 Q&L 1578 0236
s ANGFT2 0782 Q549 0507 D578
s TGFED 1203 O40e 0913 0748
1LFs VEGFA 09Ed 0B56 OB o171
10LFS ANGFTZ 05EN 417 OEST 342
10LFE TGFE? a7 OEE8 13 DBde
10LrsE VEGFA 1352 0362 0992 0961

5.3, Establishment of the gone arrays

parcine senes, chosen from the oaline catalogue of Thermo Ficher Sci-
entific, including three endozenous conmols each. The zene panels wer=
exizting porcine sguivalents to human senes were replaced based on
literature and our experience (Frimch , 2016 Vst ex al., 2015
Butler =t al., 2021; Dorschmann et al., :E::: Di=trich et al., 2020). We
Jﬂignadagm:pmdfminﬂammﬂﬁnn:nﬂmplﬂmmt:yﬂb:m,apﬂnﬂ
far toxicity and oxidative stress, as well as a panel for angiogenesiz and
typical BPE genes. The panel desion, gene names, Assay 100 and
endogenou: controls are listed in Tabl=: 51-53. All regults are depicted
in Tables 54-56. Due to esconomic limitations, we tested only one
fucoidan.

3.3.1. Testing fucoidan on inflammation gene array

After pretests with inflammation relevant zene expression asoayz,
camples treated for three Jagys with 10 pz/ml LPS, 50 pz/ml PV
fucoidan, and LS phus FY, recpectively, were chosen for the array. The
overall cetup of the panel and all the data are depicted in the supple-
mental data (Tablez 51 and 54). Volcano plot of the gene expression
change: compared to the untreated control is chowm in Fiz 4 and
compared to LPS ctimulation in Fiz. 5. Endosenou:s controls wers
JAPDH, GUSB and HFRT]. Only gene sxprezcion changes with a p-valu=
<005 and B below 0.5 and abowe 2.0 were conzidered as relevans LPS
cignificantly lowered genes ADRBZ and €5 and increased genes TLR4,
CFB, €2, ILIRZ, CCL19, 'TGS2, PTGST, IL6, PLA2G2D, ICAM-1, CAST],
VCAMI, ILS, CCL2, 3 and IL1B. Fucaidan FV by itself Jid not relevantly
influence sene exprezcion of any gene tested. When FV and LPS wers
applied tosether, several genes were lowered compared to LPS alon=
(BDKRE], CD55, HNGD, ILIRZ, ILG, PTGS2, VCAMT), while KLKI,
MTOR, 'DE4B were increased.

= af

164



P. Darschwans a ol

Table 7

Prescreening of fuccidans on angiogenesis relevamt genes. This table shows
ressults af real-time polymemse chain resctions (qPCR) with gene expression
amsays fram Thermo Fisher Scientific. Primary porcine retinal pigmens epithe.
limm was stimulatsd after reaching confluence (agents indicabed, stimaulation
time = thres days). Data was evalusted with Therma Fisher Connect acoording
to the AACT method. The bio group name, the target name, the relative fold
gene expressian level RO and the povalue for testing significances (marked in
bold, r4est) are shown. RO and significances were caloulated relatively to con-
tral and 150 uM CoCl: stress comtral. 150000 = 150 M CoCls, Fucl = 15486
kDa fucoidan from Lominania hyperbore, FucBB04 = 2000 kDa fucoidan from
Laminaria hyperborea, FV = fucoidan from Fucus vedeulosus (Sigma-Aldnch),
ANGPT2 = gene for Angiopaietin 2, TGFE] = gene for transforming growth
factar beta 1, VEGFA = gens for vascular endothelial growth factor A; m= 3
number of independent experiments.
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and CASPIO. LPS increazed S0D2, CXCLIO {very high B of 4702),
HMOX1, CSFV, NFIBIA, NOGZ, PNET, CCLS, S0DT and lowersd
HSPAIL Compared to the stre control LPS, FY + LPS lower=d CXCLIO,
CCLS, 5007 and PTES] while no gene expression was increased
Compared to stress control HyOy, PV plus HyOg chowed no relevant
effectz.

5.5.8. Testing fucoidan in angicecnesis gone array

Baced on our pretesto with angiogenesis relevant gene expression,
the chozen set-up was 150 yM CoCly, 50 pa/mL PV fucoidan, and CaCly
pluz FV, treated for three dayz. The overall setup of the panel and all the
data are depicted in the supplement (Tzbles 53 and 56). Endosenous
consrols were GANDH, GUSE and HPRT]. Only sene exprestion changes
with a prvalue <0.05 and B below 0.5 and above 2.0 are conzidersd ac
relevant. A volcano plot of the sene exprescion changes compared to the
untreated control iz chown in Fig. 100 CoCly significantly increased gen=

«pression of FLTT, KIT, ANGITLE, ANGITZ, TYR and FET. Campared o
control, Pucoidan PV alone reduced expremion of PADS] to 0.370 (p =
0L050). If FW and CoCly were applied to cells tosether, gene expressions
of ANGITZ, FLTI1, and FST were lowesed compared to CoClz alone

4, Discussion

Thres porcine specific gene arrays for oxidative stress, inflammation,
and angiogenesis were establiched. Thesze pansls can be wzed by the
scientific community as fast screening methods for promizing pharma-
ceutical and natural substances for diseases which include these path-
osenic pathways, such as AMD. Also, the bepeficial affects of fucoidans
were confirmed on the sene expression level by choswing itc anti-
inflammatary, anticxidative and antiansicosenic properties.

AMD ic a multifactorial Jizease with Jifferent factom, incduding
inflammation and oxidative ctress, contributing to its development
(Jzdeja and Martin, 2021). In the \wtfm:m, angiogenesiz, induced by
excessively secreted VEOF, ic the major pathogenic mechaniom (Bres-

Bis Gponip Mame Turges N Vil O va Cally
Ry P-Vilue RO P-Value

coiinl ANGPT2 1000 1.000 0124 ool
coiinl TOFE] 1000 1.000 0.594 422
coinEil VEGFA 1000 1.000 1173 aT47
150CoC0; ANGFTZ B.OTR L)) 1.000 .00
15000 TOFE] 1653 0422 1.000 .0l {Fiz. 11].
150CeC0; VEGFA OESE 0747 1.000 .0
FY ANGPT2 097z 0049 R ] ool
FY TOFE] 144 082 0.882 Q832
FY VEGFA 0574 0110 0673 Q402
150003+ FW ANGPT2 3.581 (L) ] 0443 0035
1500000+ FW TOFE] 0470 0324 0.zre 0178
150CaC0;+ FVW VEGFA LiEr ] 0352 1.145 0784
Fuel ANGPTZ LT 0512 O.0ET noa
Fuel TOFE] 1586 ooa? 1.0z 0,594
Fuel VEGFA 05T 0180 0.a7 o440
150, + Fue1 ANGPT2 1350 0573 0eT 023
150C0C); + Fael TOFE] 1257 0362 0.753 (-2 2
1500000+ Fael VEGFA L= 0.359 0.7e4 OLE3R
FucB=E04 ANGPTZ LI1&T .B54 (TN ooz
FucBSld4 TOFE] 1143 0451 n.a79 0532
FucBE0d WEGFA 10087 0064 1193 a7l
1500 + FucBEO4 ANGPT2 2199 o7z 0272 aolo
150000 + FucBBO4 TOFE] 0.283 D05 0.1&88 e =i
1500, + FucBBO4 VEGFA T 0.7 0.835 QLE82

5.3.2 Testing fucoidmm in axidative stress gone array

Based on our pretests with oxidative stress, samplas of cells treated
for one day with 10 pe/mL LPS, 50 jg/ml PV fucoidan, 100 pai Ha0z,
anid LPS plus FV together as well as Hy0; phes PV together, were acoessed
in this gene array. The overall cetup of the panel and all dam are
depicted in supplement (Table: 52 and 55). Volcano plos of the gene
expremion changes when stimulated with LPS ar HyO4 compared to the
control are chown in Figs. 6 and &, and compared to LPS ar HaOg in
Figz. 7 and 9, m.spﬂ:lmd!r Emjn-_g':nnm:umlumm GUSE and
PGK]. Only gene expremion changes with a pvalue <0005 and RO
below 0.5 and abowve 2.0 were congidered relevant. The otress control
100 pid HaOs lowesed gene expression of PTGS2 and MDMZ and
increaced CAT, PMOT, 50D]. FV fucoidan without additional stimulus
mjrmmj]mmﬂmiﬂ,mm GDF15, DLOX]

lex, Z..G].Onlyd::wztfnmm:um:nﬂymhlc[burnnrnu:hlc]bf
regularly injecting anti-VEQF therapeutics, which are applied after
vision locs has already cocurred (Schmide-Ecfusth et al, 2004). New
therapeutics which target disease Jevelopment and progrecsion are
highly warranted. In addition, appropriate testing models for scresning
of interesting agents that could prevent or treat AMD are peaded Por
athical reasons, models that adhere to the 3R principle (reduce, refine
replace] to reduce animal suffering in research chould be wed whenever
poosible With this study, porcine specific AMD relevant zene expreszion
arrays in the field of & ion, coidative stress and angiogenesiz,
therapeutic substances like, but not limited to, fucoidans.

Pucoidan as sustainable promicing marine sulfated polyzaccharide, iz
derived from the cell wall of brown alzae and can exhibit manifold
bipactivities like antiowidative, anti-inflammatery and anticoagulant
affects (Wang et al | 2019) Pucoidans was previously introduced 2z a
potential compound for the treatment of AMD (Dorschmann and

Fig. 4. o plot of i ion gene array
0 against control. In this volcano plot loganithmic
relative fold gene expression kevel and povalues of all
tested gemes from the gene armay stimulated with 10
pgsmL lipopolysacchaside (LP510) are depictured in
camparizan to the untreated comtrol set to 1.0, Grey
dots indicate no significant change (povalue =0L05),
Black dots indicate significant bus not relevant change
(fald change boundary 240). Gresn genes are signifi-
cantly and relevantly down-regulated, red genes are
significantly and relevantly up-regulsted. All rele-
vamtly changed genss are noted Plot made with
‘Thermo Fisher Connect. m = 3 (number of indepen-

dent experiments). (For interpretation of the references to coloar in this Aguare begend, the resder is referred to the Web verssan of this article)
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Fig. 5. Volcano plot of inflammation gene array
against stress condition. In this volcana plat loga-
rthmic relative fold gene expression level and p
walues of all tested genes from the gene armay stimu-
lted with 10 gg/mi. lipopolysaccharide (LPS10) and
%0 jg/ml Pooos wesioulosus Fucoidan from Sigma-
Aldrich (FV) are depictursd in comparison to LPS
alane set to 1.0, They ane grey if they are mot signif
icantly changed (p-value boundary at 0.05). Grey dots
indicate no significant change (pvalee =0005), Black
diats indicate significant bat not relevant change (fold
change boundary 20). Gresn genes are significantly
ard relevantly downeregulated, red genes are signifi-

cantly and relevantly up-regulated. All relevantly changed genes are noted. Plot made with Thermo Pisher Connect. n = 3 (number of independent experimenss). (Far
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article )

Fig. 6. Volcano plot of oxidative stress gene array
e, against control, stimulated with LPS. In this val-
cano plot logarithmic relative fold gene expression
beved and pevalues of all tested genes from the gene
armay stimulated with 10 pg/ml LPS for one day are
depictured in comparison o the untreated control set
to 1.0. Grey dots indscate no significant change (p-
walue >0.0%), Black dots indicate significant bat not
relevant change (fold change boundary 2.00. Green
gemes  are sigmificantly  and  nelevantly  diown-
regulated, red genes are significantly and relevantly
up-regulated. All relevantly changed genes are noted.
Plet made with Thermo Pisher Comnect. n - 3

{number of independent experiments). (For interpretation. of the references to colour in this Agure legend, the reader s referred to the Web version of this article.)

i

Fig. 7. ?dmplmnfmﬁuwmgmeum
against (LPS). In this volcano
plot logarithmic relative fold gene expression bevel
and poalues of all tested genes from the gene armay
stimulated with 10 pg/mL LPS and 50 pg/ml Fucoes
wesiculosus fucoidan from Sigma-Aldrch (FV] are
depictured in comparison to LPS alone set o 100
Grey dogs indicate no significant change (p-value
=0.05), Black dots indicate significant but not rele-
want change (fold change boundary 2.0). Green genes
are significantly and relevantly down-regulated, red
genes are significandly and relevantly up-regulated.
All relevantly changed genes are noted. Plot made

with Thermo Fisher Connect. n = 3 (number of independent experiments). (Par i
thie Web version of this article.)

r

ion of the references to codour in this figure legend, the reader is referned to

e Fig. 8. ¥olcano plot of oxidative stress gene array
against control, stimulated with H.0,. In this
walcano plot logarithmic relasive fold gene expression
kevel and pevalues of all tested genes from the gene
armay stimulated with 100 pb Hi03 are depictured in
comparison bo untreated costrol sef to 1.0, Grey dots
indicate no significant change (pvalee =005}, Black
dats indicate significant but not relevant change (fold
change boundary 20). Gresn genes are significantly
and relevantly down-regulsted, red genss are signaf-
scantly and relevantly upcregulsted. All relevanthy
changed genes are noted. Plot made with Thermao
Fisher Connect. n = 3 [number of independent ex-

periments). (For interpretation of the references o colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Flettmer, 2020; Klettner, 2016; Dithmer =t al., 2014)). Por example,
commercially available and pure Pucus vesiculosus fuccidan has already
showed promizing results concernine oxidative ctress protection,
angiogenesin  inhibition amd ant-inflammatory  activitie: in a
protein-based assay ((Dithmer et 2l | 2017; Doschmann et al., 201%2)
an] mamecript submitted). Here, this fuccidan was tested for

expresoion level and wsed as a reference concerning establishment of
mmmﬁﬁemfﬂﬂhﬂgnﬂ:ﬁpﬂmﬂmum ouch
as fucoidans from ina ima and Laminaria kyperborea, which
also chowed promicing effects in former studies (Dorschmann e al
20192, 2019k, 20002, 2025). They were included in pretesing and




P. Dieschenans e ol

Connect. n = 3 (number of independ Xp (For interp af the
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Fig. 9. Volcano plot of oxidative stress gene array
against H.0;. In this volcano plot logarithmic rela-
tive fold gene expressioa level and pvalues of all
tested genes from the gene array stimulased with 100
#M H.0, and 50 pg/mL Fucus vesiculosus fucoidan
from Sigma-Aldrich (FV) are depéctured in compari-
son to just 100 yM H.0;. Grey dots indicate no sig-
nificant change (p-value >0.05), Black dots indicate
significant but not relevant change (fold change
boundary 2.0). Green genes are significantly and
mlnmﬂyduwnwllﬂ!d.nﬂgmsmngndimmh
and y up d. All
3msmmt:d.ﬂuumd:n1m1hemmﬂﬁacr
to colowr in this figure legend, the reader is referred to the Web version of

this article.)
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Fig. 10. Vol plot of angiog is gene armay
v gai l. In this vol plot logarith
dative fold gene exp level and pvalues of all
Vol tested genes from the gene armay stimulated with 150
1M CaCl: (150Co(1) are depictured in comparisan to
the untreated control set to 1.0. Grey dots indicate no
significant change (pvalue >0.05), Black dots indi-
cate significant but not relevant change (fold change
boundary 2.0). Green genes are significantly and
mk\mdyduwmmgﬂned.md;msmmxﬁcamh
and up- Al

genes are mwd Plo( made mdl Tbcnno Fld:u
Connect. n = 3 (| ber of 1

to calour in this figure legend, the reader is referred to the Web verssan of this article.)

Fig. 11. Vol plot of angiogs gene array
against CoCls. In this volcano plot logarithmic rela-
tive fold gene expressioa level and pvalues of all
tested genes from the gene array stimulased with 150
#M CoCl; (150CoCl) and 50 pg/ml Fucus vesiculosus
fucoidan from Sigma.Aldrich (FV) are depictured in
comparison to CoCl; alcos set to 1.0. Grey dots
indicate no significant change (pvalue >0.05), Black
dots indicate significant but not relevant change (fold
change boundary 2.0). Green genes are significantly
nndldwaﬂlybmmmﬂ:mdndgmsmdwﬁ
cantly and red y upregulsted All rel
lmngedpnsmm:dﬂmmademlh‘l’hﬂ'rm
to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web

Fisher Connect. o = 3 ber of independ ). (For interps of the ref
version of this article.)

zhould be furth | d in the establiched gene expreszion panels in

forths 3

(Derzchmann et al 20195, 20202). In previous studies, it
waz chown that fucoidans dizplayed the most efficient VEGF inhibition
at a concentration 50 jig/ml fucoidan, therefore that was the concen-
tration chocen for these study (Dorschmann et 2l 2019b). Toxicity or

and different concentrations of different noxious agents and stimulation
mmmﬂdwmmfm&emm

In the i and 1 uy:nm-bamlarny IL6 and
ILG were fully aepmve lz with 10 jig/ml LPS
adsdwubmpxm,whdzabomrnhmwalm but cuill
ok £l i h 3= “!bm Ihm

blichad

antiproliferative effect: of fucoidans on RPE cell: were already excluded
in the previous ctudies (Bitthau et 2, 2019; Dorschmana e al. 2019b,
2020a).

The focus was on primary p RPE b

itis an

mducddaemmﬂbandﬂﬂmmmpﬂmm
(Dxeu‘:h et al, 2020; Klettner et al, 2020) which act as

pro ki with IL-8 additicaally dJicplaying

model for human adule RPB (‘I\.etmer et al | 2020). Porcine eyes are

wun:pmpaw(hn:. 2003). IL-6 and IL-8 are markers for

much clocer to X P low-grade inflammation processes in geographic AMD (Krogh
wudunrhy&m,mdnellulx than mouze eyes (Schaichels Nieloen et 2l 2019). NKAP exp NFEB Activating Protein, a tran-
ec al., 202]; "-bJJ‘.emrh‘OIG)Fwtbu'mme,lheuaeofpu:ineeyu scription factor, which ic conzidered to play a central role in the in-
foll tbeSR iple to reduce, refine and animal experi- ﬂammawryxnvmon(’.')uuet:. “Olﬂ:nlmwphagy(\x.e:;l
meneation (Dixz et al | “0"0) a:dxey:xe Jucts of food prod 2019). Intl 2 vand p phizms of NKAP gene are
and available as waste ial ]'hgmklymalhmnmwmﬂ mﬂuduxﬂ&mufmmdﬂdopmmt(\me:;l 2022). ln:hm
Line was not used here, 3z ARPE-19 cells differ from RPE cells inmany  ctudy, b , the i in NKAP is 1

including gene exp (Markert et al, 2022; Schnichelz mcumpxuunﬁollﬁmllla,wh:hmhudmcmu:lmnm
et:l ’O”)Thmmkpendmdyp«ummmm' igned for RPE Reganding fucoidan
Mmhmnmwmhyndnnﬂesmmm mng,nwa.nhnmﬂnknntl’v butSL—P”mlPu:‘l clightly increased
For each panel, three typical ks were ch asp the p ¥ gene exp 0, and Fucl could decreace the LPS
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indueed inflammation by reducing LS. In the gen= arrayz, LPS in a
concentration of 10 pe/ml was wed for three Jays and could success-
fully increase inflammation relevant genes like TLR4 (gene for toll-like
recaptor 4), CFB (gene for complement factor B), L6, IL5 and [L1B
(gene for imterleukin 1 beta). Alse, ILIRZ, PTOST and VCAMT were
increased. ILJRT codes for interleukin | receptor type 2 which acts as
decoy receptor, inhibiting lisands from the intedeukin 1 family,
modulating  the  immune m:pu.uae rrass expreszes

prosraglandin-endoperovide oynthaze 2 or cyclooxyzenace and is
mvnhedmpmcmgianlmbm'ul:h:ﬂmandmﬂnmma‘hm VCAMT ex-
presses vascular cell adhesion maoleculs 1, a cell surface sialoslyoopro-
tein expressed by cytokine-activated endothelium and contributing o
leukocytes-endothelial cell adhesion The tested FV fucoidan could
reduce [LI1RZ, PTOS2, VCAM] and [L3 gene expression in comparison to
LPS alone, which leads to the suseestion that thiz fucoidan reduced the
inflammatory stres: response and interferes specifically with TLR4
mediated pathways. Thiz iz in accondance with previows studies, which
dem ated a down regulation of the TLR4 pathway by PV fucaidan
from ﬁgma—.l\kh‘id: in in-vivo experiments (Nue =t al, 2019). Inberest-
ingly, on protein level fuccidan displayed 2 stronger effect on TLR3
induced proteins (induced by poly 1:C) compared to the TLR4 pathway
(mamuzcripe submitted).

Reganling the oxidative stress panal, CAT, G55 and 50017 were tested
as typical hallmarks of cxidative stress responce. They ancode a catalaze,
a glutathione mmthetace, and superoxide dizmutaze 1, which are all
involved in the glutathions and lypdrogen peroxide related antioxidative
firot-line Jdefencze pathways {Izhodare and Alinloye, 2010, This en-
zymes are dovm-stream products of the oxidative stress Jefence macter
regulator NRF2, and thin regulator iz down-regulated in pathalogically
degenerated RPE (Huzngz =t 2l 2022). Many oxidative agents with
different stimulation times and concentrations wers tested, as nearly all
explained by the crucial role of RPE cells in antioxidative Jefence which
renders them as alresdy well equipped againct oxidative stress (Tlatiner,
2012} TBHP increased G52 Expression and H:D: increased 50D7
expremion but only to 2 small degres. Direct oxidative stress, ag ex-
pected, iz immediately eliminated by the RPE. LPS, however induces
oxidative stremm oo an inflammation-based way and successfully
increased CAT and 500 expremion. Indesd, CAT and 50D1 exhibit
anti-inflammatory activities (Fuchs and Milbrade, 1924). LPS seems to
act maore on the hydrozen perocide pathway than the glutathione or
ferroptosis pathway, as 355 was not increassd. The tested fucoddans all
own but reducing the oxidative stres: induction by LPS, confirming the
antioxidative properties of FV and LH fucoidans (Dithmer et al | 2017;
Dorochmann et al 2018k, 2021). Our data suppart the notion that
fucoidans exerts itz oxidative ctress protection rather on a cellular and
gene based level than by scavensing of reactive oxyzen species (Dichmer
et al , 2017; Dorochmann et al | 20192; Lahroen =t al., 2015). Reganding
the sene array, HyOg displayed moderate effects with come increase of
5007 and CAT. PV did not chow protective effects here, again sup-
porting that fucoidans displayz no apparent radical scavenging (Lahmen
et al., 2018L LPS.ontL:ad::tlmml.inmdg:n:ﬂ like 50DT and
5003, NOS2 (gene for nitric oxide gynthase 2), NFEBIA (gene for nuclear
factor ‘kappa-light-chain-enhancer” of activated B-cells inhibitor alpha),
CHCLIO (gene for C-N-C motif chemokine lizand 100 and CCLS (gene for
C—C motif chemokine lizand 5). All of them play wital roles in immune
regulatory or oxidative stress response. FV fucoidan was able to decrease
the LPS induced gene expression of CXCLIO, CCLS and 5007 which
proved again its antioxidative and anti-inflammatery activities. Che-
serated for CXCLIO and CCLS in a Lepirudin-bace:] human whole blood
model (Fopplin =t al., 201Z). This chemokine reducing effects were alzo
demonstrated for the TLR3 pathway with an extract from Ascophyilum
nodoswm in human primary broachial epithelial cells (Dutot ec 2l | 20190
Fu and Chune (2016) albo showed that fucoidan can reduce oxidative

Experivaental Eye Resaanch 231 (2025) M0G0

ctress by regulating sene expression of S0D7 through MRP2 and
extracellular-zignal regulated kinases (ERK) pathway in HaCaT cells
{Bvu and Chung, 2016} Taken u:g\:t]):r, fucoidans oeem o interfers
with chemotaxis of leukocytes and preventing inflammation and
oxidative stress by interfering with TLR3 and TLR4 pathwayz Consid-
ering the potential contribution of TLR activation in AMD Jdevelopment
{Fletiner and Roider, 2021), this underlines its potential benaficial af-
fects agaimet AMD development and prosression.

Concerning angiozenesis and RPE function panel ANGPTZ, VEGFA
anid TGFB were tested which code for angiopoistin 2, vascular endo-
thelial srowth factor A and transforming srowth factor beta ag typical
angiogen=cis factors of differentiated RPE which influsnce each other in
their expresions (Magineni et al 3013
Importantdy, increased angiosenesiz is a hallmark for wet AMD (Miller
201 6). Increazed ANGITZ expression wan achieved by CoCly, which was
used 2z pecitive control for the gene army. Angiopoistin plays vital roles
in h}vpmf.i_l-:\dml increaze of wveszal grmuth [Lem =z al, 20013
Bemarkably, all tested fuccidans could reduce the increased expression
of ANGPTZ bus not of VEGFA after stimulating with CoCly. In previous
stuidies antiangiogenic properties of fucoidans related to VEOF inhibi-
tion were demonsiraied (Dorzchmann et 2l 20092, 2025 Dithmer =t al.
2014), but it peeme that on gene l=vel angiopoietin 2 iz mare relevantly
influenced. The affect on VEGF and itz receptors may be of steric hin-
drance rezulting in blocking of VBOF signaling (Chen et al| 20016; MNar-
azaki et al, 2005 Dorchmann et al 20092, 20190) Indeed, the
reduction of VEOP protein expreszion by fucoédan in BPE cell: can alzo
be explained by these mechanizma, as we have previously chown that
VEQF expression in RPE cells is positively regulated by VEGFR-2
(Dithmer ez al,, 2014; Flettmer =t al., 2013). In the gene array, ColCly
could alzo increase PLTT, KIT, ANGPTLE, TYR and PST. Theze senes cosd=
for Pme Related Receptor Tyrocine Finase | (VEOQP receptor 1), KIT
proto-oncogens receptor tyrosine kinase, angiopaietin Like 2, tyrocinase
and follistatin. PV fucoidan reduced the gene for fatty acid desaturace 1,
indicating an influence on the lipid metabolizm of RPE It alio was
capable to reduce the expression of ANGPTZ, FLTT and FET increased by
CoCly Dur data clearly chosr that the effect of fucoidan on angiogenesiz
io not limited to VEQF. Pollistatin is responsible for neutralization of
TOP-f related molecules and related to angiogenesiz in ocular cells,
acting ac binding partner for angiogenic proteing and was found
alevated in AMD esyes (Sheis ez al | 2011). To our knowledge this sudy
chows for the first time the inhibition of follistatin trough fucoddan in
ocular call:.

Taken tosether, in this study we have sstabliched porcine specific
gene expression panels for inflammation, oxidative strezs, and angio-
genesiz, allowing a rapid ocreening of these three pathologically
important pathways in primary RPE cells, which can alzo be used in and
amende=d for other porcine cell models, expanding the possibilities of
parcine models in ophthalmological recearch and contributing to the 3R
principle. Furthermore, we have proven that fucoidans can pocitively
influence the gene expression in thres major pathological pathwayz,
further supporting their potential in AMD treatment and prevention.

2003; Loukovaara et al.
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