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4 EINLEITUNG

4 Einleitung

4.1 Anatomie des Auges

Das Auge ist ein wichtiges Sinnesorgan
des Menschen und dient vor allem der
visuellen Wahrnehmung der Umwelt,
wobei die Funktion der einer Filmkame-

ra dhnelt. Der Bulbus des Auges kann

posterior

in drei Schichten eingeteilt werden. Die
dufere Schicht setzt sich aus der Skle- @™o
ra (dorsal) (Abbildung (Abb.) 1, Num-
mer (Nr.) 1) und Kornea (ventral) (Abb.
1, Nr. 2) zusammen [1, 2, 3]. Die Funktio-

nen besteht aus der Druckaufrecht- und
Abbildung 1: Aufbau des Auges

Formerhaltung des Auges. Die Kornea . 1. Sklera; 2: Kornea; 3: Choroidea; 4: Iris; 5: Pupille; 6:
macht mit +43 Dioptrien den gr@{gten Ziliarkorper; 7: Zonulafasern; 8: Netzhaut; 9: Glaskorper;

. . 10: Linse.
Anteil der Brechung des Lichtes aus [4]. Abbildung gestaltet mit Biorender.com.
Die Uvea setzt sich aus Choroidea (Abb.
1, Nr. 3), Iris (Abb. 1, Nr. 4) und Ziliarkérper (Abb. 1, Nr. 6) zusammen und liegt der Sklera
nach innen hin auf [1]. Die Choroidea besteht vor allem aus Gefafsen, um damit der Blutver-

sorgung der Retina zu dienen [5]. Im Zentrum der Iris befindet sich die Pupille (Abb. 1, Nr.
5), welche den Lichteinfall auf die Netzhaut reguliert [1, 2]. Der Ziliarkérper (Abb. 1, Nr. 6)
sezerniert Kammerwasser und kann durch seine Verbindung mit der Linse tiber Zonulafasern
(Abb. 1, Nr. 7) die Akkommodation steuern [1, 2]. Die innerste Schicht, die Netzhaut (Abb.
1, Nr. 8), welche aus ungefidhr 55 verschiedenen Zelltypen besteht, wird in ein einschichtiges
Stratum pigmentosum (retinales Pigmentepithel) und in ein mehrschichtiges Stratum nervosum
aufgeteilt, wobei die verschiedenen Schichten in einem wichtigen engen Zusammenhang ste-
hen [1, 6]. Die Aufgaben des Stratum pigmentosum werden in folgendem Abschnitt 4.2 ndher
beschrieben. Das zehnschichtige Stratum nervosum besteht aus Nervenzellen, welche das ein-
fallende Licht in elektrochemische Signale umwandeln [3, 5, 7]. Die visuellen Informationen
werden in Form von Lichtenergie aufgenommen [7, 8]. Diese Lichtenergie fithrt zu einer Ande-
rung des Membranpotentials in den Photorezeptoren, welche als Folge dessen Neurotransmit-
ter ausschiitten [7, 8]. Die Photorezeptoren konnen in Stiabchen und Zapfen eingeteilt werden,
wobei die Stdbchen vor allem eine hohe Lichtempfindlichkeit aufweisen und daher beim Se-
hen bei sehr schwachen Lichtverhiltnissen aktiviert werden [8, 9]. Jedoch konnen Stdbchen,
anders als die Zapfen, nicht die verschiedenen Wellenldngen von Licht unterscheiden [8]. Da-
her dienen nur die Zapfen, nicht die Stabchen der Farbwahrnehmung [7, 8]. Im Bereich des
gelben Flecks (Macula lutea), welche sich temporal des Austritts des Nervus opticus befindet,
liegt der Bereich des schérfsten Sehens, da dort vor allem Zapfenzellen lokalisiert sind und
diese in einem eins zu eins Verhiltnis auf Bipolar- und Ganglienzellen umgeschaltet sind [1].
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In Richtung der Peripherie dndert sich das Verhiltnis zu Gunsten der Stdbchen [1]. Die visu-
elle Information gelangt von den Photorezeptoren mittels Glutamat als Neurotransmitter an
Bipolarzellen, wobei eine Modulation zwischen diesen beiden Zellen durch Horizontalzellen
vorgenommen wird [1, 8]. Uber modulierende Amakrinzellen wird die Information an Gangli-
enzellen und von dort weiter zur Sehrinde im Gehirn geleitet, wo schliefdlich ein Bild generiert
und bewertet wird [8]. Das Augeninnere wird vom Glaskorper (Abb. 1, Nr. 9) ausgefiillt, wel-
cher zum grofiten Teil aus Wasser besteht und der Stabilitdt dient [1]. Die Linse (Abb. 1 Nr. 10)
befindet sich am vorderen Teil des Glaskorpers, hinter der Iris und ist fiir die Brechung des
Lichtes und somit fiir das scharfe Sehen verantwortlich [1].

4.2 Das retinale Pigmentepithel
4.2.1 Anatomie des retinalen Pigmentepithels

Das retinales Pigmentepithel (RPE) (Stratum pigmentosum) bildet zusammen mit dem Stratum
nervosum die Retina, dem Ort im Auge, an dem das gesehene Bild in elektrochemische Signa-
le umgewandelt und an das Gehirn weitergeleitet wird (siehe Abschnitt 4.1) [1]. Das RPE ist
ein einschichtig kubisches Epithel, welches der Bruch-Membran aufsitzt [1, 10]. Apikal wei-
sen die Zellen zahlreiche Mikrovilli und Microplicae, schmale Auffaltungen der Zellmembran,
zur Oberflichenvergrofierung auf [1, 10]. Die Zellen sind untereinander durch Tight-, Adherens-
und Gap Junctions verbunden und bilden so die Blut-Retina-Schranke, wodurch alle Stoffe, wel-
che zwischen den Blutgefédfien und den Photorezeptoren ausgetauscht werden, die RPE-Schicht
passieren miissen [1, 10, 11]. Durch die Position der RPE-Zellschicht im Auge zwischen Retina
und der Choroidea und durch ihre verminderte Stoffdurchlissigkeit entsteht ein elektrochemi-
scher Gradient tiber das Epithel. Zum Zeitpunkt der Geburt sind bereits alle Pigmentepithel-
zellen vollstandig ausgebildet, weshalb sich diese nicht mehr teilen, jedoch kann reaktiv eine
mitotische Aktivitdt ausgelost werden, die zu einer Zellteilung fiihrt [12]. Eine weitere Beson-
derheit ist die proliferative und metaplastische Aktivitit auf endogene oder exogene Reize hin.
[12]. Aufgrund der hohen Anzahl an basolateral gelegenen Mitochondrien kann den Zellen
eine hohe metabolische Aktivitat zugeschrieben werden [10, 12].

4.2.2 Funktionen des retinalen Pigmentepithels

Das retinale Pigmentepithel weist eine Vielzahl von Funktionen auf. Die wichtigsten Funktio-
nen werden in Abbildung 2 dargestellt und im Folgenden ausgefiihrt.

Absorption von Licht (Abb. 2, Nr. 1): RPE-Zellen enthalten den Pigmentfarbstoff Melanin,
welcher der Verhinderung von Lichtreflexion und damit dem Schutz der Photorezeptoren vor
Streulicht dient [1, 10, 13]. Des Weiteren wird durch das Melanin viel Energie absorbiert, die
durch Photooxidation zu Radikalproduktion und dadurch zu oxidativem Stress fithren wiirde
[13]. Die Bildung von Radikalen entsteht durch die hohe Lichtenergie auf der Photorezeptorsei-
te und einem hohen Sauerstoffangebot auf der gut durchbluteten Choriokapillarseite [13]. Die-
ses kann durch lange Akkumulation dieser schddlichen Stoffe und durch Destabilisierung in-
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trazelluldrer Membrankompartimente wie Lysosomen und Mitochondrien zur Schadigung der
RPE-Zellen fiihren [13]. Alles Genannte kann als eine mogliche Ursache in der Entstehung der
altersbedingte Makuladegeneration (AMD) angesehen werden [14].
Epithelialer Transport (Abb. 2, Nr. 2): Der

Stoffaustausch zur Retina wird reguliert, in- \/\/v\
dem der Transport transzelluldr, bei gleich- B A,_,tf: L'f:'ﬁ" \

zeitig parazelluldrer Impermeabilitat, erfolgt

[13]. In die Richtung vom Blutgefdfs zu den
Photorezeptoren werden vor allem Néahrstof-
fe, wie Glucose, Retinol und Fettsduren trans-
portiert [13]. Das transportierte Retinol unter-

P V@ —

stiitzt zusétzlich das Auffiillen der Speicher

iy

der Lichtsinneszellen zusétzlich zur Wieder-

aufbereitung durch die RPE-Zellen, wobei

ein Versagen dieser Funktion zu einem Man- _ 4. Phag
5. Sekretion

gel und damit zu retinaler Degeneration fith- 6 immunkompetenz

ren kann [13]. Von den Photorezeptoren zur

Choriokapillaris werden vor allem metaboli- VEGF ¥
sche Endprodukte, Wasser und Laktat trans- v
portiert [10, 15]. Wasser und Laktat wird als 2. epithelialer

. Transport
Folge des grofien Stoffwechselumsatzes in
Abbildung 2: Zusammenfassung der Funktionen

des retinalen Pigmentepithels

haut produziert [10, 15]. RPE transportiert Zu den Funktionen des retinalen Pigmentepithels
zdhlen 1. Absorption von Licht, 2. Epithelialer
Transport, 3. Retinazyklus, 4. Phagozytose, 5. Sekre-
tion von u.a. Vascular endothelial growth factor, dt.:
teralen Seite und verhindert somit, dass sich vaskuldr endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)
und Pigment epithelium-derived factor (PEDF), 6. Im-

Fliissigkeit subretinal ansammelt [10, 1] munkompetenz. Abbildung gestaltet mit Bioren-
Retinazyklus (Abb. 2, Nr. 3): Fillt Licht auf der.com

die Stabchen und Zapfen in der Retina, wird

Neuronen und Photorezeptoren in der Netz-

Laktat und Wasser mittels eines Cotranspor-

ters aus dem subretinalen Raum zur basola-

das in den Aufiensegmenten der Photorezeptorzellen enthaltene 11-cis-Retinal in all-trans-
Retinal umgeformt [13, 16, 17]. Fiir eine erneute Aktivierung muss dieses wieder zu 11-cis-
Retinal umgewandelt werden [13]. Die Photorezeptoren besitzen anders als die RPE-Zellen
keine cis-trans-Isomerase, wodurch all-trans-Retinal fiir die Umformung zum RPE transportiert
werden muss [13]. Das all-trans-Retinal wird in den Photorezeptorzellen zu all-trans-Retinol
reduziert und daraufhin zum RPE transportiert [16, 17]. Dort schlieft sich eine Kaskade aus
Reaktionen mit verschiedenen Enzymen an, die das all-trans-Retinol wieder zu 11-cis-Retinal
umformen, welchen wieder zu den Photorezeptoren transportiert werden und erneut durch
Photonen aktiviert werden kann [13, 17].

Phagozytose (Abb. 2, Nr. 4): RPE-Zellen zeigen unter allen Zellen die hochste Phagozytose-
aktivitdt im menschlichen Korper [18, 19]. Sie phagozytieren unter anderem die Spitzen der
distalen dufieren Photorezeptorsegmente, was tdglich morgens nach dem ersten Lichteinfall
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geschieht [13, 18, 19, 20]. Die distalen Aufiensegmente werden phagozytiert, metabolisiert und
schliefSlich zu der Choriokapillaris abtransportiert [13].

Sekretorische Aktivitit (Abb. 2, Nr. 5): Weitere wichtige Funktionen der RPE-Zellen sind
die Bildung von Wachstumsfaktoren und immunsuppressiver Faktoren, wie z.B. Fibroblasten
Wachstumsfaktor, Vascular endothelial growth factor, dt.: vaskuldr endothelialer Wachstumsfak-
tor (VEGF), Pigment epithelium-derived factor (PEDF) und Interleukine [10]. Diese dienen der
Erhaltung und Stabilitdat der Photorezeptoren, des Endothels der Kapillaren und der Immun-
modulation [10]. PEDF dient vor allem der Strukturerhaltung der Photorezeptoren und wirkt
daher antiapoptotisch [13, 21]. VEGF wird im Gegensatz zu PEDF stdrker in Richtung der Cho-
riokapillarseite ausgeschiittet und dient der Strukturerhaltung der Endothelzellen [13, 22]. In
hoheren Konzentrationen kann es die Ausbildung von Neovaskularisationen beférdern, was
zur Entstehung einer AMD beitragen kann [13, 22]. Die Sekretion durch die RPE-Zellen erfolgt
parakrin (Wirkung auf benachbarte Zelle) oder autokrin (Wirkung auf die sekretorische Zelle
selbst) [13].

Immunkompetenz (Abb. 2, Nr. 6): RPE-Zellen spielen eine entscheidende Rolle vor allem bei
der angeborenen Immunitdt in der Retina [23]. Durch Zytokinproduktion, Aktivierung von
Toll-like-Rezeptoren (TLR), Komplementaktivierung und Antigenprasentation werden die re-
tinale Immunitat und Autoimmunitét gesteuert [23]. Naher auf die Rolle von Zytokinen und
Toll-like-Rezeptor (TLR) wird in Abschnitt 4.3 eingegangen.

Barrierefunktion (Abb. 2, Nr. 7): Den wichtigsten Beitrag zur Diffusionsbarriere und Aufrecht-
erhaltung eines transepithelialen Konzentrationsgradienten leisten Tight Junctions [24]. Diese
bestehen aus Adhésionsmolekiilen wie verschiedenen Claudinen, Occludin und JAM (junctio-
nal adhesion molecule, dt. junktionales Adhdsionsmolekiil) [24]. Diese Adhdsionsmolekiile wer-
den zytoplasmatisch von weiteren Proteinen wie Afadin (AF)-6 und Zonula occludens-1 befes-
tigt [24]. Bei RPE-Zellen liegt, im Unterschied zu anderen Zellen, die Natrium-Kalium-Pumpe
in der apikalen, der Retina zugewandten Membran [25]. Diese Pumpe befordert drei Natri-
um Ionen aus der Zelle und zwei Kalium Ionen in die Zelle hinein. Dieses dient sowohl der
Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten als auch der Bereitstellung von Natri-
umionen, welche fiir die Signaltransduktion in der Retina gebraucht wird [25]. Durch Tight
Junctions zwischen den RPE-Zellen wird so eine positive elektrische Potentialdifferenz zwi-
schen apikalen und basalen Zellpol geschaffen [26]. Es konnte gezeigt werden, dass die Sti-
mulation mit dem TLR-4-Agonisten Lipopolysaccharid (LPS), dem TLR-3-Agonisten Polyi-
nosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-«) die Barriere von
RPE-Zellen negativ beeinflussen kann [27, 28, 29, 30]. Die Storung der Blut-Retina-Schranke
ist ein wichtiger Faktor bei der Pathogenese der AMD, sodass angenommen werden kann,
dass Entziindungsprozesse durch ihren negativen Einfluss auf die Barrierefunktion der RPE-
Zellen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der AMD spielen, indem sie die Einfluss
auf die Tight Junctions nehmen [27, 31, 32]. Die Barrierefunktion ist entscheidend an der Re-
gulierung des Austausches von Stoffen zwischen der Choroidea und den Lichtsinneszellen als
auch beim Schutz der Netzhaut vor dem Eindringen von Zytokinen aus dem Blutkreislauf be-
teiligt [33, 34]. Zudem wurde auch festgestellt, dass es durch Wachstumsfaktoren wie VEGF
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und Platelet-derived growth factor (PDGF) zu einer Verdnderung der Proteinzusammensetzung
von Tight Junctions kommt und so die Zellpermeabilitdt erhoht wird, was eine weitere Sdule
in der Pathogenese der AMD darstellen kann [35].

4.3 Entziindungsmediatoren

Entziindungsmediatoren sind Stoffe ver-
schiedenen Ursprungs, die Entziindungs-
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Abbildung 3: Funktion von Zytokinen an Toll-like-
Rezeptoren

Pam2CysSerLys4 (Pam) bindet iiber den membranstan-
digen Toll-like-Rezeptor (TLR)-2 und -6, Polyinosinsdu-
re:Polycytidylsdure (Poly I:C) an TLR-3 und Lipopoly-
saccharid (LPS) an TLR-4. Dieses fiihrt zur Bildung
proinflammatorischer Zytokine und Typ-I-Interferone.
Tumornekrosefaktor-a (TNF-«) bindet an den TNF-
Rezeptor (TNFR), was zur Bildung proinflammatorischer
Zytokine, Apoptose und Zellproliferation fiihrt. Abbil-

dung gestaltet mit Biorender.com.
kungen zwischen Bakterium und Um-

welt verantwortlich [37]. LPS besteht aus den drei Anteilen Lipid A (der Hauptvirulenzfaktor),
Kern-Polysaccharidregion und O-spezifischen Seitenketten und kann als Pathogen-associated
molecular patterns, dt.: Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP) als Bestandteil in gram-
negativen Bakterien durch Bindung an den TLR-4 im menschlichen Korper eine Entziindung
auslosen [36, 39, 40]. LPS ist beispielsweise als Bestandteil in gramnegativen Bakterien maf3-
geblich an der Entstehung eines septischen Schocks beteiligt [41].

TLRs sind hdufig als Transmembranproteine der dufieren und inneren Zellmembran von Zel-
len des angeborenen Immunsystems wie beispielsweise Makrophagen, Granulozyten und den-
dritischen Zellen, aber auch auf nicht-Immunzellen, wie Epithelzellen und Fibroblasten zu fin-
den [42]. Die TLR-1, -2, -4, -5, -6 und -11 sind eher in der dufieren Zellmembran lokalisiert
und erkennen vor allem mikrobielle Membranbestandteile wie Lipide, Lipoproteine und Pro-
teine [41]. Die TLR-3, -7, -8 und -9 sind eher intrazellulir zu finden und erkennen mikrobiel-
le Desoxyribonukleinsdure (DNA) [41]. Als wichtigstes Mikrobensensorsystem erkennen die

TLRs Molekiile, die von Bakterien, Pilzen und Viren stammen [43]. Neben der Erkennung von
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PAMPs interagieren einige TLRs auch mit endogenen, aus geschadigten oder toten Zellen frei-
gesetzten Molekiilen, welche als DAMPs (Damage-associated molecular patterns) bezeichnet wer-
den [44]. Dazu zdhlen unter anderem einige Proteine, Polysaccharide, Nukleinsduren, Phos-
pholipide und Abbauprodukte der extrazelluliren Matrix [44]. TLRs induzieren die Transkrip-
tion von proinflammatorischen Mediatoren (Zytokine, chemotaktische Stoffe, antimikrobielle
Peptide), was zu einer Entziindungsreaktion, Geweberegeneration aber auch Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen fiihren kann [42, 43, 44]. Uber die Aktivierung des nuclear factor
"kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-xB)-Signalweges regulieren die TLRs Immu-
nantwort, Zellproliferation und Zelltod [42]. In RPE-Zellen werden die TLR-1-7, TLR-9 und
TLR-10 exprimiert [45]. Die Rolle der verschiedenen TLR ist bisher nicht vollstandig gekléart.
Jedoch konnten Klettner et al. aus einer systematischen Literaturrecherche herausfinden, dass
vor allem die Aktivierung der TLR-2, -3 und -4 eine tiefergreifende proinflammatorische Reak-
tion in RPE-Zellen hervorrufen sowie zu Zelldegeneration und damit zur AMD-Entwicklung
fiihren kann [45]. Daher wird die Aktivierung dieser TLR und der Einfluss von Fucoidanen
auf die durch TLR ausgeldste Zytokinproduktion hinsichtlich eines moglichen therapeutischen
Nutzens in dieser Arbeit untersucht.

Die Signalkaskade von TLR soll im Folgenden anhand des TLR-4 durch Bindung von LPS dar-
gestellt werden:

Die Aktivierung des TLR-4 durch LPS fiihrt zur Transkription von NF-xB, Aktivator Protein 1
(AP-1) und Interferon regulierenden Faktoren (IRFs) [39]. Dieses hat eine Initiierung der Tran-
skription von proinflammatorischen Zytokinen und Typ-I-Interferonen zur Folge [39, 46]. Infol-
ge einer Liganden-induzierte Dimerisierung des TLR-4 werden intrazelluldre Signalwege und
dadurch entweder der myeloid differentiation factor 88§ (MyD88)-abhidngige oder -unabhingige
Signalweg ausgelost, wobei ersterer der hdufiger angesteuerte Signalweg ist [47]. Durch den
MyD88-abhidngigen Signalweg werden weitere Kaskaden durchlaufen, was zu Aktivierung
und Translokation von Transkriptionsfaktoren wie NF-xB und AP-1 (Aktivierendes Protein 1)
und damit zur Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-q, Interleukin (IL)-6 und
IL-1-3, Vasodilatation und einer erhohten Zellpermeabilitét fiihrt [47]. Der Korper reagiert dar-
auf mit dem klassischen Entziindungssymptomen wie Fieber, Rotung, Schwellung, Schmer-
zen, Uberwdrmung und einer eingeschrankten Funktion. Durch den MyD88-unabhéngigen
Signalweg werden Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktiviert, was die Produktion von Typ-
I-Interferonen induziert [47]. Neben Mikroglia- und Ganglionzellen reagieren auch RPE-Zellen
auf den Stimulus mit LPS, was zu einer IL-6 und IL-8 Produktion fiihren kann [48].

Poly I:C ist eine synthetisch hergestellte dsRNA (double-stranded ribonucleic acid, dt. doppel-
strangige Ribonukleinsdure) [46, 49, 50]. Durch die Wirkung als TLR-3 Agonist fiihrt es dhn-
lich wie TLR-4-Agonisten iiber den NF-xB-Signalweg zur Transkription proinflammatorischer
Zytokine wie Interferon (IFN)-£, IL-6, und -8 in RPE-Zellen und damit zu einer Entziindungs-
antwort [46, 49, 50, 51, 52, 53]. Aufierdem kann durch die Aktivierung von TLR-3 durch den
Agonisten Poly I:C der Zelltod {iber den c-Jun N-terminal kinase (JNK)-Signalweg eingeleitet
werden [50]. Klettner et al. konnten zudem eine mitogen-activated protein kinases, dt.: mitogen-
aktiviertes Protein (MAP)-Kinase-unabhingige Erhohung der VEGF-Ausschiittung von RPE-
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Zellen im Kurzzeitversuch feststellen, wie sie auch bei der feuchten AMD zu finden ist [50].
Das synthetische Lipopeptid Pam agonisiert TLR-2 und TLR-6 und kann damit die Ausschiit-
tung von IL-6, IL-8, IL-1-8 und TNF-« in RPE-Zellen stimulieren [45, 54]. Die Kostimulation
von TLR-2 und TLR-6 fiihrt wie auch bei TLR-3 und TLR-4 zur Transkription der Gene fiir
Interferone der Familie I und tiber den NF-xB-Signalweg zur Zytokinproduktion [46, 55]. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass durch die Aktivierung des TLR-2 Tight Junctions zwi-
schen den RPE-Zellen gestort werden kdnnen, was sich negativ auf die Barrierefunktion aus-
wirken kann [27, 45].

TNF-a wurde 1975 das erste mal als Zytokin beschrieben, welches das Immunsystem stimu-
liert, zytotoxisch wirkte und damit eine Tumornekrose verursachte [56]. Das Zytokin bindet an
den TNF-Rezeptor, welcher sowohl 16slich als auch membrangebunden vorliegen kann [57].
Es gibt zwei verschiedene Rezeptoren fiir TNF-a, wobei TNF-Rezeptor 1 die Hauptrolle zu-
kommt und TNF-Rezeptor 2 die Wirkung von TNF-Rezeptor 1 verstdrkt [57]. Grundsétzlich
konnen drei Signalwege durch Aktivierung des Rezeptors stimuliert werden: 1. Apoptose, 2.
Zellproliferation und 3. Entziindung [57]. Der Zelltod erfolgt tiber die Aktivierung von Caspa-
sen [58]. Die Zellproliferation und Produktion von inflammatorischen Zytokinen lduft tiber die
Aktivierung des NF-xB-Signalweges oder des MAP-Kinase-Signalweges ab [58]. Die Funktio-
nen von TNF-a am RPE werden in Abschnitt 4.4.2 genauer erldutert.

Die durch TLR-Aktivierung sowohl entstehende proinflammatorische und proangiogene Zy-
tokinsekretion im RPE als auch die Induktion des Zelltodes in RPE- und Endothelzellen kann
eine wichtige Rolle in der Entstehung der AMD spielen [45].

4.4 Altersabhangige Makuladegeneration (AMD)

4.4.1 Bedeutung, Klinik, Pathogenese und Therapie der altersbedingten
Makuladegeneration

Die AMD ist weltweit fiir 8,7 %
: Lipofuszi > D
der Erblindungen verantwort- ipotuszin rusen

lich und ist in den Indus- \ / \

trienationen die hédufigste Erb- AMD
landungsursache [59]. Fiir das / \
Jahr 2020 wird die Pridvalenz a0
o Neovaskularisationen +————— Entziindung
der AMD auf 196 Millionen . ) ) -
Abbildung 4: Pathogenese der AMD: Lipofuszin, Drusen, Entziin-
Menschen (10-13 % der Men-

dung, Aktivierung des Komplementsystems und Neovaskularisa-
schen tiber 65 Jahre) geschitzt, tionen sind wichtige Faktoren bei der Pathogenese der altersbe-
bis zum Jahr 2040 wird mit bis dingte Makuladegeneration (AMD). Diese Pathogenese der AMD

wird in Abschnitt 4.4.1) weiter ausgefiihrt. Abbildung gestaltet mit
zu 288 Millionen betroffenen Biorender.com

Menschen gerechnet [59, 60].

Durch diese Erkrankung wird die Gesellschaft vor ein grofies medizinisches, gesellschaftliches

Komplement-
system

und 6konomisches Problem gestellt. Pro Jahr werden alleine in Deutschland mit volkswirt-
schaftlichen Kosten durch die AMD von mehr als 300 Millionen Euro gerechnet [61].
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Der Verlauf der AMD wird in eine friihe, intermedidre und spate Form eingeteilt. Die frii-
he Form ist meist asymptomatisch. Im weiteren Verlauf beschreiben die Patienten die ersten
Symptome oft mit einem Sehverlust in der Mitte des Gesichtsfeldes. Bei der spaten Form wird
in eine trockene und feuchte (exsudative) AMD unterschieden [62]. Die Mehrheit der Betrof-
fenen (80 %) mit fortgeschrittener AMD leiden an der trockenen Form, welche jedoch in die
feuchte Form tibergehen kann [63]. Bei der trockenen Form der AMD atrophieren das retina-
len Pigmentepithel, die Choroidiakapillaren und die Photorezeptoren [62, 63]. Die exsudative
AMD ist gekennzeichnet durch choroidale Neovaskularisationen, die in die Retina eindringen,
wodurch Fliissigkeit austreten und fibrose Narben entstehen [62, 63]. Patienten mit trockener
AMD berichten hdufig {iber ein Skotom, welches sich jahrelang vergrofiert und vor allem das
Lesen einschrinkt [64]. Dagegen beschreiben Patienten mit einer feuchten AMD eine schnel-
le, tiber Wochen auftretende Verschlechterung der zentralen Sehscharfe [64]. Die Ursachen der
AMD sind multifaktoriell. Es besteht starke Assoziation zwischen der Entstehung einer AMD
mit Rauchen, Alter und familidrer Vorgeschichte [65]. Bei der Pathogenese der AMD spielen
insbesondere vier Faktoren eine wichtige Rolle: Generierung von Lipofuszin (mit ihrer Verbin-
dung zu oxidativem Stress), Drusogenese, lokale Entziindung und Neovaskularisation (bei der
feuchten Form) [63, 66, 67].

Lipofuszin: RPE-Zellen sind fiir die retinalen Photorezeptoren von grofier Bedeutung, da sie
unter anderem am epithelialen Transport, am Retinazyklus und an der Phagozytose beteiligt
sind (siehe Abschnitt 4.2.2). Zur Pathogenese der AMD zihlt aufierdem die altersabhingi-
ge phagozytotische Stoffwechselinsuffizienz der RPE-Zellen, was zu einer Akkumulation von
Lipofuszin-Koérnchen fiihrt [63]. Die genaue Zusammensetzung von Lipofuszin ist bisher noch
unbekannt, es wird jedoch davon ausgegangen, dass es sich um unvollstandig abgebaute in-
ternalisierte Makromolekiile handelt, die aus oxidativ modifizierten Proteinen und Lipiden be-
stehen [68]. Die Hauptquelle dieser Lipofuszin-Granula stammt aus dem freien 11-cis-Retinal
der dufieren Photorezeptorsegmente, welche sich im lysosomalen System der RPE-Zelle anrei-
chern [68, 69]. Die Lipofuszin-Akkumulation in den RPE-Zellen nimmt mit dem Alter zu, da
die Fahigkeit dieser Zellen, Zellabfélle zu entfernen, immer mehr beeintrachtigt wird [69, 70].
Als ein Hauptbestandteil von Lipofuszin gilt das Fluorophor A2E (N-Retinyl-N-Retinylidene
Ethanolamin), welches ein Nebenprodukt des Sehzyklus ist und dessen Akkumulation mit der
Entwicklung einer AMD assoziiert ist [70, 71]. Dieses A2E wird im Lipofuscin durch Photo-
sensibilisierung aktiviert und kann zu oxidativem Stress, DNA-Schaden und Telomer-Verlust
fithren [70, 72]. Das wiederum kann iiber den NF-xB-vermittelten Signalweg zur Schadigung
von RPE-Zellen und damit zur Entstehung einer AMD fiihren [70]. Des Weiteren kann AE2 ent-
ziindungsférdernde Molekiile und VEGF hoch regulieren, die bei der Pathogenese der AMD
eine wichtige Rolle spielen [73].

Drusen: Drusen sind extrazelluldre, zwischen RPE-Zellen und der inneren kollagenen Zone
der Bruch-Membran befindliche Ablagerungen von Zelltriimmer [63, 74, 75]. Sie werden ab-
hingig von ihrer Grofie in harte, bzw. kleine Drusen (< 63 um), intermedidre (63 - 125 ym)
und weiche, bzw. grofle Drusen (> 125 pm) eingeteilt [63, 74, 75]. Die kleinen harten Drusen
haben im Gegensatz zu den weichen Drusen keinen Krankheitswert und sind bei 95 % der
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alteren Bevolkerung zu finden [63, 76]. Vor allem depigmentierte weiche Drusen haben einen
besonders hohen Krankheitswert fiir die Entstehung der AMD [63]. Drusen bestehen aus mehr
als 120 von RPE-Zellen unverdauten Proteinen, welche die Bruch-Membran nicht passieren
konnen, um von den Blutgefdfien abtransportiert zu werden [74]. Dieses stellt eine physikali-
sche Barriere zwischen RPE-Zellschicht und Aderhaut dar, was den epithelialen Stofftransport
und damit die Erndhrung der RPE-Zellen und Photorezeptoren stort [74]. Neben der physi-
kalischen Verschiebung der RPE-Zellschicht fithren Drusen zur Aktivierung des Komplement-
systems, Aktivierung des Immunsystems und damit zu einer lokalen Entziindung [63, 74, 77].
Durch den Entziindungsreiz werden vasoaktive Stoffe durch die Drusen stimuliert, was zu
Neovaskularisationen und Blutungen fithren kann [74]. Des Weiteren nimmt das Ausmafs an
Photorezeptoranomalien durch die Drusenbildung zu, was zur Apoptose und damit Abnahme
der Photorezeptorzelldichte fiihrt [74].

Neovaskularisationen: Die Retina ist ein sehr stark durchblutetes Gewebe im menschlichen
Korper [63]. Sie wird von zwei Blutgefafisystemen versorgt: Bei den dufleren Schichten der Re-
tina gelingt die Versorgung iiber Diffusion von der Aderhaut, wihrend die inneren Schichten
tiber die retinale Zentralarterie versorgt wird [63]. Normalerweise stehen proangiogene Fak-
toren wie beispielsweise VEGF und antiangiogene Faktoren wie PEDF im Gleichgewicht [63].
Durch Einfluss von Komponenten wie Sauerstoffmangel, oxidativem Stress und Zellen des
Immunsystems, welche inflammatorischen Zytokinen bilden, kann die VEGF-Ausschiittung
erhoht werden [63, 78, 79, 80]. Das hat die Bildung von sogenannten choroidale Neovaskulari-
sationen (CNV) (Neubildungen von Gefafsen) zur Folge, welche einbluten kénnen und damit
dichte Makulanarben bilden kénnen [63, 81]. Diese CNVs sind eine der Hauptursachen fiir den
Sehverlust bei der AMD [63, 81].

4.4.2 Einfluss von Zytokinen auf die altersbedingte Makuladegeneration (AMD)

Zellen reagieren auf Beschddigung und Gefahr mit einer Entziindungsreaktion [82]. Diese soll
das beschéddigte bzw. fremde Material beseitigen und danach das Gewebe wiederherstellen
[82]. Es gibt verschiedene Ursachen von Entziindungsreaktionen. Dazu gehoren beispielswei-
se Fremdstoffe, mechanische Gewebsverletzungen und Autoantigene [67, 82, 83]. Aber auch
oxidativer Stress kann eine Entziindung induzieren [67, 82, 83]. Die dafiir verantwortlichen
Zellen sind unter anderem Makrophagen, Mikroglia, dendritische Zellen, Kupferzellen, Gra-
nulozyten sowie auch Epithelzellen [82, 83, 84]. Kurzfristig, z.B. bei einer Infektion, kann diese
Reaktion sehr positiv sein, langfristige Entziindungen haben jedoch schiadigende Wirkungen
[82]. Chronische Entziindungen entstehen durch die Wechselwirkungen von entziindungsfor-
dernden und entziindungshemmenden Zytokinen [48, 83]. Im Auge hat das zur Folge, dass
RPE- und Photorezeptorzellen degenerieren, CNV entstehen und Drusenbildung geftrdert
wird, was langfristig die AMD-Pathogenese férdern kann [63, 83, 85, 86]. Daher spielen in-
flammatorische Prozesse eine wichtige Rolle bei der Pathogenese, sowohl der trockenen als
auch der feuchten AMD. RPE-Zellen sind im Besitz verschiedener zellassoziierter Pathoge-

nerkennungsrezeptoren (PRRs) wie TLRs oder TNF-a-Rezeptoren zur Erkennung von endo-
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genen und exogenen Pathogen- und Schadens-assoziierten molekularen Mustern PAMPs und
Damage-associated molecular patterns, dt.: Schaden-assoziierte molekulare Muster (DAMPs), al-
so Stoffe aus beschddigten Zellen, die das angeborene Immunsystem aktivieren [82, 87, 88].
Werden diese Rezeptoren durch ihren Liganden stimuliert, werden Entziindungsmediatoren
produziert [82, 89]. Zu diesen gehoren unter anderem die proinflammatorischen Zytokine und
Chemokine wie IL-173, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-3, TNF-o und VEGF [48, 83].

Zytokine und Chemokine sind Proteine, die verschiedene Reaktionskaskaden auslosen und
somit eine Wachstums-, differenzierende und aktivierende Funktionen besitzen [89]. Jedes Zy-
tokin kann, je nach Zielzelle, sehr unterschiedliche Aufgaben haben [89]. Im folgenden werden
die Funktionen und die Rolle der einzelnen untersuchten Zytokine auf die AMD dargestellt.
Interleukin-173:IL-14 ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin, welches in Makrophagen,
Monozyten, Granulozyten, dendritischen und Endothelzellen gebildet wird [90, 91, 92, 93]. Es
spielt eine entscheidende Rolle bei der Abwehrreaktion gegen Infektionen und Verletzungen
[90]. IL-13 wird als inaktives Vorlduferprotein (pro-IL-15) als Reaktion auf PAMPs gebildet und
durch die entziindungsfordernde Protease Caspase-1 gespalten, wodurch das aktive IL-13 ge-
bildet und aus der Zelle freigesetzt wird [90, 91, 94]. Es kann durch das Gewebe in die Blutbahn
diffundieren und damit weiter entfernte Zellen erreichen [93]. Zu den wichtigsten Induktoren
gehoren mikrobielle Stoffe, die an TLR-binden, aber auch verschiedene Zytokine, was dazu
fiihrt, dass mehrere hundert Gene transkribiert werden [93]. Zu den Funktionen gehoren unter
anderem die Induktion von IL-2, IL-6 und TNF-«, was weitere entziindungsférdernde Prozes-
se anregt (s.u.) [91, 93]. In RPE- und Miiller-Zellen der Retina kann IL-1/5 durch eine gesteigerte
Zytokinproduktion Makrophagen rekrutieren, die zum Tod von RPE- und Photorezeptorzellen
fithren konnen [91, 95, 96]. Durch die Ansammlung weiterer Makrophagen kénnen sich die-
se subretinal ablagern und somit zur Pathogenese der trockenen AMD beitragen [91]. Durch
die Erhohung der Prostaglandine ist dieses Zytokin auch an der Erhohung der Korpertempe-
ratur beteiligt [93, 97, 98, 99]. Das Gewebe wird durchléssiger fiir infiltrierende Leukozyten,
wodurch diese schneller ihre Zielzellen erreichen und eine Entziindungsreaktion verursachen
konnen [93]. In Augen von Patienten mit Netzhauterkrankungen wie der AMD koénnen Mi-
kroglia und Makrophagen gefunden werden, deren Rekrutierung und Migration mit einer er-
hohten IL-15-Produktion und Komplementaktivierung verbunden ist, was zu fortschreitender
Degeneration von Photorezeptoren fiihrt [91]. Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden,
dass eine Fehlfunktion von IL-13 mit Netzhautdegenerationen in Verbindung gebracht wer-
den kann, da dieses Zytokin in photooxidativ geschddigten Netzhduten hoch reguliert worden
ist [91, 95, 96, 100].

Interleukin-6: IL-6 ist ein potentes proinflammatorisches Zytokin, welches von T-Lymphozyten,
mononukledren Phagozyten, Fibroblasten und Zellen des zentrales Nervensystem (ZNS) gebil-
det wird [93]. Es wird als Reaktion auf eine Infektion, durch andere Zytokine wie IL-1 oder
TNF-o und durch geschéddigte Zellen bei nicht-infektidsen Entziindungen (DAMPs) ausge-
schiittet [101, 102]. Durch Bindung von IL-6 an seinen membranstidndigen Rezeptor wird ei-
ne intrazelluldre Signalkaskade in Gang gesetzt [103]. Durch Bindung dieses Komplexes an
einen weiteren 1oslichen IL-6 Rezeptor kommt es durch intrazelluldre Phosphorylierung ei-
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ner Janus-Kinase zur Aktivierung verschiedener, fiir die Immunreaktion wichtiger Signalwe-
ge [103]. Diese nachgeschalteten Signalwege umfassen die Aktivierung der Signal transducer
and activator of transcription (STAT3) und der MAP-Kinase [104]. Diese Aktivierung fiithrt zur
Transkription unter anderem verschiedener Akute-Phase-Proteine [103]. Zu den Funktionen
zédhlen die Forderung der Reifung von Makrophagen und Thrombozyten durch Stimulation
von hdamatopoetischen Stammzellen [93, 101, 105]. Vor allem bei inflammatorischen Prozessen
spielt IL-6 eine grofse Rolle, z.B. als Wachstumsfaktor fiir B-Lymphozyten, wodurch sich die-
se zu Immunglobulin-produzierenden Plasmazellen umwandeln [93, 101]. Des Weiteren wird
die Differenzierung von CD4+ T-Zellen gefordert, was die angeborene und erworbene Immun-
antwort miteinander verbindet [101]. Zudem fordert IL-6 die Differenzierung von follikuldren
T-Zellen und die Herstellung von IL-21, wodurch die Immunglobulinsynthese hoch reguliert
wird [101]. Es konnte festgestellt werden, dass von retinalen Makrophagen produziertes IL-6
durch die Hochregulierung von VEGF-Rezeptoren die choroidale Angiogenese stimuliert und
somit zur Pathogenese der AMD beitragt [106, 107].

Interleukin-8: IL-8 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches vor allem von Endothel-
zellen, Monozyten, Epithelzellen und Fibroblasten synthetisiert wird [108]. Die Bildung und
Ausschiittung wird durch IL-1, IL-3, IL-6, TNF-c, IEN-v, LPS und reaktiven Sauerstoffspezi-
es gefordert [109]. Eine Hemmung findet durch IL-4 und IL-10 statt [110]. Die wesentlichen
Funktionen zielen v.a. auf die neutrophilen Granulozyten und auf die Angiogenese ab. IL-
8 fordert die Chemotaxis, die Expression von Adhédsionsmolekiilen und die Degranulation
der neutrophilen Granulozyten, welche in Entziindungsreaktionen eine wichtige Rolle spie-
len [108, 111, 112, 113]. Des Weiteren fordert IL-8 die Angiogenese, welches vor allem durch
den Janus-Kinase-Signalweg in der Zelle induziert wird [114]. Hinsichtlich dieser proinflam-
matorischen und proangiogenen Eigenschaften konnte IL-8 an der Krankheitsentstehung der
AMD beteiligt sein. Tsai et al. zeigten in ihrer Studie, dass ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einem IL-8 Genpolymorphismus und dem Auftreten feuchter AMD in einer taiwa-
nesischen chinesischen Bevolkerung vorliegt [115].

Tumornekrosefaktor a: TNF-« ist ein Zytokin, welches als Transmembranprotein synthetisiert,
von Metalloproteinasen abgespalten und damit freigesetzt wird, wobei sowohl membrange-
bundenes als auch 16sliches TNF-a biologisch aktiv ist [93, 116]. Hauptproduzenten sind ak-
tivierte Makrophagen, jedoch exprimieren auch verschiedene andern Zellen TNF-a wie bei-
spielsweise Lymphozyten, natiirliche Killerzellen und Epithelzellen [93, 117, 118]. TNF-a hat
grole Ahnlichkeit zu IL-1 hinsichtlich Sekretionsfaktoren und Funktion [119]. Daher fiihren
alle Stimuli, die IL-1 induzieren auch zur Synthese von TNF-« [119]. Dazu gehoren unter an-
derem PAMPs, Zytokine, aber auch TNF-« selbst [93].

Die Rezeptoren konnen membrangebunden oder 16slich vorliegen [93]. Losliche Rezeptoren
wirken v.a. antientziindlich, da sie TNF-« binden kdnnen, sodass dieses blockiert wird [93].
Durch die Bindung an zwei unterschiedliche membrangebundene Rezeptoren werden ver-
schiedene transzelluldre Signalkaskaden durchlaufen [93, 116, 120]: TNF-a bindet an seinen
Rezeptor, wodurch verschieden Caspasen aktiviert werden, was zu einer Freisetzung von Cy-
tochrom C aus den Mitochondrien und schlussendlich zum Zelltod fiihrt [116, 121]. Der NF-xB
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vermittelten Signalweg ist durch zelluldre Aktivierung, Differenzierung und Zytokinproduk-
tion gekennzeichnet [116, 117, 122, 123, 124].

Die Funktionen von TNF-a dhneln sehr stark denen von IL-1 [119]. Es kann sowohl apoptoti-
sche und inflammatorische als auch nicht-apoptotische und antiinflammatorische Eigenschaf-
ten aufweisen, je nachdem, ob TNF-a an den 16slichen Rezeptor binden und damit inaktiviert
wird oder ob es an den membrangebundenen Rezeptor bindet und damit aktiv wirkt [93]. Die
apoptotische und damit antitumorale Wirkung entsteht iiber verschiedene Caspasen und Frei-
setzung von Cytochrom C aus Mitochondrien [116]. Uber die Aktivierung von Makrophagen,
natiirlichen Killerzellen und zytotoxischen T-Zellen ist TNF-« an inflammatorischen Prozessen
beteiligt [116, 125]. Aufierdem ist es bei inflammatorischen Prozessen an der Stimulation der
Diapedese der Makrophagen beteiligt [93, 116]. Zudem ist TNF-« an der Prostaglandinsynthese
beteiligt, was zur Fieberreaktion fiihrt [126]. Durch TNF-a-bedingte Verdnderungen zwischen
den Zell-Zell-Kontakten konnen zu Fliissigkeitsaustritt aus dem Endothel fithren [93, 116]. Zu-
dem konnte gezeigt werden, dass durch die Bindung von TNF-a an seinen Rezeptor VEGF
ausgeschiittet wird [127]. Diese Hochregulation von VEGF findet auch in RPE-Zellen statt, was
zu CNV fithren kann und damit eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AMD spielt
[128]. Neben VEGF wird auch PDGF gebildet, welches ein wichtiger Faktor fiir die Prolifera-
tion mesenchymaler Zellen ist [129]. Dieser wirkt auch wie VEGF angiogen, wodurch er eine
grofse Rolle in der Entwicklung retinaler Vaskulopathien spielt und damit an der Entstehung
der AMD beteiligt sein kann [130, 131]. TNF-« kann tiber den NF-xB-Signalweg die Produkti-
on weiterer Zytokine Stimulieren [132]. Dazu gehoren IL-1 und IL-6, deren Funktionen bereits
beschrieben wurden [132]. Jedoch kann es sich auch selbst durch Produktion weiterer Molekii-
le von TNF-a hochregulieren [132]. Des Weiteren wirkt es zusammen mit IL-8 migrationsfor-
dernd auf neutrophile Granulozyten, damit diese zum Ort der Entziindung gelangen kénnen
[133].

4.4.3 Behandlung der altersbedingten Makuladegeneration

Durch die vielen verschiedenen pathogenetischen Faktoren und undefinierten Ursachen, die
der AMD zugrunde liegen, gibt es bisher wenige kausale Behandlung. Bisherige Behandlungs-
optionen sind bisher symptomorientiert und kénnen die Krankheit meist nur aufhalten und
nicht heilen [63]. Die meisten Therapieansitze sind auf die Neovaskularisationen, die bei der
feuchten AMD entstehen, ausgerichtet [63]. Fiir die trockene Form gibt es bisher noch keine
Therapie [63, 134].

Die thermale Laserkoagulation war vor der photodynamischen Therapie (s.u.) die einzige gut
etablierte Behandlung von CNV [63]. Dabei werden diese Neovaskularisationen mittels Argon-
Laser gezielt koaguliert, was ein Fortschreiten der Erkrankung verhindern soll [135].

Bei der photodynamischen Therapie wird ein lichtempfindlicher Farbstoff intravendts in den
Korper des Patienten injiziert, welcher sich in den CNV anreichert [60, 63]. Dieser wird mittels
698 nm Licht bestrahlt und dadurch angeregt, was eine chemische Reaktion in Gang setzt, die
zur Verddung der CNV fiihrt [60, 63]. Der Stellenwert dieser Therapieoption ist jedoch auf-
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grund der besseren Wirksamkeit der VEGE-Therapie zuriickgegangen [136].

Durch die Entdeckung von VEGEF als wichtigen Faktor fiir die Entstehung von CNV wurde die
Behandlung der AMD revolutioniert [137]. Der einzig zugelassene Ansatz bisher sind VEGF-
Inhibitoren, bei dem unterschiedliche Fragmente von Antikorpern genutzt werden, um ex-
trazellular VEGF zu binden und zu neutralisieren [138]. Alle VEGF-Inhibitoren miissen in re-
gelmédfiigen Abstinden intravitreal gespritzt werden, wodurch ein erheblicher zeitlicher und
finanzieller Aufwand fiir die Klinik und den Patienten entsteht [139].

4.5 Fucoidane
4.5.1 Aufbau und Funktion von Fucoidanen

Braunalgen gehoren zu einer der drei Hauptgruppen der Makroalgen (Braunalgen, Rotalgen
und Griinalgen) und umfasst tausende Arten, die sich in ihren Zusammensetzungen und Ei-
genschaften zum Teil stark unterscheiden [140, 141]. Evolutiondr haben sich die Braunalgen
aus der Abstammungslinie von Tieren, Pilzen und Griinpflanzen entwickelt [142]. Vor allem
ihr hoher Gehalt an ungesittigten Fettsduren, Proteinen, Mineralien und Vitaminen macht sie
erndhrungsmedizinisch interessant [141]. Im Vergleich zu Landpflanzen und tierischen Pro-
dukten konnen sie zehn- bis 100-mal mehr Mineralien und Vitamine enthalten [141, 143]. Al-
gen enthalten, je nach Spezies, grofie Anteile an Proteinen, Omega-3-Fettsduren, Vitamin D,
Vitamin B12, Folat und Eisen [144, 145]. Die Zellwand von Braunalgen besteht vor allem aus
den wesentlichen Anteilen Cellulose, Alginate und Fucoidan [146]. Fucoidan wurde zum ers-
ten mal im Jahr 1913 vom schwedischen Forscher Kylin aus verschiedenen Algenarten isoliert
und als eine Gruppe sulfatierter Polysaccharide beschrieben [147]. Sie sind nicht nur in Algen
zu finden, sondern auch in einigen wirbellosen Meerestieren [148].

Die genaue Struktur dieser sulfatierten Polysaccharide, das Molekulargewicht und die Ver-
zweigung der Seitenketten sind abhédngig von Art, Jahreszeit und Ernteort der Pflanze [148,
149, 150]. Die Grundstruktur besteht aus Fucose und Sulfatestergruppen [148, 149]. Manche
Fucoidane haben einfache chemische Zusammensetzungen und bestehen nur aus Fucose und
Sulfat, wahrend Fucoidane anderer Arten aus vielen anderen Monosacchariden, Acetylgrup-
pen und Proteinen aufgebaut und wesentlich komplexer sind [148, 149]. Die Extraktion gestal-
tet sich als schwierig, da die Struktur und Eigenschaften der Fucoidane durch beispielsweise
Temperatur, Zeit und pH-Wert bei der Extraktion stark verdndert werden konnen [151]. In der
Alge spielen Fucoidane eine grofie Rolle bei der Stabilisierung der Zellwand und als Schutz
vor Austrocknung bei Ebbe [152]. Aufierdem unterstiitzen sie den osmotischen Ausgleich im
Meer und schiitzen die Pflanze durch Bindung von Schwermetallionen [152]. Fucoidane un-
terstiitzen des Weiteren die Fortpflanzung durch Ausschiittung von Sporen und Gameten aus
Geschlechtsorganen [152].
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4.5.2 Bioaktivitat von Fucoidanen

Fucoidane haben aufgrund ihrer vielfiltigen biologischen und physiologischen Eigenschaf-
ten einen grofies Potential sowohl fiir die menschliche Erndhrung als auch fiir medizinische
Anwendungen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Studien zu Fucoidanen durch-
gefiihrt, wobei das Interesse an Fucoidanen immer mehr an Bedeutung gewonnen hat. Die
verschiedenen biologischen Eigenschaften sind sehr unterschiedlich und hiangen insbesondere
von der Struktur des Fucoidans, aber auch vom Ursprung, der Extraktionsmethode und der
Reinheit ab [153]. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Fucoidane wie unter anderem
Fucus vesiculosus, tiber unterschiedliche Wege Apoptose in Krebszellen induzieren und damit
antitumoral wirken konnen [154, 155, 156]. Beispielsweise induziert das Fucoidan Fucus vesicu-
losus (F.v.) die Apoptose durch Aktivierung der Caspasen 8 und 9, welche schlieSlich die Zelle
zum Zelltod fiihrt [154]. Es konnten durch Fucoidane bereits positive Effekte beim hepatozel-
luldren Karzinom und beim Brustkrebs beobachtet werden [155, 156].

Fucoidane weisen aber nicht nur gegen Tumoren, sondern auch gegen virale Infektionen be-
deutende Eigenschaften auf, etwa bei einer Influenza-A-Virus- oder bei einer Hepatitis B-Virus-
Infektion [157, 158]. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Fucoidane, unter anderem
aus Kjellmaniella crassifolia, bei in-vitro-Experimenten das Influenza-A-Virus blockierten und
gleichzeitig nur wenig zur Entwicklung von viralen Resistenzen tendierten [157]. Jedoch wur-
den auch geringe toxische Effekte auf die Wirtszelle entdeckt [157]. Auch das Hepatitis B-Virus
konnte durch Fucus vesiculosus tiber unterschiedliche Wege unschéadlich gemacht werden [158].
Beispielsweise hemmte F.v. die Expression von Interferonen, wodurch weniger Hepatitis-B-
Virus-DNA produziert wurde [158]. Apostolova et al. untersuchten in einer Datenanalyse die
vielfaltigen immunmodulatorischen und antiinflammatorischen Effekte von Fucoidanen [159].
Dabei konnte gezeigt werden, dass bei in-vivo-Versuchen die Ausschiittung von Prostaglandin
E2, TNF-q, Interleukin-1/, IL-6 und IL-8 unter Zugabe von Fucoidanen, durch Beeinflussung
des NF-xB- und des MAP-Kinase-Signalweges, vermindert war [159]. Auch hinsichtlich des
metabolischen Syndroms, einer Kombination aus niedrigem high-density-lipoproteine (HDL)-
Cholesterin, hohen Triglyceriden, einem hohen Taillen-Hiiften-Verhéltnis und einem erhdhten
Blutdruck [160], zeigten Fucoidane positive Eigenschaften [161, 162, 163]. Es konnte gezeigt
werden, dass sie a-Glucosidase gehemmt und den Glucosetransporter Typ 4 moduliert haben,
was vorteilhaft beim Diabetes mellitus Typ II sein kann [161, 162]. a-Glucosidase spaltet Glu-
coseverbindungen zu freier Glucose [164]. Wird diese gehemmt, wird weniger freie Glucose
gebildet, was sich positiv auf den Blutzucker auswirkt [164]. Der Glucosetransporter Typ 4 re-
guliert insulinabhdngig die Glucoseaufnahme v.a. im Muskel, wobei bei einer Insulinresistenz
wie beim Diabetes mellitus Typ 2 die Translokation des Transporters verringert ist und damit
weniger Glucose in die Zelle aufgenommen werden kann [165]. Des weiteren kann Cholesterin
im Serum durch Verstirkung von negativen Ladungen an Zelloberflachen und somit Bindung
von Cholesterin gesenkt werden [148]. Hinsichtlich der Angiogenese hingt die Wirkung vom
Fucoidan ab. Fucoidan aus Ascophyllum nodosum wirkte bei in-vivo-Versuchen proangiogen,
wahrend Fucoidan aus Undaria pinnatifida eher antiangiogen [166, 167, 168].
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4.5.3 Fucoidane bei der altersbedingten Makuladegeneration

Die vielféltigen positiven Eigenschaften der Fucoidane auf den Korper wie beispielsweise an-
tientziindliche und antiangiogene Effekte kann man sich auch bei okuldren Erkrankungen wie
der AMD zu Nutze machen. Zu den wichtigsten pathogenetischen Faktoren der AMD z&hlen
Entziindung, Angiogenese und oxidativer Stress (sieche Abschnitt 4.4.1). Im Bezug auf Entziin-
dungsreaktionen wurde gezeigt, dass Fucoidane iiber verschiedene Wege antiinflammatorisch
wirken konnen. Beispielsweise wurde durch das aus Sargassum fusiforme isolierte Fucoidan die
durch LPS induzierte Stickstoffmonoxidproduktion bei in-vitro-Modellen gehemmt und Pros-
taglandin E2, Interleukin-13, TNF-a und IL-6 reduziert [169]. In einer Mikroglia-Zelllinie kam
es durch Zugabe von Fucoidanen zur Reduktion der Produktion von Stickstoffmonoxid, Pros-
taglandin E2, IL-13, TNF-a und zur Herunterregulierung von NF-xB und verschiedenen an-
deren Kinasen [170]. In einer anderen Studie konnte an einer Makrophagen-Zelllinie gezeigt
werden, dass Fucoidane die Leukozytenrekrutierung und die Freisetzung von Stickstoffmon-
oxid durch Hemmung von Aktivatorprotein 1 hemmen koénnen [171].

Eine weitere wichtige Sdule in der Pathogenese der AMD ist die Angiogenese. In fritheren Ar-
beiten konnte nachgewiesen werden, dass Fucoidane antiangiogenetische Eigenschaften beim
Multiplen Myelom [172], beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom [173] und beim Brustkrebs
[174] aufwiesen. In einem in-vitro-Modell konnte nachgewiesen werden, dass Fucoidane die
VEGF-Sekretion in RPE-Zellen vermindert haben [175]. Des Weiteren zeigten Koyanagi et al.,
dass nicht nur die Ausschiittung von VEGF, sondern auch die Bindung von VEGF an seinen
Oberflachenrezeptor, in diesem Fall bei Sarkomen, Lungenkarzinom und Melanomen bei Mau-
sen durch Zugabe von Fucoidanen gehemmt wurde [176]. Aufserdem konnte gezeigt werden,
dass durch Fucoidane die Transkription von VEGF, welche durch Hypoxie-induzierenden-
Faktor (HIF)-1aw vermittelt wird, einem Faktor, der an Apoptose und Neovaskularisationen
beteiligt ist, herunterreguliert wurde [177, 178, 179, 180]. Andererseits konnten Dithmer et al.
an einer uvealen Melanom Zelllinie nachweisen, dass Fucoidane in diesem Fall proangiogene
Eigenschaften aufwiesen [181].

Die dritte Sdule bei der Pathogenese der AMD ist der oxidative Stress. Durch Abfangen von Su-
peroxidradikalen konnen Fucoidane antioxidativ wirken, wobei gezeigt werden konnte, dass
diese antioxidative Eigenschaften vom Sulfatgehalt der Fucoidane abhédngig sein konnen [178,
182, 183]. Des Weiteren konnen Fucoidane Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2 (Nrf2),
welches ein antioxidativer Transkriptionsfaktor im RPE ist, induzieren [178, 184]. Auflerdem
konnen Fucoidane die Eigenschaft haben, die Aktivierung von Extracellular signal-requlated
kinases (ERK)1/2, einer Kinase, die durch oxidativen Stress VEGF hoch reguliert, zu hemmen
[178, 185, 186]. Aufgrund ihrer Heterogenitdt miissen Fucoidane charakterisiert und nach ei-
nem festen Schema extrahiert werden, damit sie im Falle einer medizinischen Anwendung
qualitativ reproduziert werden konnen [187]. Bei der Charakterisierung miissen Aspekte wie
Herkunft, Algenart, Extraktionsmethode, Zellmodell und chemische Eigenschaften bestimmt
werden [187].
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4.6 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Beschreibung der Einflussnahme von Fucoidanen der Spezies Fu-
cus vesiculosus, Saccharina latissima und Laminaria hyperborea hinsichtlich des Einflusses auf die
Entziindung des retinalen Pigmentepithels im Langzeitversuch, wobei polare und unpolare
RPE-Zellen als Zellmodell verwendet wurden. Es ist bekannt, dass einige Fucoidane einen po-
sitiven Einfluss hinsichtlich Verminderung des oxidativen Stresses und VEGF-Ausschiittung
haben, welche zwei Hauptfaktoren fiir die Entstehung der AMD sind [175, 188]. Eine weite-
re Sdule der Pathogenese der AMD sind Entziindungsprozesse, welche in dieser Arbeit un-
tersucht werden sollen. Es wurde in fritheren Arbeiten bereits beschrieben, dass RPE-Zellen
Zytokine als Antwort auf Entziindungsmediatoren wie die Toll-like-Rezeptor-Agonisten LPS,
Poly I:C, TNF-a oder Pam ausschiitten [45, 48, 49]. Daher soll der Einfluss von verschiedenen
Fucoidanen in Kombination mit diesen Entziindungsmediatoren auf die Zytokinproduktion
der RPE-Zellen untersucht und dadurch eine neue Therapieoption fiir verschiedene Augener-
krankungen wie fiir die AMD diskutiert werden. Bei der Zytokinausschiittung der RPE-Zellen
wurde besonderes Augenmerk auf die Ausschiittung von IL-6, IL-8, IL-13 und TNF-« gelegt,
da diese bei der Pathogenese der AMD eine Rolle spielen. Die Versuchszeitraum erstreckte
sich iiber einen Tag, drei, sieben und 28 Tage, wobei die Zellviabilitdt nach 28 Tagen ermittelt
wurde, in dem die metabolische Aktivitdt bestimmt worden ist. An polarisierten Zellen wurde
auflerdem die Funktion der Barrierefdhigkeit untersucht, da sie hinsichtlich der Pathogenese
eine grofle Rolle spielt, indem sie an der Regulierung des Austausches von Stoffen zwischen
Choroidea und Lichtsinneszellen und auch beim Schutz der Netzhaut vor dem Eindringen von
Zytokinen aus dem Blutkreis relevant ist [33, 34].

Zusammengefasst, wird in dieser Arbeit:

1. der Einfluss von Fucoidanen in Kombination mit Entztindungsmediatoren auf die Zellviabi-
litdat untersucht,

2. der Einfluss von Fucoidanen in Kombination mit Entziindungsmediatoren auf die Zytokin-
produktion getestet,

3. die Barrierefunktion von RPE-Zellen durch Zugabe von Fucoidanen und Entziindungsme-

—— Zellviabilitat
—— > Barrierefunktion
—— Zytokinproduktion

RPE-Zelle

diatoren getestet.

Fucoidane +

Abbildung 5: Versuchsiibersicht

Es wurde der Einfluss der Entziindungsmediatoren LPS, Poly I:C, TNF-a bzw. Pam in Kombination
mit verschiedenen Fucoidanen auf retinale Pigmentepithelzellen (RPE-Zellen) hinsichtlich Zellvia-
bilitat, Barrierefunktion und Zytokinproduktion getestet. Abbildung gestaltet mit Biorender.com.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Verwendete

Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien

Firma, Firmensitz

Ampuwa Spiillosung Plastipur® Aquaad
iniectabilia (Aqua Bidest)

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg

Betaisodona®

Mundipharma GmbH, Frankfurt a. M.

DMEM/HIGH GLUCOSE mit 4,00 mM L-
Glutamin und 4500 mg/1 Glucose

Cytiva Europe GmbH, Freiburg im Breisgau

DMEM/High Modified mit 4,0 mM L-
Glutamin und 4500 mg/1 Glucose

Cytiva Europe GmbH, Freiburg im Breisgau

DMSO > 99,5 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

ELISA Plate Coating Buffer

R&D Systems, Minneapolis, MN (USA)

EDTA Merck KGaA, Darmstadt
Ethanol > 99,5% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
FBS Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

HEPES-Puffer, 1 M

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a Duoset® ELISA

R&D Systems, Minneapolis, MN (USA)

LPS aus Escherichia coli 055:B5

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

10,000 U Penicillin und 10 mg Streptomy-
cin pro ml in 0,9%-igem NaCl

MEM NEAA (100X) PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

MTT Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (USA)

NaCl10,9 % B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG, Mel-
sungen

Natriumpyruvat PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Pam2CSK4 Tocris Bioscience, Bristol, GrofSbrittanien

PBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Pe/St: Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Poly I:C Tocris Bioscience, Bristol, GrofSbritannien
TNF-a Bio-Techne GmbH, Minneapolis, MN (USA)
Trypsin; 0,25 % in PBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Trypsin/EDTA; 0,25 %/0,02 % in PBS

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMSO = Dimet

hylsulfoxid, EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure, ELISA = Enzyme-

linked Immunosorbent Assay, dt. Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest, FBS = Fetal Bovine Serum, dt. Fetales Rinder Se-

rum, HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure, LPS = Lipopolysaccharid, MEM = Minimal Essential
Medium, MTT = 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, NEAA = Non-Essential Amino Acids, dt. Nicht-
essentielle Aminosauren, PamoCSKy = Pathogen-associated molecular pattern, PBS = Phosphatgepufferte Salzlosung, Pe/St = Pe-

nicillin/Streptomycin, Poly I:C = Polyinosinsaure:Polycytidylsdure, TNF-o« = rekombinanter humaner Tumornekrosefaktor-«

(rhTNFa)
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5.1.2 Puffer und Kulturmedien

Puffer und Kulturmedium Inhalt
Iodlosung 20 ml NaCl
10 ml Betaisodona®
PBS+Pe/St 900 ml Aqua Bidest
+ 100 ml PBS
+ 10 ml Pe/St
Zellkulturmedium 500 ml DMEM HIGH GLUCOSE
+ 10 % FBS

+1 % Pe/St (10.000 U/ml)

+ 1 % Natriumpyruvat (100 mM)

+ 2,5 % HEPES (1M)

+ 1 % nicht essentielle Aminosduren

Tabelle 2: Verwendete Puffer und Kulturmedien

5.1.3 Gerate und Labormaterial

Gerit und Labormaterial Hersteller
COs-Inkubator (Heracell TM VIOS 160i) | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Einkanalpipetten (10, 100, 1000 1) Eppendorf, Hamburg

Epithelial Volt/Ohm (TEER) Meter 3°®

World Precision Instruments, Florida, USA

Gefrierschranke (-20 °C, -80 °C)

Liebherr, Kirchendorf an der Iller

Insert, 12-Well, 0,4 ul

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Lichtmikroskop (Axiovert 100)

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroplattenleser (BioTek® EIx800)

BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA

Mikroplattenwascher (BioTek® ELx50)

BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA

Pinzetten (anatomisch, chirurgisch)

Bausch und Lomb GmbH, Berein

Pipettierhilfe

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Sicherheitswerkbank (Safe 2020)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

STX3-PLUS Elektrode

World Precision Instruments, Florida, USA

TC Platte 12-Well, Standard

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

TC Platte 24-Well, Standard

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Vakuumpumpe INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal
Wasserbad 1086 GFL, Brugwedel

Wippschiittler Infors AG, Bottmingen

Zentrifugen Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

(Sorvall ST40 und Heraus Fresco 17)

Tabelle 3: Verwendete Gerdte und Labormaterial
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5.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

Mikrotiterplatten (12/24/96-Well) Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Pipettenspitzen (10, 200, 1.000 pl) Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Serologische Pipetten (5, 15, 50 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Rasierklingen Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen
Reaktionsgefafie Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Zentrifugenrohrchen Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht

5.1.5 Software

Tabelle 5: Verwendete Software

Software Hersteller

AxioVs40 v4.8.0.0 Carl Zeiss AG, Oberkochen

BioRender BioRender, Toronto, Ontario, USA

Citavi 6.10 Swiss Academic Software GmbH, Widenswil,
Schweiz

Gen5v1.11.5 BioTek Instruments, Inc., Winooski, USA

GraphPad Prism 9 GraphPad Software, San Diego, USA

Microsoft Excel

Microsoft, Redmond, USA

MiKTeX (Version 21.12)

MiKTex, Berlin

LaTeX

The Latex Project, Mainz

ZEN 2 (blue edition) v2.0.0.0

Carl Zeiss AG, Oberkochen
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5.1.6 Algenextrakte

Tabelle 6: Verwendete Algenextrakte

Extraktbezeichnung | Herkunft
(Algenspezies)
F2 kommerziell erhéltlich bei Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) (Lot

(Fucus vesiculosus)

SLBT5471)

E81

(Laminaria hyperborea)

Alginor ASA, Haugesund, Norwegen (zur Verfligung gestellt
(zVg.) von Dr. Georg Kopplin)

E93
(Saccharina latissima)

DTU, Lyngby, Danemark (zVg. von Dr. Maria Dalgaard Mikkelsen)

E112

(Saccharina latissima)

Pharmazeutische Institut der CAU (zVg. von Prof. Dr. Susanne Al-
ban), geerntet bei Faroer-Inseln

E125

(Saccharina latissima)

DTU, Lyngby, Ddanemark (zVg. von Dr. Maria Dalgaard Mikkelsen)

E126
(Saccharina latissima)

Pharmazeutische Institut der CAU (zVg. von Prof. Dr. Susanne Al-
ban), geerntet bei Norwegen

E127

(Laminaria hyperborea)

Alginor ASA, Haugesund, Norwegen (zVg. von Dr. Georg Kopp-

lin)

CAU = Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel, DTU = Dianemarks Technische Universitit

Tabelle 7: Chemische Eigenschaften der Fucoidane

Fucoidan MW in kDa Fucosegehalt Sulfatgehalt in | molarer Sulfatie-
in mol % % Gewicht rungsgrad

F2 49,85 88,17 27,89 0,55

E81 1548 97,00 53,8 1,7

E93 800 64,70 35,60 2,40

E112 997 81,12 25,79 0,49

E125 300 - 800 63,07 32,11 2,01

E126 311,70 73,59 21,31 0,38

E127 3700 86,15 38,00 0,90

Quellen: [189, 190, 191, 192] Quelle fiir E125 und E127
MW = Molekulargewicht, kDa = Kilodalton

5.2 Methoden
5.2.1 Praparation von retinalen Pigmentepithel-Zellen aus Schweineaugen

Die Isolation von RPE-Zellen aus Schweineaugen erfolgte nach bereits etablierten Methoden
[193]. Die retinalen Pigmentepithel-Zellen wurden aus Schweineaugen gewonnen, die von re-
gionalen Schlachthodfen ungefahr vier bis sechs Stunden nach Schlachtung auf Eis geliefert wur-
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den. Zur Herstellung einer Transwell-Mikrotiterplatte wurden 17 Augen und fiir eine 24-Well-
Mikrotiterplatte 12 Augen verwendet.

Zu Beginn wurden die Augen mittels einer chirurgischen Schere von tiberschiissiger Muskula-
tur und Bindegewebe befreit und anschlieflend fiir fiinf Minuten in Betaisodona-Losung des-
infiziert. Anschlieflend wurden die Augen bis zur weiteren Verwendung in steriler Natrium-
chloridlosung auf Eis gelagert. Die weitere Praparation erfolgte an der Sicherheitswerkbank.
Zunichst wurde mit Hilfe einer Rasierklinge der vordere Teil des Auges (mit 0,5 cm Abstand
um die Iris herum) entfernt. Danach wurde der Glaskorper und die Linse mittels einer Pinzette
vollstandig entfernt. Die iibrig gebliebenen Bulbi werden folgend als ,, Augenbecher” bezeich-
net.

Die Augenbecher wurden daraufhin mit warmer phoshatgepufferter Salzlosung (PBS) befiillt,
damit sich die Retina besser ablosen liefs. Das Ablosen der Retina wurde unter Zuhilfenahme
einer anatomischen Pinzette durchgefiihrt. Fiir den besseren Halt wurden die Augenbecher in
Flaschendeckel gelegt.

Danach wurde Trypsin in die Augenbecher geben und fiir zehn Minuten bei 37 °C inkubiert.
Dieses wurde anschlieflend abgesaugt, durch Trypsin - Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
ersetzt und fiir 35 Minuten bei 37 °C inkubiert. Mit Hilfe einer Pipette wurde das Trypsin-EDTA
in den Augenschilchen ca. 40-mal resuspendiert und damit die RPE-Zellen gelost. Die Uber-
stinde wurden auf zwei Falcons mit je 30 ml Zellkulturmedium (RPE-Gibco) aufgeteilt und
fiinf Minuten bei 900 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Anschlieflend wurde jeweils ein
weiteres Mal der Uberstand entfernt, die Pellets in je 2 ml Medium resuspendiert und danach
in ein Falcon zusammengefiihrt. Sechzehn ml Medium wurden zugeben und es erfolgte erneut
eine Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 8900 Umdrehungen pro Minute. Danach wurde je-
weils ein weiteres Mal der Uberstand abgenommen, die Pellets in 2 ml Medium resuspendiert
und 10,5 ml Medium hinzugegeben.

Bei der Transwell-Mikrotiterplatte wurde in jedes Well apikal 1 ml der Zellsuspension und
basal 1,5 ml Medium hinzugegeben. Bei einer 24-Well-Mikrotiterplatte wurde 0,5 ml der Zell-
suspension ausgesit. Anschlieffend wurden die Platten leicht geschwenkt, um die Zellen gut
zu verteilen, und im Inkubator bei 37 °C bis zu Beginn des Experiments inkubiert. Wahrend
des Wachstums der Zellen und vor Beginn der Experimente wurde zwei Mal pro Woche das

Medium gewechselt.

5.2.2 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands

Der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) zeigt das Ausmafs der Bedeckung der Ober-
flache der Transwell-Platten-Inserts mit RPE und die Ausbildung von Tight Junctions an. Die
Messung des TEER erfolgte mittels des Epithelial Volt/Ohm (TEER) Meter 3®. Als zugehorige
Elektrode wurde die STX3-PLUS verwendet.

Dabei wurde der Widerstand zwischen dem Medium des Trans-Well-Platten Inserts und dem
dufleren Medium in den jeweiligen Wells der Trans-Well-Mikrotiterplatte durch Erzeugung ei-

nes niedrigen Wechselstroms gemessen [194].
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Die Messung der TEER erfolgte jeweils sieben, zehn und 14 Tage nach Aussaat der Zellen. Ab
einem TEER-Wert von 150  * cm?, welcher meistens nach zwei Wochen erreicht wurde, wur-
de mit der Stimulation der RPE-Zellen durch Zugabe von LPS, Poly I:C, TNF-a, Pam und den
Fucoidanen begonnen. Weitere TEER-Messungen erfolgten am ersten Tag nach Beginn der Sti-
mulation und drei, sieben, 14, 21 und 28 Tage nach der ersten Stimulation.

Zunichst wurde die Barriere eines nur mit Medium gefiillten Wells ohne RPE gemessen und als
Leerwert verwendet. Danach erfolgte die Messung der anderen Wells mit den jeweiligen Ver-
suchsansédtzen einer Trans-Well-Mikrotiterplatte, wobei der Leerwert bereits durch das Gerat
automatisch abgezogen wurde. Nach Messung in jedem Well wurde die Elektrode mit Ethanol
gereinigt, mit Aqua Bidest gespiilt und mit einer sterilen Kompresse getrocknet.

5.2.3 Stimulation der retinalen Pigmentepithelzellen

Wie in Abschnitt 5.2.2 erwihnt, konnte mit der Stimulation der RPE bei der Trans-Well-Mikro-
titerplatte durch Zugabe von LPS, Poly I:C, TNF-a, Pam und dem Fucoidan ab einem TEER
von ca. 150 Q * cm? begonnen werden.

Zu Beginn jeder Stimulation wurde nach TEER Messung und Anfertigung von Fotoaufnahmen
der Uberstand sowohl apikal, d.h. aus dem Insert als auch basal, d.h. im Well entnommen und
in beschriftete Eppendorfgefifie gegeben. Der apikale Uberstand wurde fiir fiinf Minuten bei
13.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Daraufhin konnte der Uberstand in ein weite-
res Eppendorfgefafs tiberfiihrt und fiir die spdtere Analyse bei -20 °C eingefroren werden. Der
basale Uberstand wurde nicht zentrifugiert, sondern direkt bei -20 °C eingefroren. Dem basalen
Well wurde wieder 1,5 ml des Zellkulturmediums (DMEM Pan-Biotech mit Phenolrot, Pyru-
vat und Gibco FBS) zugefiihrt. Apikal in die Inserts wurde Zellkulturmedium gegeben. Zwei
Wells wurden als Kontrolle verwendet, d.h. sie wurde nur mit Medium befiillt. Zudem enthilt
die Trans-Well-Mikrotiterplatte jeweils ein Kontroll-Well fiir jeden Entziindungsmediator. Hier
wurden neben dem Medium 100 pl Verdiinnung der Entziindungsmediatoren LPS (1 pg/ml),
Poly I.C (10 pug/ml), TNF- (50 ng/ml), Pam (10 ng/ml) zugegeben. In weitere Wells wur-
den zusétzlich zum Medium 100 pl Verdiinnung des Fucoidans (50 ;ig/ml) mit jeweils 100 pl
Verdiinnung eines Entziindungsmediators gegeben (siehe Abbildung 8), wobei die Zahlen die
Spaltennummer und die Buchstaben die Zeilenbezeichnung angeben. Zuerst wurde das Fucoi-
dan zugegeben, nach 30 Minuten Inkubation die Entziindungsmediatoren.

Die Stimulation erfolgte abhingig von den Versuchen einen Tag, drei, sieben und 28 Tage nach
der ersten Stimulation. Jeweils 24 Stunden vorher wurde ein Ansatzwechsel durchgefiihrt. Zu-
dem erfolgte ein Ansatzwechsel 11, 15, 19 und 23 Tage nach der ersten Stimulation zum Erneu-

ern des Mediums.
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Tabelle 8: Auftragsschema der 12-Transwell-Mikrotiterplatte

1 2 3 4

A | Medium LPS Kontrolle Pam Kontrolle Fucoidan + TNF-«
Kontrolle 1

B Medium Poly I:C Kontrolle Fucoidan + LPS Fuocidan + Pam
Kontrolle 2

C | Fucoidan TNF-a Kontrolle Fucoidan + Poly I.C | -
Kontrolle

Bei der 24-Well-Mikrotiterplatte wurde die Konfluenz der RPE mit Hilfe des Lichtmikroskops

beurteilt. Meistens konnte hier nach zwei bis drei Wochen mit der Stimulation begonnen wer-

den. Die Zellen sollten ein Honigwaben-Muster aufweisen und den Boden der Mikrotiterplatte

vollstandig bedecken (siehe beispielhaft Abbildung 6). Die Stimulation wurde drei, sieben, 14,

21 und 28 Tage nach der ersten Stimulation durchgefiihrt.

Ein Ansatzwechsel erfolgte wie bei der Trans-Well-Mikrotiterplatte jeweils 24 Stunden vorher

und zusitzlich an Tag 10, 17 und 14 nach der ersten Stimulation. Diese erfolgte analog zum

Prinzip der Stimulation der Trans-Well-Mikrotiterplatte. Das Auftragsschema wird in Tabelle 9

dargestellt.

Abbildung 6: Retinale Pigmentepithel-Zellen 14 Tage nach Aussaat in 100-facher Vergrofserung
pflastersteinartiges Aussehen von retinalen Pigmentepithel-Zellen, welche den kompletten Boden
des Wells bedecken.
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Tabelle 9: Auftragsschema der 24-Well-Mikrotiterplatte
1 2 3 4 5 6
A | Medium Medium Fucoidan 1 Fucoidan 2 Fucoidan 3 -
Kontrolle 1 | Kontrolle 2 | Kontrolle Kontrolle Kontrolle
B | Pam LPS Fucoidan 1 + | Fucoidan 2 + | Fucoidan 3 + | Fucoidan 1
Kontrolle Kontrolle LPS LPS LPS + Pam
C | Fucoidan 2 | Poly I.C Fucoidan 1 + | Fucoidan 2 + | Fucoidan 3 + | Fucoidan 3
+ Pam Kontrolle Poly I.C Poly I.C Poly I.C + Pam
D |- TNF-« Fucoidan 1 + | Fucoidan 2 + | Fucoidan 3 + | -
Kontrolle TNF-« TNF-« TNF-«

5.2.4 Enzyme-linked Inmunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung der Zytokinkonzentration von porcinen IL-173, IL-6, IL-8 und TNF-oo wurden
DuoSet® ELISA Kits der Firma R&D Systems verwendet.

Die ELISA-Methode wurde urspriinglich von Peter Perlmann und Eva Engvall entwickelt [195].
Beim DuoSet® ELISA binden spezifische Antikérper (Fangerantikérper) an die 96-Well-ELISA-
Platte. Nachfolgend wurden die Standards und Proben hinzugegeben, welche an die immobili-
sierten Antikdrper binden. Daraufhin wurden weitere Antikorper (Detektions-Antikorper) zu-
gefiigt, die an die antikérpergebundenen Proben bzw. Standards binden. Streptavidin-Meerret-
tich-Peroxidase HRP ist ein Enzym, welches Tetramethylbenzidine (TMB) Substrat in ein blau-
es Produkt umwandelt. Durch Zugabe von Stopp-Losung kommt es anschlieflend zum Stop-
pen der Enzymreaktion. Die Gelbfarbung erfolgt in Abhédngigkeit zur Probenkonzentration.
Anschliefiend konnte die Absorption bei 450 nm mit einem ELISA-Reader gemessen werden
[196]. Das Vorgehen erfolgte nach dem Herstellerprotokoll[197, 198].

5.2.5 Bestimmung der metabolischen Aktivitat der retinalen Pigmentepithel-Zellen
mittels Tetrazolium-Test

Am letzten Versuchstag wurde nach der Stimulation die metabolische Aktivitdt der RPE Zellen
mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay bestimmt. Der
MTT-Test wurde fiir die jeweiligen Extrakte jeweils an Tag eins, drei, sieben und 28 nach Sti-
mulation durchgefiihrt. Dieser Test ist 1983 von Tim Mosmann entwickelt worden. Grundprin-
zip ist die Bestimmung der mitochondrialen Aktivitdt, welche ein Mafs fiir die Zellviabilitat
ist [199]. Zuerst wurden die Zellen mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) zweimal gewa-
schen. Daraufhin wurden 250 yl verdiinnte MTT-Losung (1:10 Verdiinnung mit Dulbecco’s Mo-
dified Eagle Medium (DMEM) ohne Phenolrot) zugegeben und fiir zwei Stunden bei 37 °C in-
kubiert. Als ndchster Schritt erfolgte das Absaugen der tiberstandigen Losung und die Zugabe
von 250 pl Dimethylsulfoxid (DMSO). Die Mikrotiterplatte wurde daraufhin fiir fiinf Minuten
geschiittelt. Eine 96-Well-Mikrotiterplatte wurde unterdessen vorbereitet, indem in jedes Well
1000 pl DMSO gegeben wurde. Nach Abschluss des Schiittelvorgangs wurden jeweils 500 pul
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des Uberstandes in den Wells auf die 96-Well-Mikrotiterplatte aufgetragen. Als Kontrolle wur-
de 500 pl DMSO in zwei Wells aufgetragen. Es wurden immer Doppelwerte pipettiert. Ab-
schlieffend konnte die Platte bei 550 nm ausgelesen werden. Die prinzipielle Funktionsweise
des MTT-Test ist in Abbildung 7 dargestellt. MTT-Losung wird in die Wells gegeben. Mitochon-
driale Dehydrogenasen wandeln das MTT in dunkelblaue Formazankristalle um. Durch Zuga-
be von Dimethylsulfoxid werden die Formazankristalle gelést und der Uberstand kann abge-
nommen und die Farbintensitit bei 550 nm ausgelesen werden. Je vitaler die Zellen, desto mehr
Mitochondrien sind vorhanden und desto hoher ist die Konzentration an violetten Formazan
[200]. Das Vorgehen bei der Trans-Well-Mikrotiterplatte und der 24-Well-Mikrotiterplatte er-

folgte nach dem gleichen Prinzip.

3
2

mitochondriale
Dehydrogenase

RPE NAD:/_\

NADPH NAD*/
NADP

Dimethylsulfoxid

=

Auflésen der Kristalle

Formazankristalle

Abbildung 7: Funktionsweise des Tetrazolium-Tests

Abbildung a) 1. MTT-Loésung wird in die Wells zu den Zellen gegeben. 2. Mitochondriale Dehydro-
genasen wandeln unter NADH bzw. NADPH-Verbrauch das MTT in dunkelblaue Formazankristal-
le um. 3. Durch Zugabe von Dimethylsulfoxid werden die Formazankristalle gelost. Abbildung b)
Vier Wells einer 24-Well-Mikrotiterplatte 14 Tage nach Aussaat der retinalen Pigmentepithel-Zellen,
direkt nach Zugabe von MTT (Entspricht Schritt 1 in Abbildung a). Abbildung c) zwei Stunden
nach Zugabe von MTT (Entspricht Schritt 2 in Abbildung a). Abbildung d) direkt nach Zugabe von
DMSO (Entspricht Schritt 3 in Abbildung a). Abbildung gestaltet mit Biorender.com.
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5.2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel und GraphPad Prism 9. Alle Versuche
wurden mindestens drei Mal durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.
Als biologisch relevante Unterschiede wurde Abweichungen von mehr als 10 % zur Vergleichs-
gruppe betrachtet. Die Priifung auf Normalverteilung erfolgte mittels Shapiro-Wilk-Test. Abso-
lute Daten, die normalverteilt waren, wurden mittels ANOVA (analysis of variance, dt.: Einfak-
torielle Varianzanalyse) und Students t-test ausgewertet. Wenn diese nicht normalverteilt wa-
ren, wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit anschlielendem Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
Da alle relativen Werte normalverteilt waren, erfolgte hier ein One-Sample-t-test. Mit Excel
wurden Diagramme erstellt, wobei die Saulen die Mittelwerte und die Standardabweichung

als Linien dargestellt werden.
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6 Ergebnisse

Es wurden verschiedene Fucoidane der Spezies Fucus vesiculosus (F2), Laminaria hyperborea (E81
und E127) und Saccharina latissima (E93, E112, E125 und E126) (siehe Tabelle 6) an RPE-Zellen
hinsichtlich Beeinflussung der Zellviabilitdt, Zytokinproduktion (IL-6, IL-8, IL-18 und TNF-«)
und Barrierefunktion getestet. Diese Testung erfolgte sowohl an einem unpolaren Zellenmo-
dell (auf 24-Well-Mikrotiterplatten) als auch an einem polaren Zellenmodell (auf Transwell-
Mikrotiterplatten). Als Referenz wurde das Fucoidan Fucus vesiculosus (F2) von Sigma-Aldrich
verwendet, da es in vorherigen Versuchen bereits vielversprechende Eigenschaften wie VEGF-
Senkung aufwies [189, 201]. Zudem ist es kommerziell erhéltlich.

6.1 Zellviabilitat und Zytokinproduktion im unpolaren Zellmodell
6.1.1 Etablierung mit der Referenzsubstanz

a) Zellviabilitit:

Die Zellviabilitat der RPE-Zellen wurde im unpolaren Zellmodell an verschiedenen Tagen nach
Stimulation mittels MTT-Test bestimmt. Die Abbildungen 8a-d zeigen die Zellviabilitdt von
Zellen, die mit F2, den Entziindungsmediatoren und F2 gemeinsam mit einem Entziindungs-
mediator ein- (a), drei- (b), sieben- (c) und 28 Tage (d) stimuliert wurden, in Prozent in Bezug
auf die Kontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde. Es ist zu erkennen, dass das Signal einen Tag
nach Stimulation durch Zugabe von F2 (134 £+ 2 %, p = 0,004), F2 mit LPS (124 + 6 %, p = 0,031),
F2 mit Poly I:C (126 = 7 %, p = 0,031), F2 mit TNF-a (130 £ 5 %, p = 0,013) und F2 mit Pam
(127 £ 7 %, p = 0,036) jeweils signifikant erhoht wurde. Drei und sieben Tage nach Stimulation
konnte keine signifikante Verdnderung der Zellviabilitdt beobachtet werden. 28 Tage nach Sti-
mulation mit F2 und Pam (107 + 2 %) konnte keine signifikante Verdnderung der Zellviabilitat
gegeniiber der Kontrolle ausgemacht werden.

Abbildung 9 zeigt mikroskopische Lichtbilder in 100-facher Vergrofierung von RPE-Zellen an
Versuchstag 28 nach Stimulation mit F2 und den Entziindungsmediatoren. Bei allen Versuchs-
ansdtzen ist ein liickenloser pflastersteinartiger Zellrasen und keine Stérung der Morphologie
und Differenzierung der Zellen zu erkennen.

a) 1 Tag b) 3 Tage
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c) 7 Tage d) 28 Tage
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Abbildung 8: Zellviabilitit von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben- (c) und 28-tigiger
(d) Stimulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsiure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Pam: Die Zellviabilitit von priméren porcinen retinalen Pig-
mentepithelzellen wurde nach ein-, drei-, sieben- und 28-tigiger Stimulation mit dem Fucoidan F2
(50 pg/ml), einem Entziindungsmediator [LPS (1 ug/ml), Poly I:C (10 ug/ml), TNF-« (50 ng/ml),
Pam (10 ng/ml)] und dem Fuocidan in Kombination mit einem Entziindungsmediator mittels 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Test bestimmt. Die Zellviabilita-
ten wurden in Prozent zur Kontrolle (100 Prozent) berechnet. Die Mittelwerte dieser Berechnun-
gen werden durch die Sdulen reprisentiert. Die Linien zeigen die Standardabweichungen, welche
mit Microsoft Excel ermittelt wurden. Die Daten an Tag 1 und Tag 28 sind nach Shapiro-Wilk-
Test normalverteit. Sie wurden mittels Ein-Stichproben-t-Test auf Signifikanz getestet (* = p < 0,05,
** = p <0,01). Die Daten an Tag 3 und 7 sind nach Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt. Diese Da-
ten wurden mittels Wilcoxon signed-rank test, dt. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test auf Signifikanz
getestet, weisen jedoch keine Signifikanzen auf. Anzahl der unabhingigen Experimente: n > 3.

Kontrolle F2 F2 +LPS

S

F2 + Pol :C _ F2 + TNFa _ 2 + Pam

Abbildung 9: Lichtbilder von retinalen Pigmentepithelzellen nach 28-tigiger Stimu-
lation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder Pam: Mikroskopische Lichtbilder in 100-facher Vergro-
Berung von RPE-Zellen an Versuchstag 28 nach Stimulation mit F2, LPS, Poly I:C, TNF-«, Pam und
der Kombination von F2 mit einem Entziindungsmediator.
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b) Interleukin-6-Ausschiittung;:

Es wurde der Einfluss der alleinigen Stimulation der RPE-Zellen mit F2, LPS, Poly I:C, TNF-«
oder Pam im Vergleich zur gemeinsamen Stimulation mit F2 und jeweils einem Entziindungs-
mediator auf die IL-6-Ausschiittung der Zellen an verschiedenen Tagen mittels ELISA unter-
sucht. Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmedia-
toren zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6, genau wie durch Stimulation durch die
Kombination eines Entziindungsmediators mit F2. F2 alleine fiihrte zu keinem signifikanten
Anstieg der Zytokinproduktion (Abb. 10a). An Tag 3 nach Stimulation konnte ein signifikanter
Anstieg der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von LPS, Poly I:C, TNF-a, Pam und der Kom-
bination von LPS und TNF-« jeweils in Kombination mit F2 beobachtet werden (Abb. 10b).
Unter LPS, Poly I:C, TNF-a, Pam und der Kombination aus F2 und LPS bzw. TNF-a kam es
an Tag 7 zu einer signifikanten Erhohung der IL-6-Ausschiittung. Die Zytokinausschiittung
wurde signifikant (p = 0,008) um 91 Prozentpunkte durch Stimulation mit F2 und Poly I.C
(85 = 106 pg/ml) im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Poly I:C (992 + 487 pg/ml,
p < 0,0001) reduziert (Abb. 10c). 14 Tage nach Stimulation konnten keine signifikanten Ver-
anderungen der IL-6-Ausschiittung beobachtet werden. Pam wurde an Tag 14 und 21 nicht
getestet, da es nach 28 Tagen nicht mehr aktiv war und keine signifikanten Ergebnisse lieferte
(Abb. 10d). Die IL-6-Ausschiittung war an Tag 21 durch Stimulation mit keinem Entziindungs-
mediator alleine oder in Kombination mit F2 signifikant (Abb. 10e). Des Weiteren kam es an
Tag 28 durch F2 und Poly I:C (296 + 406 pg/ml) zu einer signifikanten (p = 0,031) Reduktion
der Zytokinausschiittung im Vergleich zur Stimulation nur mit Poly I.C (1147 + 931 pg/ml,
p = 0,004). Die Zytokinausschiittungen durch Stimulation mit LPS, Poly I:C und TNF-a waren
jeweils signifikant (Abb. 10f).
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Abbildung 10: Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben- (c),
14- (d), 21- (e) und 28-tdgiger (f) Stimulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdu-
re:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder Pam: Die IL-6-Ausschiittung
durch F2 (50 pg/ml), LPS (1 pg/ml), Poly I:C (10 pg/ml), TNF-o (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml)
wurde mittels ELISA analysiert. Diese wird in pg/ml angegeben. Die Daten an Tag 1 und Tag 14
sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) si-
gnifikant. Sie wurden mittels Students t-Test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Die Daten an den
Tagen 3, 7, 21 und 28 sind nach Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt und nach Kruskal-Wallis-Test
signifikant. Diese wurden mittels Wilcoxon matched pairs signed-rank-Test auf zweiseitige Signi-
fikanz getestet. Signifikanz im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001. Si-
gnifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen
Stimulation mit einem Entziindungsmediator: + = p < 0,05. Anzahl der unabhingigen Experimente:
n > 3.

¢) Interleukin-8-Ausschiittung;:

Die Abbildungen 11a-f zeigen die IL-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach Stimulation mit F2
und verschiedenen Entziindungsmediatoren (LPS, Poly I:C, TNF-o oder Pam) an verschiede-
nen Tagen der Stimulation. Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe aller geteste-
ten Entztindungsmediatoren zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-8, genau wie durch
die Stimulation mit der Kombination jeweils eines Entziindungsmediators mit F2. F2 alleine
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zytokinproduktion (Abb. 11a). An Tag 3 nach Sti-
mulation konnte ein signifikanter Anstieg der IL-8-Ausschiittung durch Zugabe jeder Entziin-
dungsmediatoren und der Kombination von LPS, Poly I:C bzw. Pam jeweils in Kombination
mit F2 beobachtet werden. F2 alleine und in Kombination mit TNF-« zeigte keine signifikan-
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te Erhohung der Zytokinausschiittung (Abb. 11b). Unter LPS, Poly I:C, TNF-a, Pam und der
Kombination aus F2 und allen getesteten Entziindungsmediatoren kam es an Tag 7 zu einer
signifikanten Erhohung der IL-8-Ausschiittung (Abb. 11c). Nach 14-tagiger Stimulation konnte
durch die Stimulation der RPE-Zellen durch F2 + TNF-« (586 £ 435 pg/ml) eine signifikan-
te (p = 0,024) Reduktion der IL-8-Ausschiittung beobachtet werden. Dem gegeniiber steht die
alleinige Stimulation mit TNF-o (1208 £ 545 pg/ml) (Abb. 11d). Unter Stimulation mit LPS,
Poly I:C, TNF-a und in Kombination mit LPS und TNF-a + F2 wurde die Freisetzung von IL-8
an Tag 21 signifikant erhoht. Die Zugabe von F2 und Poly I:C (1052 + 809 pg/ml) hatte eine
signifikanten (p = 0,008) Reduktion der IL-8-Ausschiittung im Vergleich zur Stimulation mit
Poly I:C (1739 £ 369 pg/ml p = 0,023) zur Folge (Abb. 11e). An Tag 28 wurde die Ausschiittung
von IL-8 signifikant durch Zufiigen der Entziindungsmediatoren alleine, dem Extrakt F2 allei-
ne und in Kombination mit LPS und TNF-« erhoht. Durch die Stimulation mit F2 und Poly I:C
(1052 £ 809 pg/ml) kam es zu einer signifikanten (p = 0,007) Reduktion der IL-8-Ausschiittung
auf 60 % im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Poly I:C (1754 £ 669 pg/ml, p < 0,0001)
(Abb. 11f).
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Abbildung 11: Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
(c), 14- (d), 21- (e) und 28-tigiger Stimulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosin-
sdure:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-a (TNF-c) oder Pam: IL-8-Ausschiittung
durch F2 (50 ug/ml) S, LPS (1 pug/ml), Poly I:C (10 pg/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml)
wurde mittels ELISA analysiert und wird in pg/ml angegeben. Alle Daten sind nach Shapiro-
Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden
mittels Students t-Test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrol-
le: * = p < 0,05 ** = p < 0,01, ** = p < 0,001. Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit
dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen Stimulation mit einem Entziindungsmediator
(+ =p <0,05; ++ = p < 0,01). Anzahl der unabhingigen Experimente: n > 3.

d) Interleukin-13- und Tumornekrosefaktor-a-Ausschiittung:

Die IL-13-Sekretion von priméren porcinen RPE-Zellen wurde mittels ELISA einen Tag und

sieben Tage nach Stimulation mit F2 und den Entziindungsmediatoren LPS, Poly I:C oder Pam
bestimmt. Es fand lediglich an Tag 1 fiir die Stimulation mit LPS und F2 + LPS eine Ausschiit-
tung des Zytokins statt. Bei allen anderen stimulierten Zellen kam es zu keiner messbaren

Sekretion von IL-1/3 (Daten werden hier nicht gezeigt).

Die TNF-a-Ausschiittung von RPE-Zellen wurde mittels ELISA einen Tag nach Stimulation mit

F2, LPS, Poly I:C oder Pam bestimmt. Es konnte eine signifikante TNF-a-Ausschiittung nach

Zugabe von entweder LPS oder Poly I:C beobachtet werden. Die Zytokinausschiittung wurde

bei keinem Entziindungsmediator durch F2 signifikant gesenkt (siehe Abb. 12).
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Abbildung 12: TNF-a-Ausschiittung von RPE-Zellen nach eintigiger Stimulation mit F2,
Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsaure (Poly I:C) oder Pam: Die TNF-a-
Ausschiittung durch F2 (50 pg/ml), LPS (1 pg/ml), Poly I:C (10 pg/ml) und Pam (10 ng/ml) wurde
mittels ELISA analysiert. TNF-a-Konzentrationen in pg/ml. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test
nicht normalverteit und nach Kurskal Wallis-Test signifikant. Sie wurden mittels Wilcoxon paired
sign rank test auf zweiseitige Signifikanz getestet (* = p < 0,05; ** = p < 0,01). Anzahl der unabhén-
gigen Experimente: n > 3.

6.1.2 Stimulation mit Extrakten der Spezies Laminaria hyperborea und Saccharina
latissima

Neben F2 wurden Extrakte der Spezies Laminaria hyperborea (E81 und E127) und Saccharina la-
tissima (E93, E112, E125 und E126) untersucht. E81 und E93 wurden eingesetzt, da sie in Vorver-
suchen antioxidativ, VEGF- und entziindungshemmend gewirkt haben. E112, E125 und E127
wurden verwendet, da sie chemische Ahnlichkeiten aufweisen und auch aus der Spezies La-
minaria hyperborea bzw. Saccharina latissima extrahiert werden und somit ein dhnlicher Effekt
erwartet wurde.

a) Zellviabilitat

Die Zellviabilitdt der RPE-Zellen wurde mittels MTT-Assay fiir die Tage eins, drei, sieben und
28 fur die Extrakte E81, E93, E112, E125, E126 und E127 ermittelt. Abbildung 13 zeigt die Mit-
telwerte der Viabilitdt in % zur unbehandelten Kontrolle (auf 100 % genormt) der RPE-Zellen
nach Zugabe der verschiedenen Extrakte und Entziindungsmediatoren. Ein griiner Hinter-
grund zeigt eine hohe Zellviabilitédt (100 %), gelb eine mittelhohe (50 %) und rot eine niedrige
(0 %). Bei Werten zwischen 50 % und 100 % werden diese Farben im Farbverlaufsspektrum
zwischen gelb, iiber hellgelb, hellgriin und dunkelgriin zugeordnet. Bei Werten zwischen 0 %
und 50 % werden diese den Farben zwischen rot tiber hellrot, orange und gelb zugeordnet.
Die Zellviabilitdt der RPE-Zellen nach Stimulation durch die Entziindungsmediatoren LPS,
Poly I.C, TNF-a bzw. Pam zeigte an den Tagen 1 und 3 keine Reduktion.
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Nach 28-tdagiger Stimulation konnte eine
nicht-signifikante Verringerung der Viabili-
tit der Zellen beobachtet werden, welche
mit LPS (90 + 19 %, p = 0,180) oder Pam
(81 £ 31 %, p =0,220) stimuliert worden sind.
Nach dem ersten Tag der Stimulation konn-
ten Reduktionen der Zellviabilititen mit E81,
E81 + LPS, E81 + Poly I:C, E81 + TNF-a bzw.
E81 + Pam beobachtet werden, welche jedoch
nicht signifikant waren. Drei Tage nach Sti-
mulation verbesserte sich die Viabilitat unter
E81, E81 + Poly I:C, E81 + TNF-a und E81
+ Pam wieder, gleichzeitig sanken die Via-
bilititen der RPE-Zellen, welche mit E81 +
LPS stimuliert worden sind. An Tag 7 nach
Stimulation mit E81 und E81 zusammen mit
Poly I.C, TNF-a oder Pam wurden die Zell-
viabilitidten weiter reduziert. Lediglich durch
E81 und LPS erholte sich die Viabilitdt etwas
im Vergleich zu Tag 3. 28 Tage nach Stimu-
lation mit E81 alleine und in Kombination
mit LPS, TNF-a oder Pam, konnte eine nicht-
signifikante Erholung der Zellviabilitat beob-
achtet werden. Alle Verdnderungen der Zell-
viabilitdt von E81 waren an keinem Tag signi-
fikant.

Unter E93 konnte bereits einen Tag nach Sti-
mulation eine nicht-signifikante reduzierte
Zellviabilitat nach Zugabe von E93 in Kombi-
nation mit LPS gezeigt werden. Bei E93 zeig-
te sich eine signifikante Reduktion der Viabi-
litdit an Tag drei nach alleiniger Stimulation
mit E93 (87 £+ 3 %, p = 0,014) und in Kombi-
nation mit TNF-a (82 £ 6 %, p = 0,029), sowie
an Tag sieben fiir E93 (39 £ 42 %, p = 0,012),
E93 mit Poly .C (36 + 34 %, p = 0,008),
E93 mit TNF-a (41 £ 21 %, p = 0,004)
und E93 mit Pam (46 + 51 %, p = 0,027).
Dieser negative Einfluss auf die Zellviabi-

litat setzte sich auch nach 28 Tagen weiter
fort: E93 (1 + 0 %, p < 0,0001), E93 + LPS

Tag1 Tag3 Tag7 Tag 28
Kontrolle
LPS 50
Poly I:C 95
TNFa 93
Pam a1
E81 93 86 92
E81+LPS 83 73 88 93
E81+ Poly I:C 82 89 80
E81+ TNFa B8 95 72
E81+Pam 88 a1
E93 94 87 *
E93 + LPS B8 86 63
E93 + Poly I:C 94 61
E93 + TNFa 94 82
E93 +Pam 85
E112 79
E112 +LPS 93 71 *
E112+Poly I:.C 94 92 72
E112 + TNFa 83
E112 + Pam 93 94 59
E125 91 ** 57
E125 +LPS 86 * 54 *
E125+ Poly I:C 87 =
E125 + TNFa 87 47 =
E125+ Pam 91 *
E126 8g * 72
E126 +LPS 82 71
E126 + Poly I:C 83 74
E126 + TNFa 86 71
E126 + Pam 95 89 62 *
E127 95 75
E127 +LPS 91 87 81 64
E127 +Poly I:.C 94 77 88 78
E127 + TNFa 95 %0
E127 + Pam 51 63

Abbildung 13: Zellviabilitit nach ein-, drei-,
sieben-, 28-tigiger Stimulation mit den Kontrol-
len, Fucoidanen (50 ;:g/ml) E81, E93, E112, E125,
E126, E127 und Entziindungsmediatoren: Die Via-
bilititen wurden in Prozent zur unbehandelten
Kontrolle (100 %) berechnet. Die Zahlen zeigen die
Mittelwerte, die Farben die Viabilitit. Bei Werten
zwischen 50 % und 100 % werden diese Farben im
Farbverlaufsspektrum zwischen gelb, iiber hellgelb,
hellgriin und dunkelgriin zugeordnet. Bei Werten
zwischen 0 % und 50 % werden diese den Far-
ben zwischen rot {iber hellrot, orange und gelb zu-
geordnet. Die Daten fiir E81 an den Tagen 1, 3
und 7, fir E93 an Tag 7 und fir E125 an Tag 7
sind nach Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt.
Diese Daten wurden mittels Wilcoxon signed-rank
test auf Signifikanz getestet. Die restlichen Daten
sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit. Sie wur-
den mittels One-Sample-t-test auf Signifikanz getes-
tet (*=p < 0,05 * =p <0,01, ** =p <0,001). Anzahl
der unabhédngigen Experimente: n > 3.

34



6.1 Unpolares RPE-Zellmodell 6 ERGEBNISSE

(2+0%, p<0,0001), E93 + Poly I:C (1 £ 0 %, p < 0,0001), E93 + TNF-a (11 £ 9 %, p < 0,0001).
Durch den Extrakt E112 in Kombination mit Poly I:C bzw. Pam konnte keine signifikante Re-
duktion der Viabilitit einen und drei Tage nach Stimulation beobachtet werden. Nach sieben
Tagen wurde die Viabilitdt signifikant durch E112 mit LPS (71 + 9 %, p = 0,040) und nicht-
signifikant durch E112 alleine und in Kombination mit Poly I:C, TNF-a oder Pam reduziert. 28
Tage nach Stimulation wurde die Viabilitdt durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmedia-
toren mit E112 signifikant reduziert: E112 (10 £ 4 %, p = 0,001), E112 + LPS (12 + 8 %, p = 0,004),
E112 + Poly .C (5 + 0 %, p < 0,0001), E112 + TNF-a (33 & 11 %, p = 0,013) und E112 + Pam
(11 £6 %, p=0,002).

Bei E125 zeigte sich bereits einen Tag nach Stimulation signifikante Reduktionen der Zellvia-
bilitat durch Stimulation mit E125 alleine (91 &+ 1 %, p = 0,006) und in Kombination mit LPS
(86 £ 5 %, p = 0,049) und Poly I.C (87 £ 3 %, p = 0,029). Auch an Tag drei konnte keine si-
gnifikante Reduktion der Viabilitét fiir die Zellen, die mit E125 (57 + 11 %, p = 0,031), E125
+ LPS (54 + 14 %, p = 0,044), E125 + Poly I.C (25 + 13 %, p = 0,016) und E125 + TNF-a
(47 £ 15 %, p = 0,036) stimuliert wurden, beobachtet werden. 28 Tage nach Stimulation war
signifikant kaum eine Viabilitdt mehr zu beobachte: E125 (2 + 0 %, p < 0,0001), E125 + LPS
(2+0%,p<0,0001), E125 + Poly I:.C (1 + 1 %, p < 0,0001), E125 + TNF-«« (2 + 0 %, p < 0,0001)
und E125 + Pam (2 + 0 %, p < 0,0001).

Unter E126 alleine und mit den verschiedenen Entziindungsmediatoren kam es weder an Tag
eins noch an Tag drei zu signifikanten Reduktionen der Zellviabilitdten. Sieben Tage nach
Stimulation kam es zu einer signifikanten Reduktion der Viabilitit durch Zugabe von E126
(88 £ 3 %, p = 0,029) und zu einer nicht-signifikanten Reduktion durch E126 mit LPS, Poly I:C,
TNF-a oder Pam. Diese Reduktion wurde an Tag 28 signifikant durch Zugabe von E126 mit
Pam (62 & 12 %, p = 0,045) und nicht-signifikant durch Zugabe von E126 alleine und zusam-
men mit LPS, Poly I:C und TNF-« fortgefiihrt.

Durch die Stimulation mit E127 wurde an Tag drei die Viabilitdt der mit E127 und LPS so-
wie E127 mit Poly I:C behandelten Zellgruppen weiter nicht-signifikant reduziert. Sieben Tage
nach Stimulation wurde die Viabilitdt durch Zugabe von E127 mit LPS und E127 mit Poly I.C
weiter nicht-signifikant reduziert. Durch alle Versuchsansitze kam es an Tag 28 zu einer nicht-
signifikanten Reduktion der Viabilitdt der RPE-Zellen.

b) Interleukin-6-Ausschiittung;:

Die Abbildungen 14-19 zeigen die Ausschiittung von porcinem IL-6 einen Tag, drei-, sieben-
und 28 Tage nach Stimulation der RPE-Zellen mit den Fucoidanen E81, E93, E112, E125, E126
und E127 alleine und zusammen mit den jeweiligen Entziindungsmediatoren (LPS, Poly I:C,
TNF-q, Pam).

E81: Einen Tag nach Stimulation kam es durch die Zugabe aller getesteten Entziindungsme-
diatoren zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6, genau wie durch die Stimulation mit
der Kombination aus Entziindungsmediatoren und E81. Auch E81 alleine hatte einen signifi-
kanten Einfluss auf die Zytokinproduktion (Abb. 14a). An Tag 3 nach Stimulation konnte ein
signifikanter Anstieg der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von E81, LPS, Poly I:C, TNF-a und
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der Kombination von LPS bzw. TNF-a mit E81 beobachtet werden (Abb. 14b). Sieben Tage
nach Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediatoren zu einer si-
gnifikanten Ausschiittung von IL-6, genau wie durch die Stimulation durch die Kombination
der Entziindungsmediatoren mit E81. Ebenso hatte E81 alleine einen signifikanten Einfluss auf
die Zytokinproduktion (Abb. 14c). Des Weiteren kam es an Tag 28 sowohl durch Poly I.C und
TNEF-« als auch durch F2 mit LPS, TNF-a oder Pam zu einer signifikanten Erhohung der Zyto-
kinausschiittung (Abb. 14d). Eine Reduktion der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von E81 zu
einem Entziindungsmediator im Vergleich zur Zytokinproduktion durch die alleinige Stimula-

tion mit einem Entziindungsmediator konnte an keinem untersuchten Tag festgestellt werden.
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Abbildung 14: Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben- (c)
und 28-tdgiger (d) Stimulation mit E81, Lipopolysaccharid (LPS), Poly I:C, Tumornekrosefaktor-
o (TNF-o) und Pam: IL-6-Ausschiittung (in pg/ml) durch E81 (50 pg/ml), LPS (1 ug/ml), Poly I.C
(10 pg/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml) wurde mittels ELISA analysiert. Die Daten sind
nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant.
Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur
Kontrolle: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Anzahl der unabhingigen Experimente: n > 3.

E93: Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediato-
ren zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6, genau wie durch die Stimulation durch die
Kombination der Entziindungsmediatoren mit E93 sowie E93 alleine (Abb. 15a). An Tag 3 nach
Stimulation konnte ein signifikanter Anstieg der IL-6 Ausschiittung durch Zugabe von LPS,
Poly I:C, TNF-a und der Kombination von LPS, Poly I:C oder Pam mit E93 beobachtet werden
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(Abb. 15b). Eine Reduktion der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von E93 zu einem Entziin-
dungsmediator im Vergleich zur Zytokinproduktion durch die alleinige Stimulation mit einem
Entziindungsmediator konnte an keinem der untersuchten Tagen festgestellt werden. Da sich,
wie im MTT festgestellt wurde, die RPE-Zellen Tag 7 bereits abgeltst haben, kann keine Aus-
sage liber die Zytokinausschiittung an den Tagen 7 und 28 getitigt werden.
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Abbildung 15: Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a) und dreitigiger (b)
Stimulation mit E93, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-o (TNF-«) und Pam: IL-6-Ausschiittung von E93 (50 pg/ml), LPS (1 ug/ml),
Poly I:C (10 pug/ml), TNF-« (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml) in pg/ml. Die Daten sind nach Shapiro-
Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden
mittels Students t-test auf beidseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle:
*=p <0,05 * =p <001, ** =p <0,001. Anzahl der unabhingigen Experimente: n > 3.

E112: Nach eintdgiger Stimulation kam es durch Zugabe der Entziindungsmediatoren LPS,
Poly I:C, TNF-a oder Pam zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6, genau wie durch die
Stimulation durch die Kombination von LPS, TNF-a oder Pam mit E112. Der Extrakt E112 al-
leine hat keinen signifikanten Einfluss auf die Zytokinproduktion (Abb. 16a). An Tag 3 nach
Stimulation konnte ein signifikanter Anstieg der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von LPS,
Poly I.C, TNF-a, Pam und der Kombination von LPS mit E112 beobachtet werden (Abb. 16b).
Nach sieben Tagen kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediatoren alleine zu ei-
ner signifikanten Ausschiittung von IL-6 (Abb. 16¢). Des Weiteren konnte an Tag 28 durch LPS,
Poly I.C und TNF-« eine signifikante Erhohung der Zytokinausschiittung beobachtet werden
(Abb. 16d). Eine Reduktion der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von E112 zu einem Entziin-
dungsmediator im Vergleich zur Zytokinproduktion durch die alleinige Stimulation mit einem
Entziindungsmediator konnte an keinem der untersuchten Tage festgestellt werden.
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Abbildung 16: Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
() und 28-tigiger (d) Stimulation mit E112, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsiu-
re:Polycytidylsdaure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-oo (TNF-a) und Pam: IL-6-Ausschiittung
durch E112 (50 g /ml), LPS (1 ug/ml), Poly I:C (10 ug/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml)
in pg/ml. Die Daten an Tag 1 sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz
getestet. Die Daten an den Tagen 3, 7 und 28 sind nach Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt.
Sie sind nach Kruskal-Wallis Test signifikant und wurden mittels Wilcoxon matched pairs signed-
rank-Test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05;
** =p <0,01; *** = p <0,001. Anzahl der unabhéngigen Experimente: n > 3.

E125: Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediato-
ren zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6, genau wie durch die Kombination mit E125
und LPS (Abb. 17a). Nach drei Tagen konnte ein signifikanter Anstieg von IL-6 durch Zugabe
von LPS, Poly I:C, TNF-a und der Kombination von LPS mit E125 beobachtet werden (Abb.
17b). Es konnte keine Reduktion der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von E125 zu einem Ent-
ziindungsmediator beobachtet werden. Da sich, wie im MTT festgestellt wurde, die RPE-Zellen
Tag 7 bereits abgelost haben, kann keine Aussage tiber die Zytokinausschiittung an den Tagen

7 und 28 getatigt werden.
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Abbildung 17: Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a) und dreitigiger (b)
Stimulation mit E125, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Pam: IL-6-Ausschiittung durch E125 (50 pg/ml), LPS
(1 pg/ml), Poly I.C (10 pg/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml) in pg/ml. Die Daten sind
nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifi-
kant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug
zur Kontrolle: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Anzahl der unabhingigen Experimente:
n > 3.

E126: Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmedia-
toren zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6. Auch durch die Gabe von LPS und E126
konnte ein Anstieg der Zytokinproduktion beobachtet werden. E126 alleine hatte keinen signi-
fikanten Einfluss auf die Zytokinproduktion (Abb. 18a). An Tag 3 nach Stimulation konnte ein
signifikanter Anstieg der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe aller getesteten Entziindungsme-
diatoren und der Kombination von LPS, Poly I:C und TNF-« jeweils in Kombination mit E126
beobachtet werden (Abb. 18b). Unter LPS, Poly I:C, TNF-¢, Pam und der Kombination aus
E126 und Poly I.C kam es an Tag 7 zu einer signifikanten Erhéhung der IL-6-Ausschiittung.
Die Zytokinproduktion wurde signifikant (p = 0,008) durch Stimulation mit E126 und Poly I:C
(0£0pg/ml, p<0,0001) im Vergleich zur Stimulation mit Poly I.C (958 + 485 pg/ml, p < 0,0001)
gesenkt (Abb. 18c). An Tag 28 wurde die Ausschiittung von IL-6 signifikant durch Stimulation
mit LPS, Poly I:C und TNF-a erhoht (Abb. 18d).
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Abbildung 18: Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
() und 28-tigiger (d) Stimulation mit E126, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsiu-
re:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-ac (TNF-a) und Pam: IL-6-Ausschiittung
durch E126 (50 ug/ml), LPS (1 ug/ml), Poly I:C (10 pug/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml)
in pg/ml. Die Daten an Tag 1 und 7 sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktori-
eller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signi-
fikanz getestet. Die Daten an den Tagen 3 und 28 sind nach Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt.
Sie sind nach Kruskal-Wallis Test signifikant und wurden mittels Wilcoxon matched pairs signed-
rank-Test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05;
** =p <0,01;** =p < 0,001. Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsme-
diator im Bezug zur alleinigen Stimulation mit einem Entziindungsmediator: ++ = p <0,01. Anzahl
der unabhéngigen Experimente: n > 3.

E127: Nach eintdgiger Stimulation kam es durch Zugabe der Entziindungsmediatoren LPS,

Poly I.C, TNF-a oder Pam zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6, genau wie durch die
Stimulation durch die Kombination von LPS und Poly I:C mit E127 (Abb. 19a). An Tag 3 konn-
te ein signifikanter Anstieg der IL-6-Ausschiittung durch Zugabe von LPS, Poly I.C, TNF-«
sowie der Kombination von E127 und LPS beobachtet werden (Abb. 19b). Sieben Tage nach
Stimulation kam es durch Zufiigen aller getesteten Entziindungsmediatoren alleine zu einer

signifikanten Ausschiittung von IL-6. Es konnte eine signifikante (p = 0,001) Reduktion der
IL-6-Ausschiittung um 80 Prozentpunkte durch E127 + Poly I:C (194 + 210 pg/ml, p = 0,208)
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Poly I:C (958 + 485 pg/ml, p < 0,0001) beobachtet
werden (Abb. 19¢). Des Weiteren kam es an Tag 28 durch LPS, Poly I:C oder TNF-a zu einer

signifikanten Erhohung der Zytokinausschiittung (Abb. 19d).

a) Tag 1
7000

6000

N
o
=]
[S]

IL-6 Ausschiittung [pg/ml]
N w
o o
o o
o o
I

Ko LPS

i

o

=]

[S]
| xkx
I

*okk

Poly I:C

TNFa

Pam

mohne E127
B mit E127

b) Tag 3

6000

5000

ttung [pg/ml]
ey
o
o
o

3000

u

IL-6 Aussch
N
o
o
o

1000

40

Ko

*okk

LPS

Poly I:C

TNFa

Wohne E127
W mit E127

Pam



6.1 Unpolares RPE-Zellmodell 6 ERGEBNISSE

c) Tag 7 d) Tag 28

3000 2500

2500

N
[=]
[=]
o

*

N
o
o
o

1500

mohne E127 Wohne E127

umit E127 1000 Hmit E127

IL-6 Ausschiittung [pg/ml]
=
1%
<}
o
IL-6 Ausschittung [pg/ml]

%
o
S

500

Ko LPS Poly I:C TNFa Pam Ko LPS Poly I:C TNFa Pam

Abbildung 19: Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
() und 28-tigiger (d) Stimulation mit E127, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsiu-
re:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-ac (TNF-a) und Pam: IL-6-Ausschiittung
durch E127 (50 ug/ml), LPS (1 ug/ml), Poly I:C (10 ug/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml)
in pg/ml. Die Daten an Tag 1, 3 und 7 sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach ein-
faktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige
Signifikanz getestet. Die Daten an Tag 28 sind nach Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt. Sie sind
nach Kruskal-Wallis Test signifikant und wurden mittels Wilcoxon matched pairs signed-rank-Test
auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05; ** =p < 0,01;
*** = p < 0,001. Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsmediator im
Bezug zur alleinigen Stimulation mit einem Entziindungsmediator: ++ = p < 0,01 Anzahl der unab-
héngigen Experimente: n > 3.

¢) Interleukin-8-Ausschiittung:

Die Abbildungen 20-25 zeigen die Ausschiittung von porcinem IL-8 an verschiedenen Tagen
nach Stimulation der RPE-Zellen mit den Fucoidanen E81, E93, E112, E125, E126 und E127 al-
leine und zusammen mit den Entziindungsmediatoren LPS, Poly I.C, TNF-a oder Pam.

E81: Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediato-
ren zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-8. Auch durch die Stimulation mit E81 alleine
und in Kombination mit LPS, Poly I:C und TNF-a konnte eine signifikanten Zytokinausschiit-
tung festgestellt werden (Abb. 20a). An Tag 3 nach Stimulation konnte ein signifikanter Anstieg
von IL-8 durch Zugabe von E81 alleine und in Kombination mit allen Entziindungsmediatoren
sowie durch Stimulation der Entziindungsmediatoren alleine beobachtet werden (Abb. 20b).
Nach sieben Tagen kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediatoren alleine zu
einer signifikanten Ausschiittung von IL-8, genau wie durch die Stimulation mit E81 alleine
und in Kombination mit LPS, Poly I:C und TNF-a (Abb. 20c). Des Weiteren wurde an Tag 28
sowohl durch die Entziindungsmediatoren alleine als auch durch E81 alleine und in Kombina-

tion mit allen Entziindungsmediatoren die Zytokinausschiittung signifikant erhoht (Abb. 20d).
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Abbildung 20: Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
() und 28-tigiger (d) Stimulation mit E81, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsiu-
re:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-aa (TNF-a) und Pam: IL-8-Ausschiittung
durch E81 (50 pg/ml), LPS (1 ug/ml), Poly I.C (10 pug/ml), TNF-« (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml)
in pg/ml. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianz-
analyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet.
Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Anzahl der unab-

héngigen Experimente: n > 3.

E93: An Tag 1 und 3 kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediatoren, E93 allei-

ne und E93 in Kombination mit einem Entziindungsmediator zu einer signifikanten Ausschiit-
tung von IL-8 (Abb. 21 a und b). Da sich die Zellen Tag 7 bereits abgeldst haben, kann keine
Aussage tiber die Zytokinausschiittung an den Tagen 7 und 28 getatigt werden.
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Abbildung 21: Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a) und dreitigiger (b)
Stimulation mit E93, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) und Pam: IL-8-Ausschiittung durch E93 (50 pg/ml), LPS
(1 pg/ml), Poly I.C (10 pg/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml) in pg/ml. Die Daten sind
nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifi-
kant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug
zur Kontrolle: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Anzahl der unabhéngigen Experimente:
n > 3.

E112: Nach eintdgiger Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmedia-
toren sowie durch die Kombination der Entziindungsmediatoren mit E112 zu einer signifi-
kanten Ausschiittung von IL-8 (Abb. 22a). An Tag 3 nach Stimulation konnte ein signifikanter
IL-8-Anstieg durch Zugabe von LPS, Poly I:C, TNF-a, Pam sowie der Kombination von LPS,
Poly I:C oder Pam mit E112 beobachtet werden. Durch Hinzufiigen des Extraktes E112 sank
die IL-8-Ausschiittung signifikant (p = 0,038) in Kombination mit Poly I:C (1152 + 816 pg/ml,
p = 0,018) um 37 Prozentpunkte im Vergleich zur Stimulation mit dem Entziindungsmediator
Poly I:C alleine (1827 4= 920 pg/ml, p < 0,0001) (Abb. 22b). Sieben Tage nach Stimulation kam es
durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediatoren alleine und E112 + LPS bzw. + TNF-«
zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-8. Es konnte eine signifikante (p < 0,025) Reduk-
tion der IL-8-Ausschiittung durch Zugabe von E112 + Poly I:C (359 £ 206 pg/ml, p = 0,168)
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Poly I:C (1804 + 656 pg/ml, p < 0,0001) beobachtet
werden (Abb. 22c). Des Weiteren kam es an Tag 28 sowohl durch LPS als auch durch E112 mit
LPS bzw. Pam zu einer signifikanten Erhohung der Zytokinausschiittung (Abb. 22d).
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Abbildung 22: Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a) und dreitigiger (b)
Stimulation mit E112, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-o (TNF-o) und Pam: IL-8-Ausschiittung durch E112 (50 pg/ml), LPS
(1 pg/ml), Poly I.C (10 pg/ml), TNF-a (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml) in pg/ml. Die Daten sind
nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifi-
kant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug
zur Kontrolle: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001. Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination
mit dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen Stimulation mit einem Entziindungsme-
diator: + = p < 0,05. Anzahl der unabhingigen Experimente: n > 3.

E125: Das Hinzuftigen von LPS, Poly I.C, TNF-a oder Pam hatte nach einem Tag eine signi-

fikante Ausschiittung von IL-8 zur Folge. Auch durch die Kombination der Entziindungsme-

diatoren mit E125 und E125 alleine kam es zu einer erhohten Zytokinausschiittung (Abb. 23a).

Nach drei Tagen konnte ein signifikanter Anstieg der IL-8-Sekretion durch Zugabe aller getes-

teten Entziindungsmediatoren, E125 alleine und E125 zusammen mit LPS und Poly I:C beob-

achtet werden (Abb. 23b).
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Abbildung 23: Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a) und dreitigiger (b)
Stimulation mit E125, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsdaure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-o (TNF-¢) und Pam: IL-8-Ausschiittung durch E125 (50 yg/ml) und den Ent-
ziindungsmediatoren in pg/ml. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach ein-
faktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige
Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p <0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.
Anzahl der unabhédngigen Experimente: n > 3.
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E126: Nach einem Tag konnte durch Zugabe der jeweiligen Entziindungsmediatoren alleine
und E126 mit LPS, Poly I:C oder TNF-« eine signifikanten IL-8-Ausschiittung beobachtet wer-
den. Durch die Zugabe des Extraktes E126 sank diese Ausschiittung signifikant (p = 0,045)
in Kombination mit Poly I:C (1208 £ 369 pg/ml, p = 0,047) im Vergleich zur Stimulation nur
mit Poly I.C (2723 + 1332 pg/ml, p < 0,0001) (Abb. 24a). An Tag 3 kam es zu einem signifi-
kanter Anstieg der IL-8-Ausschiittung durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediatoren
und der Kombination von Pam mit E126. Die Zytokinproduktion wurde durch Zugabe von
Poly I:C zusammen mit dem Fucoidan (336 4 294 pg/ml, p = 0,163) im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit Poly I:C (1827 + 920 pg/ml, p < 0,0001) signifikant (p = 0,014) gesenkt (Abb.
24b). Unter jeweils allen Entziindungsmediatoren und der Kombination aus E126 mit LPS bzw.
Pam kam es an Tag 7 zu einer signifikanten IL-8-Ausschiittung. Die Zytokinproduktion wurde
signifikant (p = 0,001) durch Stimulation mit E126 und Poly I:C (363 + 290 pg/ml, p = 0,157) im
Vergleich zu Poly I:C (1804 £ 656 pg/ml, p < 0,0001) gesenkt (Abb. 24c). An Tag 28 wurde die
Ausschiittung von IL-8 signifikant durch Stimulation mit LPS, Poly I:C TNF-oo und E126 mit
LPS bzw. Poly I:C erhoht (Abb. 24d).
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Abbildung 24: Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
() und 28-tigiger (d) Stimulation mit E126, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsiu-
re:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-ac (TNF-a) und Pam: IL-8-Ausschiittung
durch E126 (50 pig/ml) und die Entziindungsmediatoren in pg/ml. Die Daten sind nach Shapiro-
Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden
mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrol-
le: * = p < 0,05 ** = p < 0,01; ** = p < 0,001. Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit
dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen Stimulation mit einem Entziindungsmediator
(+=p <0,05; ++ = p < 0,01). Anzahl der unabhéngigen Experimente:n > 3.
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E127: Einen Tag nach Zugabe von LPS, Poly I:C, TNF-a oder Pam kam es zu einer signifi-
kanten Ausschiittung von IL-8. Auch durch die Stimulation mit E127 alleine und der Kom-
bination aus E127 mit LPS, Poly I:C und TNF-a wurde die Zytokinausschiittung signifikant
erhoht. Es konnte eine signifikante (p = 0,001) Reduktion der IL-8-Ausschiittung durch Zugabe
von E127 + Poly I.C (1809 £ 460 pg/ml, p = 0,033) im Vergleich zur Stimulation mit Poly I.C
(4475 £ 1924 pg/ml, p < 0,0001) beobachtet werden (Abb. 25a). An Tag 3 wurde die IL-8-
Ausschiittung durch LPS, Poly I:C, TNF-«, Pam und der Kombination aus LPS mit E127 erhoht
(Abb. 25b). Nach sieben Tagen kam es durch Zugabe jeweils aller getesteten Entziindungsme-
diatoren und durch E127 mit LPS, TNF-a oder Pam zu einer signifikanten Ausschiittung von
IL-8. Es konnte eine signifikante (p = 0,009) Reduktion der IL-8 Ausschiittung durch Zugabe
von E127 + Poly I:C (566 & 346 pg/ml, p = 0,062) im Vergleich zur Stimulation mit Poly I:C
(1804 £ 656 pg/ml, p < 0,0001) beobachtet werden (Abb. 25¢). Des Weiteren kam es an Tag 28
sowohl durch LPS, Poly I:C, TNF-a oder Pam als auch durch E127 mit Poly I:C zu einer signifi-
kanten Erhohung der Zytokinausschiittung. Die IL-8-Ausschiittung wurde durch Stimulation
mit E127 und LPS (595 £ 381 pg/ml, p = 0,573) im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit LPS
(1614 £ 803 pg/ml, p = 0,002) signifikant (p = 0,023) reduziert (Abb. 25d).
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Abbildung 25: Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
() und 28-tigiger (d) Stimulation mit E127, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsiu-
re:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-ac (TNF-a) und Pam: IL-8-Ausschiittung
durch E127 (50 pg/ml) und Entziindungsmediatoren in pg/ml. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-
Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Signifikanzen
(nach Students t-test) vom Fucoidan mit dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen Sti-
mulation mit einem Entziindungsmediator (+ = p < 0,05; ++ = p < 0,01). Anzahl der unabhangigen
Experimente:n > 3

d) Interleukin-15- und Tumornekrosefaktor-a-Ausschiittung:

IL-13: Die IL-13-Ausschiittung wurde einen Tag und sieben Tage nach Stimulation mit ver-
schiedenen Fucoidanen und Entziindungsmediatoren gemessen. Einen Tag nach Stimulation
wurde die Zytokinausschiittung durch Stimulation mit E126, 127, den Entziindungsmediato-
ren LPS und Poly I:C und der Kombination aus E126 mit Poly I:C und E127 mit LPS untersucht,
da diese bei den Zytokinausschiittungen von IL-6 und IL-8 vielversprechende Wirkungen zeig-
ten. Die IL-13-Ausschiittung durch E93, E112, E125, E126 und E127, Poly I:C und Poly I:C mit
den verschiedenen Entziindungsmediatoren wurde sieben Tage nach Stimulation untersucht.
Durch die untersuchten Extrakte und Entziindungsmediatoren kam es weder einen Tag noch
sieben Tage nach Stimulation zu einer messbaren Ausschiittung von IL-15. Nur an Tag 1 konn-
te durch Stimulation mit LPS (105 + 220 pg/ml, p = 0,125) und F2 mit LPS (40 & 64 pg/ml,
p = 0,125) eine nicht-signifikante IL-13- Ausschiittung beobachtet werden (Daten nicht ge-
zeigt).

TNF-a: Die TNF-a-Ausschiittung wurde einen Tag nach Stimulation mit E126, E127, den Ent-
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ziindungsmediatoren LPS, Poly I:C, E126 mit Poly I:C und E127 mit LPS getestet. Die TNF-o-
Ausschiittung wurde signifikant durch Zugabe von LPS und Poly I:C erhoht. Es konnte keine
signifikante Reduktion der Zytokinausschiittung durch Zugabe eines Fucoidans zum Entziin-
dungsmediator im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit dem Entziindungsmediator festge-
stellt werden (siehe Abb. 26).
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Abbildung 26: Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)-Ausschiittung von retinales Pigmentepithel
(RPE)-Zellen nach eintigiger Stimulation mit E126, E127, Lipopolysaccharid (LPS) und Poly-
inosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C): Die TNF-a-Ausschiittung durch E126 (50 pg/ml), E127
(50 pug/ml), LPS (1 pg/ml) und Poly I:C (10 pg/ml) in pg/ml. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-
Test nicht normalverteit und nach Kruskal-Wallis-Test signifikant. Sie wurden mittels Wilcoxon pai-
red sign rank test auf zweiseitige Signifikanz getestet (* = p < 0,05). Anzahl der unabhangigen Expe-
rimente: n > 3.
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6.2 Zellviabilitat, Barriere und Zytokinproduktion im polaren Zellmodell
6.2.1 Etablierung mit der Referenzsubstanz

a) Zellviabilitit:

Die Zellviabilitat der RPE-Zellen im polaren Zellmodell wurde mittels MTT-Test bestimmt.
Dieser Versuch wurde nach 28-tagiger Stimulation durchgefiihrt. Abbildung 27 zeigt, dass die
Zellviabilitdten durch Zugabe von F2, den Entziindungsmediatoren alleine und der Kombina-
tion aus F2 mit den Entziindungsmediatoren keinen Einfluss auf die Zellviabilitat hat.

Zudem wurden lichtmikroskopische Bilder der Zellen an den Tagen 1, 3, 7, 14, 21 und 28 ange-
fertigt. Die Bilder von Tag 28 sind in 100-facher Vergrofierung der Abbildung 28 zu entnehmen.
Es ist zu sehen, dass nach Stimulation mit F2, LPS, Poly I:C, TNF-«, Pam und der Kombinati-
on von F2 mit einem Entziindungsmediator ein liickenloser pflastersteinartiger Zellrasen und
keine Storung der Morphologie und Differenzierung der Zellen vorliegt.
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Abbildung 27: Zellviabilitit von RPE-Zellen im polaren Zellmodell nach 28-tigiger Stimulation
mit F2 und Entziindungsmediatoren: Zellviabilitit von polaren RPE-Zellen nach 28-tdgiger Stimu-
lation mit dem Fucoidan F2 (50 pg/ml), LPS (1 g /ml), Poly I:C (10 pg/ml), TNF-o (50 ng/ml) und
Pam (10 ng/ml) und der Kombination von F2 mit einem Entziindungsmediator. Die Daten sind
nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit, aber nach One-Sample-t-test nicht signifikant. Anzahl der un-
abhingigen Experimente: n > 4.
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_Kntrolle 7 F2 F2 + LPS

Abbildung 28: Lichtbilder von RPE-Zellen im polaren Zellmodell nach 28-tdgiger Sti-
mulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosinsdure:Polycytidylsiure (Poly I:C),
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Pam: Mikroskopische Lichtbilder in 100-facher Vergrofierung
von RPE-Zellen an Versuchstag 28 nach Stimulation mit F2 (50 pg/ml), LPS (1 pg/ml), Poly I.C
(10 pg/ml), TNF-o (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml) und der Kombination von F2 mit einem
Entziindungsmediator.

b) Barriere:

Zur Beurteilung der Intaktheit der Zellmembran und der Ausbildung von Tight Junctions wur-
den direkt vor der ersten Stimulation und einen Tag, drei-, sieben-, 14-, 21- und 28- Tage nach
Stimulation eine transepithelialer elektrischer Widerstand (TEER)-Messung durchgefiihrt (sie-
he Abschnitt 5.2.2). Um die Barriere im Laufe der Zeit beurteilen zu konnen, wurden die Aus-
gangswerte vor Stimulation (Initialmessung) auf 100 % genormt. Die Werte an den darauffol-
genden Tagen wurden auf den jeweiligen Wert der Initialmessung bezogen. Die Abbildung
zeigt den transepithelialen elektrischen Widerstand in Prozent bezogen auf die Initialmessung
nach Stimulation durch LPS (Abb. 29), Poly I:C (Abb. 30), TNF-« (Abb. 31) oder Pam (Abb. 32)
und F2 alleine und in Kombination mit einem Entziindungsmediator im zeitlichen Verlauf (x-
Achse). Die absoluten Daten aller gemessenen Barrierewerte sind Tabelle 10 im Anhang zu
entnehmen.

LPS: Einen Tag nach Stimulation war eine gegeniiber der Kontrolle und gegeniiber der Initial-
messung signifikante (p = 0,007) Reduktion der Barriere durch F2 + LPS (65 % + 16 %, p = 0,019)
im Vergleich zur Stimulation mit LPS (106 % =+ 43 %) zu erkennen. An Tag 3 nach Stimulati-
on konnte eine signifikante Reduktion der Barriere der Zellen des Kontroll-Wells und des mit
F2 + LPS stimulierten Wells gegeniiber der Initialmessung beobachtet werden. Des Weiteren
wurde sieben Tage nach Stimulation die Barriere durch Zugabe von LPS und F2 mit LPS sowohl

gegeniiber der Kontrolle als auch gegeniiber der Initialmessung signifikant reduziert. Gegen-
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tiber der alleinigen Stimulation mit LPS (52 % + 27 %, p = 0,020) wurde durch Zugabe von LPS
zusammen mit F2 (26 % + 14 %, p < 0,001) die Barriere signifikant (p < 0,001) reduziert. 14 Tage
nach Stimulation wurde die Barriere durch Zugabe von F2 mit LPS gegeniiber der Kontrolle
und der Initialmessung signifikant reduziert. Des Weiteren fand eine signifikante Reduktion
der Barrierefunktion 21 Tage nach Stimulation mit LPS gegeniiber der Initialmessung und mit
F2 + LPS gegentiber der Initialmessung und der Kontrolle statt. 28 Tage nach Stimulation mit
LPS kam es zu einer signifikanten Verminderung der Barrierefunktion gegeniiber der Initial-
messung und mit F2 in Kombination mit LPS gegeniiber der Initialmessung und der Kontrolle.
Aufierdem wurde durch Zugabe von F2 mit LPS (29 % + 19 %, p = 0,035) die Barrierefunktion
signifikant (p = 0,044) im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit LPS (56 % =+ 29 %) erhoht
(Abb. 29).
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Abbildung 29: Barriere von F2 in Kombination mit Lipopolysaccharid (LPS) an den Tagen eins,
drei, sieben, 14, 21 und 28: Die Barrierefunktion der retinalen Pigmentepithel-Zellen wurde mittels
TEER-Messung bestimmt. Die Daten der Initialmessung wurden auf 100 % genormt. Die Barrie-
rewerte der Tage 1 - 28 nach Stimulation wurden jeweils in % zur Initialmessung (100 %) berech-
net. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Die Signifikanzen wurden anhand des
Ein-Stichproben-t-Test berechnet. Die Sterne stellen die Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle des
jeweiligen Tages dar (* = p < 0,05), die Ausrufezeichen die Signifikanzen im Bezug zur Initialmes-
sung (! =p < 0,05 ! =p <0,01; "' = p < 0,001) und die Kreuze reprasentieren die Signifikanzen vom
Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen Stimulation mit
dem Entziindungsmediator (+ = p < 0,05; ++ = p < 0,01). Anzahl der unabhéngigen Experimente:
n > 4.

Poly I:C: Durch die Stimulation mit Poly I:C und F2 mit Poly I:C wurde sieben Tage nach Sti-
mulation die Barrierefunktion der RPE-Zellen signifikant im Bezug zur Kontrolle und zur In-
itialmessung gesenkt. An den Tagen 21 und 28 ist die Reduktionen der Barriere durch Poly I:C

gegeniiber der Initialmessung zu erkennen (Abb. 30).
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Abbildung 30: Barriere von F2 in Kombination mit Polyinosinsdure:Polycytidylsdure (Poly I:C)
an den Tagen eins, drei, sieben, 14, 21 und 28: Die Daten der Barrierefunktion der Initialmessung
wurden auf 100 % genormt. Die Barrierewerte der Tage 1 - 28 nach Stimulation wurden jeweils in
% zur Initialmessung (100 %) berechnet. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Die
Signifikanzen wurden anhand des Ein-Stichproben-t-Test berechnet. Die Sterne stellen die Signifi-
kanzen im Bezug zur Kontrolle des jeweiligen Tages dar (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; ** = p < 0,001)
und die Ausrufezeichen die Signifikanzen im Bezug zur Initialmessung (! = p < 0,05; !!' = p < 0,01).
Anzahl der unabhédngigen Experimente: n > 4.

TNF-c: Durch Stimulation mit TNF-a wurde die Barrierefunktion der RPE-Zellen einen Tag
nach Stimulation mit TNF-« signifikant um 53 % gegentiber der Initialmessung gesenkt. Drei,
sieben, 14, 21 und 28 Tage nach Stimulation konnte eine signifikante Reduktion der Barriere
durch Zugabe von TNF-a und F2 mit TNF-«a gegeniiber der Kontrolle und der Initialmessung
beobachtet werden. Zusétzlich konnte an Tag 28 eine signifikante (p = 0,044) Reduktion der
Barrierefunktion durch F2 mit TNF-a (30 % & 6 %, p = 0,001) gegentiber der alleinigen Stimu-
lation mit TNF-« (43 % + 26 %) (Abb. 31).
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Abbildung 31: Barriere von F2 in Kombination mit Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) an den Ta-
gen eins, drei, sieben, 14, 21 und 28: Die Daten der Initialmessung wurden auf 100 % genormt.
Die Barrierewerte der Tage 1-28 nach Stimulation wurden jeweils in % zur Initialmessung (100 %)
berechnet. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt und wurden anhand des Ein-
Stichproben-t-Test auf Signifikanz berechnet. Die Sterne stellen die Signifikanzen im Bezug zur
Kontrolle des jeweiligen Tages dar (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; ** = p < 0,001), die Ausrufezei-
chen die Signifikanzen im Bezug zur Initialmessung (! = p < 0,05; !! = p < 0,01; !!! = p < 0,00) und die
Kreuze reprasentieren die Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsme-
diator im Bezug zur alleinigen Stimulation mit dem Entziindungsmediator (+ = p < 0,05). Anzahl
der unabhéngigen Experimente: n > 4.

Pam: Durch die Stimulation mit Pam und F2 + Pam konnte sieben Tage nach Stimulation ei-
ne gegeniiber der Initialmessung und der Kontrolle signifikante Reduktion der Barriere beob-
achtet werden. Zudem wurde nach Stimulation die Barrierefunktion signifikant (p < 0,0013)
durch Pam allein (61 % = 7 %, p = 0,003) im Gegensatz zur Stimulation mit F2 und Pam
(37 % £ 4 %, p < 0,0001) reduziert. 14 und 21 Tage nach Stimulation konnte eine signifikan-
te Reduktion der Barriere durch Pam und F2 mit Pam gegentiber der Initialmessung, sowie an
Tag 28 durch F2 + Pam beobachtet werden. (Abb. 32).
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Abbildung 32: Barriere von F2 in Kombination mit Pam2CysSerLys4 (Pam) an den Tagen eins,
drei, sieben, 14, 21 und 28: Die Daten der Barrierefunktion der Initialmessung wurden auf 100 %
genormt. Die Barrierewerte der Tage 1-28 nach Stimulation wurden jeweils in % zur Initialmessung
0 (100 %) berechnet. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Die Signifikanzen wur-
den anhand des Ein-Stichproben-t-Test berechnet. Die Sterne stellen die Signifikanzen im Bezug
zur Kontrolle des jeweiligen Tages dar (** = p < 0,01, *** = p < 0,001) und die Ausrufezeichen die
Signifikanzen im Bezug zur Initialmessung (! = p < 0,05, !! = p < 0,01, !!! = p < 0,001). Die Kreuze
reprasentieren die Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsmediator im
Bezug zur alleinigen Stimulation mit dem Entziindungsmediator (+++ = p < 0,001). Anzahl der un-
abhédngigen Experimente: n > 4.

¢) Interleukin-6-Ausschiittung;:

Es wurde der Einfluss der alleinigen Stimulation der RPE-Zellen mit F2, LPS, Poly I:C, TNF-a,
Pam im Vergleich zur gemeinsamen Stimulation mit F2 und jeweils einem Entziindungsmedia-
tor auf die IL-6-Ausschiittung von RPE-Zellen im polaren Zellmodell an verschiedenen Tagen
mittels ELISA untersucht.

Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe der Entziindungsmediatoren LPS, Poly I.C
oder TNF-a apikal zu einer signifikanten Ausschiittung von IL-6 genau wie durch die Stimu-
lation durch die Kombination von LPS und Poly I:C mit F2. F2 alleine hatte keinen signifikan-
ten Einfluss auf die Zytokinproduktion (Abb. 33a). Drei, sieben und 28 Tage nach Stimulation
konnte keine signifikante apikale Ausschiittung von IL-6 festgestellt werden (Abb. 33b-d). Es
konnte keine signifikante IL-6-Ausschiittung im basalen Well der RPE-Zellen beobachtet wer-
den (Abb. 34a-d).
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Abbildung 33: Apikale Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b),
sieben- (c), 14- (d), 21- (e) und 28-tiagiger (f) Stimulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS),
Polyinosinsdure:Polycytidylsidure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor- (TNF-o) und Pam: IL-6-
Ausschiittung durch F2 (50 pg/ml), LPS (1 pg/ml), Poly I:C (10 pug/ml), TNF-« (50 ng/ml) und
Pam (10 ng/ml) wurde mittels ELISA analysiert. Diese wird in pg/ml angegeben. Die Daten an Tag
1 sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) si-
gnifikant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Die Daten an den
restlichen Tagen sind nach Shapiro-Wilk-Test nicht normalverteilt und an den Tagen 7 und 28 nach
Kruskal-Wallis-Test nicht signifikant bzw. an Tag 3 signifikant. Dies nicht-normalverteilten signifi-
kanten Daten wurden mittels Wilcoxon matched pairs signed-rank-Test auf zweiseitige Signifikanz
getestet. Signifikanzen gegen die Kontrolle: * = p < 0,05, ** = p < 0,01. Anzahl der unabhéngigen
Experimente: n > 3.
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Abbildung 34: Basale Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
(c), 14- (d), 21- (e) und 28-tagiger (f) Stimulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosin-
sdure:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) und Pam: IL-6-Ausschiittung
durch F2 (50 pg/ml), LPS (1 pg/ml), Poly I:C (10 pug/ml), TNF-o (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml)
wurde mittels ELISA analysiert. Diese wird in pg/ml angegeben. Die Daten sind nach Shapiro-
Wilk-Test nicht normalverteilt und an den Tagen 1, 3, und 28 nach Kruskal-Wallis-Test nicht signi-
fikant bzw. an Tag 7 signifikant. Dies nicht-normalverteilten signifikanten Daten wurden mittels
Wilcoxon matched pairs signed-rank-Test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Anzahl der unab-
héngigen Experimente: n > 3.

d) Interleukin-8-Ausschiittung:

Die Abbildungen 35a-d und 36a-d zeigen die apikale und basale IL-8-Ausschiittung von RPE-
Zellen im polaren Zellmodell nach Stimulation mit F2 und verschiedenen Entziindungsmedia-
toren an unterschiedlichen Tagen.

Einen Tag nach Stimulation kam es durch Zugabe aller getesteten Entziindungsmediatoren zu
einer signifikanten Ausschiittung von IL-8, genau wie durch die Stimulation durch die Kombi-
nation von LPS, Poly I:C oder TNF-a mit F2. F2 allein hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
Zytokinproduktion (Abb. 35a). An Tag 3 nach Stimulation konnte apikal ein signifikanter An-
stieg der IL-8-Ausschiittung durch Zugabe von allen Entziindungsmediatoren und der Kom-
bination von LPS in Kombination mit F2 beobachtet werden (Abb. 35b). Unter LPS, Poly I:.C,
TNF-o, Pam und der Kombination aus F2 und allen getesteten Entziindungsmediatoren kam es
an Tag 7 zu einer signifikanten Erh6hung der apikalen IL-8-Ausschiittung. Zudem wurde die
IL-8-Ausschiittung signifikant (p = 0,009) durch F2 mit Pam (711 £ 330 pg/ml) im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit Pam (1043 £ 502 pg/ml, p = 0,030) reduziert (Abb. 35c). Durch die
Stimulation mit F2 und Pam (848 + 956 pg/ml) kam es an Tag 28 apikal zu einer signifikanten
(p = 0,003) Reduktion der IL-8-Ausschiittung auf im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit
Pam (1389 £ 1029 pg/ml) (Abb. 35d).

Basal wurde die IL-8-Ausschiittung an Tag 1 signifikant (p = 0,027) durch Stimulation mit
F2 und LPS (2022 & 781 pg/ml, p = 0,007) im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit LPS
(1056 = 719 pg/ml, p = 0,042) erhoht (Abb. 36a). An den Tagen 3 und 28 konnte basal keine
signifikante Zytokinausschiittung nachgewiesen werden (Abb. 36b und d). 7 Tage nach Stimu-
lation kam es basal zu einer signifikanten IL-8-Ausschiittung durch Stimulation mit F2 + LPS
(Abb. 36¢).
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Abbildung 35: Apikale Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b),
sieben- (c), 14- (d), 21- (e) und 28-tigiger (f) Stimulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS),
Polyinosinsdure:Polycytidylsdaure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-o (TNF-o) und Pam: IL-8-
Ausschiittung durch F2 (50 pg/ml), LPS (1 pg/ml), Poly I:C (10 pug/ml), TNF-« (50 ng/ml) und
Pam (10 ng/ml) in pg/ml. Alle Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt und nach ein-
faktorieller Varianzanalyse (ANOVA) an den Tagen 1, 3 und 7 signifikant. Sie wurden mittels Stu-
dents t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05;
** = p < 0,01. Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsmediator im Be-
zug zur alleinigen Stimulation mit einem Entziindungsmediator (+ = p < 0,05). Anzahl der unab-
héngigen Experimente: n > 3.
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Abbildung 36: Basale Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach ein- (a), drei- (b), sieben-
(c), 14- (d), 21- (e) und 28-tagiger (f) Stimulation mit F2, Lipopolysaccharid (LPS), Polyinosin-
sdure:Polycytidylsdure (Poly I:C), Tumornekrosefaktor-o (TNF-a) und Pam: IL-8-Ausschiittung
durch F2 (50 pg/ml), LPS (1 pg/ml), Poly I:C (10 ug/ml), TNF-« (50 ng/ml) und Pam (10 ng/ml) in
pg/ml. Alle Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzana-
lyse (ANOVA) an den Tagen 1 und 3 signifikant. Sie wurden mittels Students t-test auf zweiseitige
Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05; ** = p < 0,01. Signifikanzen
vom Fucoidan in Kombination mit dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen Stimulation
mit einem Entziindungsmediator (+ = p < 0,05). Anzahl der unabhangigen Experimente: n > 3.

6.2.2 Stimulation mit Extrakten der Spezies Laminaria hyperborea und Saccharina
latissima

Auf Transwell-Platten wurden die Extrakte der Spezies Saccharina latissima (E112 und E126), La-
minaria hyperborea (E127) und die Entztindungsmediatoren Poly I:C und TNF-« getestet. Diese
Extrakte und die zu testenden Tage wurden ausgewéhlt, weil sie bei unpolaren Zellen positi-
ve Wirkungen zeigten. Poly I:C wurde ausgewéhlt, da bei diesem in Kombination mit einem
Fucoidan die Zytokinausschiittung reduziert wurde. TNF-a wurde untersucht, da in fritheren

Versuchen bereits festgestellt worden ist, dass es die Barrierefunktion reduziert [29].

a) Zellviabilitit: Abbildung 37 zeigt die Zellviabilitdt von Zellen, die mit E112 und E126 alleine
und jeweils in Kombination mit TNF-a und von Zellen, die mit E127 und E127 in Kombination
mit Poly I:C und TNF-« stimuliert worden sind. Die Priifung auf Zellviabilitdt erfolge mittels
MTT-Test drei und sieben Tage nach Stimulation. Ein griiner Hintergrund zeigt eine hohe Zell-
viabilitdt (100 %), gelb eine mittelhohe (50 %) und rot eine niedrige (0 %). Bei Werten zwischen
50 % und 100 % werden diese Farben im Farbverlaufsspektrum zwischen gelb, tiber hellgelb,
hellgriin und dunkelgriin zugeordnet. Bei Werten zwischen 0 % und 50 % werden diese den
Farben zwischen rot iiber hellrot, orange und gelb zugeordnet. Unter Poly I:C an Tag 7 und
TNF-a an Tag 3 zeigte sich keine signifikante Reduktion der Zellviabilitat. Unter Stimulation
von E112 (80 & 20 %) und E112 mit TNF-a (80 + 23 %) konnte eine nicht-signifikante Reduktion
der Zellviabilitat an Tag 3 beobachtet werden. Auch die Viabilitit der Zellen, die an Tag 3 mit
E126 (91 £ 11 %) und E126 mit TNF-a (84 + 19 %) stimuliert wurden, wurde verringert. Des
weiteren wurde drei Tage nach Stimulation mit E127 und TNF-a (87 + 27 %) die Zellviabilitat
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nicht-signifikant verringert. Sieben Tage nach Stimulation konnte eine signifikante Reduktion
der Viabilitidt der RPE-Zellen sowohl durch Stimulation mit E127 (66 £+ 1 %, p < 0,0001) als auch
mit E127 + Poly L:C (61 £ 6 %,p < 0,001) beobachtet werden.

Kontrolle Poly I:C TNFa E112 E112 + TNFa
95 80 80
E126 E126 + TNFa E127 E127 + Poly I:C| E127 + TNFa
Tag3 91 84 93 87
* Kk *
Tag7 66 61

Abbildung 37: Zellviabilitit von RPE-Zellen nach drei- und siebentédgiger Stimulation mit den
Kontrollen, den Fucoidanen E112, E126, E127 und den Entziindungsmediatoren TNF-a und
Poly I:C: Die Zellviabilitdten wurden in Prozent zur unbehandelten Kontrolle (100 Prozent) berech-
net. Die Zahlen représentieren die Mittelwerte der Zellviabilitat. Bei Werten zwischen 50 % und
100 % werden diese Farben im Farbverlaufsspektrum zwischen gelb, tiber hellgelb, hellgriin und
dunkelgriin zugeordnet. Bei Werten zwischen 0 % und 50 % werden diese den Farben zwischen
rot iiber hellrot, orange und gelb zugeordnet. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalver-
teilt. Die Signifikanzen wurden mittels Ein-Stichproben-t-Test ermittelt. Signifikanzen im Bezug
zur Kontrolle: * = p < 0,05; *** = p < 0,001. Anzahl der unabhédngigen Experimente: n > 3.

b) Barrierefunktion:

Einen Tag nach Stimulation war eine gegentiber der Kontrolle und gegentiber der Initialmes-
sung signifikante Reduktion der Barriere durch Stimulation mit TNF-a zu erkennen. AufSer-
dem wurde die Barriere einen Tag nach Stimulation durch E112 mit TNF-a gegeniiber der In-
itialmessung signifikant gesenkt. An Tag 3 nach Stimulation konnte eine signifikante Reduktion
der Barriere der Zellen des Kontroll-Wells gegeniiber der Initialmessung beobachtet werden.
Auflerdem wurde die Barrierefunktion der Zellen, welche mit TNF-a stimuliert wurden, signi-
fikant gegentiber der Kontrolle und der Initialmessung gesenkt (Abb. 38a). Unter Stimulation
mit E126 und TNF-a wurde die Barrierefunktion der RPE-Zellen nach einem Tag signifikant
gegeniiber der Kontrolle und der Initialmessung und nach drei Tagen gegeniiber der Initial-
messung reduziert (Abb. 38b). Des Weiteren wurde einen Tag nach Stimulation durch E127
und Poly I:C (88 £ 5 %, p = 0,026) die Barriere signifikant (p = 0,004) gegeniiber der alleinigen
Stimulation mit Poly I:C (101 £ 27 %) reduziert (Abb. 38c). Aufierdem wurde unter E127 und
TNF-a (63 £ 1 %, p = 0,004) wurde die Zellviabilitit im Vergleich zur alleinigen Stimulation
mit TNF-« (76 &+ 18 %) signifikant (p = 0,003) reduziert (Abb. 38d).
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Abbildung 38: Barriere von E112, E126, E127, Polyinosinsidure:Polycytidylsdure (Poly I:C) und
Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) an den Tagen 0, 1 und 3: Die Barrierefunktion wurde vor Sti-
mulation und ein bzw. drei Tage nach Stimulation mit E112 (50 pg/ml), E126 (50 ug/ml), E127
(50 pug/ml), Poly I:C (10 pug/ml), TNF-a (50 ng/ml) bestimmt. Die Daten der Initialmessung wur-
den auf 100 % genormt. Die Barrierewerte der Tage 1 - 28 nach Stimulation wurden jeweils in %
zur Initialmessung (100 %) berechnet. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Die
zweiseitigen Signifikanzen wurden anhand des Ein-Stichproben-¢-Test berechnet. Signifikanzen im
Bezug zur Kontrolle des jeweiligen Tages: * = p < 0,05, *** = p < 0,001, Signifikanzen im Bezug zur
Initialmessung: ! = p < 0,05; !! = p < 0,01; !!! = p < 0,001, Signifikanzen vom Fucoidan in Kombination
mit dem Entziindungsmediator im Bezug zur alleinigen Stimulation mit dem Entziindungsmedia-
tor: ++ = p < 0,01. Anzahl der unabhéngigen Experimente: n > 4.

¢) Interleukin-6-Ausschiittung;:

Die apikale und basale IL-6-Ausschiittung wurde im polaren Zellmodell drei Tage nach Stimu-
lation mit den Extrakten E112, E126 und E127 und mit dem Entziindungsmediator TNF-« ge-
messen. Apikal wurde die Zytokinausschiittung durch Zugabe von TNF-a (1121 £ 648 %, 0,018)
und E112 mit TNF-« (988 £ 79 %, p = 0,036) signifikant erhcht (Abb. 39a). Basal konnten keine
signifikanten Zytokinausschiittungen beobachtet werden (Abb. 39b).
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Abbildung 39: danpikale (a) und basale (b) Interleukin-6-Ausschiittung von RPE-Zellen
nach dreitidgiger Stimulation mit E112, E126, E127 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a): IL-
6-Ausschiittung durch E112 (500 pg/ml), E126 (500 pg/ml), E127 (500 pg/ml) und TNF-«
(500 ng/ml) wurde mittels ELISA analysiert. Diese wird in pg/ml angegeben. Die Daten sind nach
Shapiro-Wilk-Test normalverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie
wurden mittels Students t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kon-

trolle: * = p < 0,05. Anzahl der unabhéngigen Experimente: n > 2.

d) Interleukin-8-Ausschiittung:

Die apikale und basale Zytokinausschiittung von IL-8 wurde drei Tage nach Stimulation mit
E112, E126, E127 und TNF-a gemessen.
Unter TNF-«v (2817 £ 669 %,p = 0,001) und TNF-o mit E112 (2828 + 84 %,p = 0,019) wurde die
apikale Zytokinausschiittung erhoht (Abb. 40a). Durch E127 mit TNF-a (1789 + 62 %,p = 0,022)
wurde die basale IL-8-Ausschiittung nach drei Tagen signifikant erhoht (Abb. 40b).
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Abbildung 40: apikale (a) und basale (b) Interleukin-8-Ausschiittung von RPE-Zellen nach drei-
tagiger Stimulation mit E112, E126, E127 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a): IL-8-Ausschiittung
durch E112 (500 pg/ml), E126 (500 pg/ml), E127 (500 pg/ml) und TNF-o (500 ng/ml) wurde mit-
tels ELISA analysiert. Diese wird in pg/ml angegeben. Die Daten sind nach Shapiro-Wilk-Test nor-
malverteit und nach einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) signifikant. Sie wurden mittels Stu-
dents t-test auf zweiseitige Signifikanz getestet. Signifikanzen im Bezug zur Kontrolle: * = p < 0,05,
** = p < 0,01. Anzahl der unabhéngigen Experimente: n > 2.
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7 Diskussion

Fucoidane sind aus Algen extrahierte Polysaccharide mit eine Vielzahl an besonderen biologi-
schen und physiologischen Eigenschaften, wodurch sie in den letzten Jahren immer mehr an
Bedeutung hinsichtlich eines moglichen medizinischen Nutzens gewonnen haben [202]. Auf-
grund ihrer vielfaltigen Eigenschaften werden Fucoidane auch als mogliche Therapie bei der
AMD untersucht, welche aktuell eine der hdufigsten Ursachen fiir Erblindung in der westli-
chen Welt ist [188]. Zu den wesentlichen Pathomechanismen der AMD zihlen vor allem vier
Faktoren: Generierung von Lipofuszin (mit ihrer Verbindung zu oxidativem Stress), Drusoge-
nese, lokale Entziindung und Neovaskularisation (bei der feuchten Form) [63, 66, 67]. Aktuelle
Therapieoptionen zielen derzeit nur auf die Verhinderung der Angiogenese ab und sind zudem
sehr teuer und aufwéndig, da sie intravitreal injiziert werden miissen [60]. Daher besteht die
Hoffnung, mit Fucoidanen eine Therapiemoglichkeit zu haben, die auch auf die anderen pa-
thogenetischen Faktoren der AMD wie beispielsweise die antiinflammatorische Wirkung ein-
wirkt. Schwerpunkt dieser Arbeit war der Einfluss von Fucoidanen auf die Zellviabilitit, die
Barrierefunktion und die Zytokinausschiittung von IL-6, IL-8, IL-13 und TNF-a von porcinen
RPE-Zellen.

7.1 Diskussion der Methoden

Als Zellmodell dienten RPE-Zellen, welche aus Schweineaugen prapariert wurden. Dieses por-
cine RPE kann als gutes Zellmodell mit grofer Ahnlichkeit zu humanem RPE genutzt werden
und ist im Gegensatz zu humanem RPE in ausreichenden Mengen vorhanden [203]. Problema-
tisch bei allen RPE-Zellen verschiedener Spezies ist die unterschiedliche Barrierefunktion auf-
grund differenter Tight Junctions [30]. Der Vorteil von Schweine-RPE gegeniiber dem Mause-
RPE ist die Exprimierung von Claudin-19, welches auch in humanem RPE zu finden ist [30].
Zu berticksichtigen ist jedoch, dass die Zellen von mehreren unterschiedlichen Schweinen und
nicht von einer Zelllinie stammen, was zu einer hoheren Variabilitdt der Ergebnisse gefiihrt ha-
ben kann [203]. Diese hohere Variabilitat liegt jedoch auch bei den Menschen vor, da kein Auge
dem anderen gleicht. Daher fiihrt dieser Faktor zu einer vermehrten Realitdtsndhe. Auierdem
muss bedacht werden, dass die genutzten Zellen von jungen Individuen stammt und die AMD
eher ein Krankheitsbild des hoheren Alters ist. Es kann verschiedene Mutationen geben, die
bis heute noch nicht bekannt sind, aber eine Rolle bei der Pathogenese spielen. Diese werden
bei den Experimenten nicht mit berticksichtigt.

7.2 Einfluss von Fucoidanen auf die Barrierefunktion des RPE

Die Barrierefunktion des RPE spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der AMD, da sie
an der Regulierung des Austausches von Stoffen zwischen der Choroidea und den Lichtsinnes-
zellen als auch beim Schutz der Netzhaut vor dem Eindringen von Zytokinen aus dem Blut-
kreislauf beteiligt ist [33, 34]. Im polaren Zellmodell konnte nachgewiesen werden, dass der
TEER unter Stimulation mit der Referenzsubstanz F2 (F.v.) zusammen mit LPS bis zu Tag 14
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im Vergleich zur Initialmessung signifikant reduziert wurde und im Verlauf bis Tag 28 wieder
anstieg. Aufierdem wurde auch die TEER von Zellen, welche mit dem Fucoidan F2 (E.v.) und
LPS stimuliert wurden, einen Tag und sieben Tage nach Stimulation signifikant im Vergleich
zur alleinigen Stimulation mit LPS reduziert, an Tag 28 jedoch erhoht. Das konnte auf einen
negativen Effekt von Fucoidanen in Kombination mit einem Entziindungsmediator hinweisen.
In fritheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass bei 24-stiindigen Stimulationen, der
TLR-4-Agonist LPS einen negativen Effekt auf den TEER hatte [27]. Jedoch konnten Klettner et
al. nach dreitdgiger Stimulation mit LPS am polaren RPE-Zellmodell keine signifikante Reduk-
tion der Barrierefunktion feststellen [29]. Unter Stimulation mit Poly I:C kam es sieben, 21 und
28 Tage und unter Poly I:C mit der Referenzsubstanz F2 (F.v.) nach Stimulation zu einer Re-
duktion der Barriere im Vergleich zur Initialmessung. Unter E127 (Laminaria hyperborea (L.h.))
und Poly I:C wurde der TEER im Gegensatz zur alleinigen Stimulation mit Poly I:C nach einem
Tag signifikant reduziert. Auch hier liegt ein barrierereduzierender Effekt vom Entziindungs-
mediator Poly I:C nahe, welcher bereits in einer 24-stiindigen Stimulation mit Poly I:C in ei-
nem anderen Versuch gezeigt worden ist [27]. In anderen dreitdgigen Versuchen konnte jedoch
kein signifikanter Einfluss von Poly I:C auf die Barrierefunktion festgestellt werden [29]. Unter
TNF-a kam es bis Tag 21 zu einer signifikanten Reduktion des TEER, bei leichtem Anstieg an
Tag 28. Ahnliches zeigte sich auch unter Stimulation mit F2 (F.v.) und TNF-a. Durch die Kombi-
nation von TNF-a mit dem Fucoidan F2 (F.v.) zeigte sich an Tag 28 eine signifikante Reduktion
gegeniiber alleiniger Stimulation mit TNF-a. Auch in Kombinationen mit anderen Fucoidanen
zeigte sich eine Reduktion der Barriere: Unter TNF-ow mit E112 (Saccharina latissima (S.1.)) wurde
der TEER nach einem Tag und unter TNF-a mit E126 (S.1.) oder E127 (L.h.) nach einem Tag und
naci drei Tagen reduziert. Einen Tag nach Stimulation wurde der TEER durch E127 (L.h.) mit
TNEF-a gegeniiber der alleinigen Stimulation mit TNF-« reduziert. Das kdnnte einen negativen
Effekt von Fucoidanen auf die Barrierefunktion zeigen. Friihere Studien unterlegen diese Er-
gebnisse [29, 30]. Das konnte damit zusammenhéngen, dass Zytokine wie TNF-a die Zonula
occludens der RPE-Zellen beeintrachtigen und somit einen negativen Einfluss auf die Barriere
haben konnten [32]. In einigen Studien konnte der negative Zusammenhang zwischen Barriere
und TNF-a nicht nachgewiesen werden, was damit erkldrt werden kann, dass keine polarisier-
te Zellen genutzt wurden, was jedoch zu diskutieren ist, da auch bei fortgeschrittener AMD die
meisten Zellen noch nicht ihren Polaritit verloren hitten [30]. Unter Pam wurde der TEER sie-
ben, 14 und 21 Tage reduziert, unter Pam mit F2 (F.v.) an Tag sieben, bei leichtem Wiederanstieg
an Tag 14, 21 und 28. Im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Pam wurde an Tag sieben der
TEER mit Pam in Kombination mit F2 (F.v.) reduziert. In vorherigen Studien zeigte sich un-
ter Pam ein reduzierter TEER nach 24 Stunden [27]. Die signifikante Reduktion des TEER der
RPE-Zellen, welche mit verschiedenen Fucoidanen in Kombination mit Entziindungsfaktoren
gegeniiber den Zellen, welche alleine mit Entziindungsfaktoren stimuliert worden sind, kann
einen eventuellen negativen Effekt der Fucoidane auf die Barriere nahelegen. Es sollte jedoch
auch beachtet werden, dass es sein konnte, dass auch Zellen ohne Zugabe von Fucoidanen
oder Entziindungsfaktoren iiber die Zeit aus unterschiedlichen Griinden an Barrierefdhigkeit

verlieren konnten. In diesem Versuch konnten jedoch nur wenige signifikante Ergebnisse fiir
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diese These gefunden werden. Dieser Effekt konnte jedoch bereits in fritheren Versuchen fest-
gestellt werden, in denen der TEER auch in den Kontrollen nach drei Tagen reduziert worden
ist [29]. Die Barrierestorung und damit die Storung der Blut-Retina-Schranke spielt eine ent-
scheidende Rolle bei der Entstehung der AMD [27, 31]. Da die Barrierefunktion als abhangig
von der Funktion der Tight Junctions gilt, ist anzunehmen, dass der Einfluss von Zytokinen
und Fucoidanen auf die Tight Junctions als fundamental bedeutsam fiir die Pathogenese der
AMD anzusehen ist [204]. Tight Junctions bestehen aus vielen verschiedenen Proteinen wie
Claudinen, Occludinen und JAM, welche unter anderem an Zonula occludens befestigt wer-
den [205]. Um den Einfluss von Fucoidanen auf die Barrierefunktion von RPE-Zellen besser
zu verstehen, sollte deren Wirkung auf die verschiedenen Bestandteile der Tight Junctions, wie
Occludine, Claudine und JAMs auf molekularer Ebene weiter untersucht werden.

7.3 Einfluss von Fucoidanen auf die Zellviabilitat des RPE

Damit Fucoidane in der Medizin iiberhaupt als Therapeutikum eingesetzt werden koénnen,
diirfen sie in der verwendeten Konzentration keine toxischen Effekte auf die Zellen des Kor-
pers haben. Daher wurde der Einfluss von Fucoidanen alleine und zusammen mit Entziin-
dungsfaktoren auf die Zellviabilitit der RPE-Zellen untersucht. Die Zellviabilitdt wurde so-
wohl im polaren als auch im unpolaren Zellmodell bis 28 Tage nach Stimulation mittels MTT-
Test getestet. Zundchst wurde im unpolaren Zellmodell die Zellviabilitdt unter Stimulation
mit den Entziindungsmediatoren ohne Fucoidan getestet. Dort zeigte sich bis 28 Tage nach
Stimulation keine signifikante Reduktion der Viabilitdt. Auch Dietrich et al. untersuchten die
Zellviabilitat von RPE-Zellen nach Zugabe verschiedener Konzentrationen LPS, Poly I.C und
Pam im MTT-Assay [206]. Nach 24 Stunden konnte keine signifikante Toxizitat nachgewiesen
werden [206]. In anderen Studien konnte jedoch ein Effekt von Entziindungsmediatoren auf
die Zellviabilitit von RPE-Zellen festgestellt werden. Dort zeigte sich unter anderem ein ne-
gativer Einfluss von LPS und TNF-a nach einem Tag, zwei und sieben Tagen [29, 207, 208].
Klettner et al. zeigten aufierdem, dass Poly I:C konzentrationsabhédngig eine sowohl kurzfris-
tige Toxizitdt nach 24 Stunden als auch eine langfristige Toxizitdt nach sieben und 28 Tagen
hervorruft [50, 29]. Neben den moglichen zytotoxischen Effekten von Entziindungsmediato-
ren wurde auch die Bedeutung von Fucoidanen hinsichtlich Zellviabilitdt untersucht. Unter
dem Fucoidan F2 (F.v.) kam es bis 28 Tage im unpolaren Zellmodell nach Stimulation zu kei-
ner signifikanten Reduktion der Viabilitat. Diese Daten stimmen mit der Literatur tiberein, der
sich entnehmen ldsst, dass F2 bis eine Woche keine toxischen Effekte auf RPE-Zellen aufweist
[175, 186, 188, 201]. Unter den Extrakten der Spezies S.1. (E93, E112, E125, E126) konnten im
unpolaren Zellmodell signifikante Reduktionen der Viabilitit beobachtet werden: Es kam un-
ter E93 alleine und mit Entziindungsmediator nach sieben Tagen, unter E112 alleine und mit
Entziindungsmediator nach 28 Tagen und unter E125 alleine und mit Entziindungsmediator
nach drei Tagen zu einer signifikanten Viabilitdtsreduktion. Im polaren Zellmodell wurde der
Extrakt E112 mit TNF-a und E126 mit TNF-« untersucht. Dabei konnte kein signifikantes Er-
gebnis festgestellt werden. Nach 24 Stunden wiesen alle mit S.1. behandelten RPE-Zellen keine
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Toxizitdt auf. Diese Daten stimmen mit Vorversuchen von Bittkau et al. und Doérschmann et
al. iberein, welche zeigten, dass Fucoidane aus S.1. gegentiber der retinalen Pigmentepithel-
Zelllinie (ARPE-19) und RPE-Zellen nach 24 Stunden keine Toxizitdt zeigen [201, 190]. Es ist
nicht bekannt, ob vorher bereits Langzeit-Versuche mit den verschiedenen S.l.-Extrakten an
RPE-Zellen durchgefiihrt worden sind. Daher kdonnen diese Daten nicht mit der Literatur be-
statigt oder widerlegt werden, weshalb weitere Versuche mit dieser Fragestellung durchge-
fiihrt werden sollten. Fiir die Extrakte des Fucoidans L.h. (E81 und E127) konnten keine si-
gnifikanten Reduktionen der Zellviabilitdt im unpolaren Zellmodell festgestellt werden. Im
polaren Zellmodell kam es unter E127 und E127 mit Poly I:C zu einer signifikanten Zellvia-
bilitatsreduktion nach sieben Tagen. Dorschmann et al. konnten in fritheren Versuchen ein,
drei und sieben Tage nach Stimulation keine signifikante Toxizitdt der mit Extrakten aus L.h.-
Fucoidanen stimulierten Zellen nachweisen, was mit den Daten dieser Arbeit tibereinstimmt
[190, 209]. Ursache der Unterschiede in den Zellviabilitiaten verschiedener Fucoidane kann die
hohe Variabilitdt in der Zusammensetzung auf molekularer Ebene sein. Unterschiede bei den
Ergebnissen verschiedener Studien hinsichtlich des Einflusses von Fucoidanen auf die Zellvia-
bilitdt konnen dadurch entstanden sein, dass uneinheitliche Assays verwendet wurden. Zu-
dem wurden Fucoidane mit unterschiedlichen Konzentrationen, Reinheiten und biologischen
Aktivititen getestet. Zudem spielt auch die verwendete Zelllinie eine Rolle. Es bestehen Un-
terschiede zwischen RPE-Zellen, ARPE- und uvealer-Melanom- (OMM-1) Zelllinie. Beziiglich
des Einflusses der Zellviabilitiat durch verschiedene Fucoidanspezies lassen sich hinsichtlich
des Sulfatgehalts, des molaren Sulfatierungsgrades und des Phenolgehalts keine Korrelatio-
nen feststellen (Daten nicht gezeigt). Jedoch fillt eine positive Korrelation zwischen hohem
Fucosegehalt (Maf3 fiir die Reinheit des Extraktes) und hoher Zellviabilitdt auf (siehe Tabelle
7). Diese Eigenschaft ist bereits in fritheren Studien aufgefallen [201]. Dort wurde auch keine
Korrelation zwischen chemischer Eigenschaft und Viabilitat gefunden bis auf den Effekt, dass
reinere Extrakte zu einem hdheren Zelltiberleben fiihren [201]. Erklart werden konnte dieser Ef-
fekt dadurch, dass mit steigendem Fucosegehalt und damit steigender Reinheit der Anteil an
potentiell antiproliferativen Nebenbestandteilen reduziert wird. Daher sollten fiir die weitere
Forschung, aber auch fiir die medizinische Anwendung eher Fucoidane mit moglichst hohem
Fucosegehalt verwendet werden. Innerhalb der Gruppe der S.1.-Fucoidane zeigte sich eine ne-
gative Korrelation zwischen Sulfatgehalt und Viabilitdt. Diese Aussage ldsst sich jedoch nicht
auf die Fucoidanspezies untereinander beziehen. Auch in der Literatur ist diese Korrelation
bisher nicht beschrieben. Moglicherweise storen Sulfatgruppen der Fucoidane durch ihre ne-
gative Ladung, ihr Bindungsverhalten oder die Bindung an die Oberfldche des Wells die Inte-
gritit der RPE-Zellen untereinander. Um weitere Aussagen dartiber treffen zu konnen, sollten
weitere Versuche mit unterschiedlich sulfatierten Fucoidanen durchgefiihrt werden. Dorsch-
mann et al. konnten bei verschiedenen Fucoidanen der Spezies L.h. eine negative Korrelation
zwischen Molekulargewicht und Viabilitét bei der Uvealen-Melanom-Zelllinie (OMM-1) nach-
weisen [190]. Dieser Effekt konnte jedoch bei menschlichen RPE-Zellen nach 24 Stunden nicht
festgestellt werden [190]. Auch in dieser Arbeit konnte kein signifikanter Effekt von Molekular-
gewicht der Extrakte L.h. auf die Viabilitat ausgemacht werden. In anderen Zellen hatten hohe
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Molekulargewichte von Fucoidanen sogar positive Effekte. Jang et al. fanden heraus, dass Fu-
coidane mit hohem Molekulargewicht antitoxische Effekte bei Milzzellen aufwiesen und deren
Viabilitat erhoht haben [210]. Der Einfluss des Molekulargewichts der Fucoidane scheint un-
terschiedlich auf verschiedene Zellarten zu wirken.

7.4 Einfluss von Fucoidanen auf die Entziindungsantwort des RPE

Neben Barrierefunktion und Zellviabilitit wurde in dieser Arbeit aufierdem der Einfluss von
verschiedenen Fucoidanen auf die Entziindungsantwort am unpolaren und polaren Zellmodell
untersucht. Eine anhaltende Entziindung, z.B. durch hohe IL-13, -6, -8 und TNF-a Spiegel, gilt
als eine der wichtigsten Ursachen bei der Entstehung der AMD [29, 211, 212, 213]. Als Ent-
ziindungsmediatoren dienten LPS (als TLR-4-Aktivator), Poly I:C (als TLR-3-Aktivator), Pam
(als TLR-1/2-Aktivator) und TNF-« als Aktivator des TNF-a-Rezeptor-Signalwegs. Unter den
Entztindungsmediatoren wurden die IL-13- , IL-6-, IL-8- und TNF-a-Sekretionen an verschie-
denen Tagen der Stimulation mittels ELISA-Test untersucht.

Zur Untersuchung des Einflusses von Fucoidanen auf die durch verschiedene Entziindungs-
mediatoren ausgeldste Zytokinproduktion musste zunédchst einmal bestétigt werden, dass die-
se Entztindungsmediatoren im RPE-Zellmodell iiberhaupt eine Interleukinproduktion hervor-
rufen. In fritheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Konzentrationen
LPS, Poly I:C und TNF-« signifikant die IL-6 und IL-8-Sekretion bis 28 Tage nach Stimulati-
on erhoht haben [29, 206]. Zudem konnte eine signifikante IL-13-Produktion nach einem Tag
unter LPS und Poly I:C und eine TNF-a-Sekretion durch LPS und Poly L:C festgestellt wer-
den [29, 206]. Pam als TLR-1/2-Agonist wurde in diesen Versuchen nicht untersucht. Mai et
al. konnten jedoch eine proinflammatorische Wirkung von Pam auf die Interleukinproduktion
menschlicher RPE-Zellen beobachten [214]. In dieser Arbeit konnten die Ergebnisse der Vor-
versuche bestétigt werden. Im unpolaren Zellmodell wurde die IL-6- und IL-8-Ausschiittung
durch LPS, Poly I:C, TNF-a und Pam in den meisten Fillen einen Tag, drei, sieben und 28 Ta-
ge nach Stimulation signifikant erhoht. Eine IL-13-Ausschiittung konnte nur unter LPS einen
Tag nach Stimulation beobachtet werden, anders als in den Vorversuchen nicht jedoch durch
Poly I:C [29]. Es konnte zudem eine signifikante TNF-a-Ausschiittung durch LPS und Poly I:C
nach einem Tag beobachtet werden, was sich mit den Versuchen von Klettner et al. deckt [29].
Terheyden et al. untersuchten den Einfluss von LPS, Poly I:C und Pam auf die Entztindungsant-
wort im polaren Zellmodell [27]. Dabei konnte eine IL-6 und TNF-a Produktion durch basale
Stimulation mit LPS, Poly I:C und Pam und eine IL-a-3-Sekretion durch LPS und Pam, nicht
jedoch durch Poly I:C beobachtet werden [27]. Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit im
polaren Zellmodell keine IL-6-Sekretion durch einen der getesteten Entziindungsfaktoren fest-
gestellt werden. Eine IL-8-Ausschiittung fand sich nur bis sieben Tage nach Stimulation durch
die Entziindungsmediatoren und auch nur im apikalen, nicht im basalen Well. Die Zellviabili-
tat der polaren Zellen war nach 28 Tagen nicht signifikant herabgesetzt, sodass dies als Ursa-
che fiir die niedrige Zytokinsekretion ausgeschlossen werden kann. Aus diesem Grund sollten

weitere Versuche im polaren Zellmodell erfolgen, um den Grund fiir die Diskrepanzen aufzu-
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klaren.

Unter Stimulation mit dem Referenzfucoidan F2 (F.v.) kam es zu einer Verringerung der durch
Poly I:C, einem TLR-3-Agonisten, induzierten IL-6- und zu einer Verringerung der durch TNF-«
und Poly I:C verursachten IL-8-Produktion. Die Fucoidane E81 (L.h.), E93 (S.1.) und E125 (S.1.)
selbst fiihrten zu einer IL-6 und -8 Ausschiittung. Sie reduzierten nicht die durch die Entziin-
dungsmediatoren verursachte Zytokinproduktion. Unter E112 (S.1.) wurde die Poly I:C indu-
zierte IL-8- und unter E126 (S.1.) die Poly I:C induzierte IL-6- und -8-Produktion reduziert. E127
(L.h.) selbst induzierte keine IL-6-, jedoch eine IL-8-Sekretion einen Tag nach Stimulation. Zu-
dem reduzierte E127 (L.h.) die durch Poly I:C induzierte IL-6- und -8-Produktion und fiihrte zu
einer Verminderung der durch LPS induzierten IL-8-Sekretion. Beziiglich der TNF-«- und IL-1-
p-Ausschiittung konnten keine signifikanten Daten gefunden werden. Es ldsst sich feststellen,
dass die verschiedenen Fucoidane vor allem die Poly I:C induzierten Zytokinsekretionen redu-
zieren. Nur E127 verringerte zusitzlich die LPS-induzierte Interleukin-Produktion.

Die antiinflammatorische Wirkung von Fucoidanen auch in anderen Zellen als RPE-Zellen
konnten bereits in fritheren Studien nachgewiesen werden. Ahmad et al. untersuchten den Ein-
fluss verschiedener Fucoidane (Undaria pinnatifida, Fucus vesiculosus, Macrocystis pyrifera, Asco-
phyllum nodosum und Laminaria japonica) auf die Zytokinproduktion von IL-1/, IL-6 und TNF-«
bei der humanen Monozyten-Zelllinie THP-1, welche vorher mit LPS stimuliert worden sind
[215]. Dabei konnte eine signifikante Reduktion der Zytokinproduktion durch die Fucoida-
ne festgestellt werden, wobei diejenigen mit niedrigem Molekulargewicht ihre maximale Wir-
kung bei niedriger Stimulationskonzentration aufwiesen [215]. Auch bei in-vitro-Experimenten
bei Zebrafischlarven konnten Fucoidane eine entziindungshemmende Wirkung zeigen [216].
Jeong et al. untersuchten die Zytokinausschiittung von mit Fucoidanen und LPS stimulierten
Makrophagen in Zebrafischen [216]. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Fucoidane die
LPS-induzierte Produktion von TNF-«, IL-1-3, Stickstoffmonoxid und Prostaglandin E2 un-
terdriickt haben und somit antientziindlich wirkten [216]. Es wird davon ausgegangen, dass
dieser Effekt durch Fucoidane durch Verringerung der Genexpression auf Transkriptionsebene
und durch Hemmung der Translation von NF-«B ablduft [216]. NF-xB ist ein wichtiger proin-
flammatorischer Geninduktor [217, 218, 219]. Dabei wirkt NF-xB sowohl auf das angeborene
als auch das adaptive Immunsystem, indem es die Transkription von Zytokinen und die Diffe-
renzierung entztindlicher T-Zellen initiiert [217, 218, 219]. In einer weiteren Studie wurde der
Entziindungsmechanismus an einer mit LPS und dem Fucoidan Saccharina japonica behandel-
ten Makrophagenzelllinie RAW264.7 und an Zebrafischen untersucht [220]. Es wurde gezeigt,
dass das Fucoidan Entziindungsreaktionen hemmt, indem es zu einer verminderten Stickstoff-
monoxid, Cyclooxygenase (COX)-2 und Zytokinproduktion wie IL-1/3, IL-6 und TNF-« fiihrte
[220]. Als Wirkmechanismus wird, wie bereits bei Jeong et al. beschrieben, die Herunterre-
gulierung des NF-xB, des Januskinase (JAK)-2-, des Signal Transducers and Activators of Tran-
scription, dt.: Signalwandler und Aktivatoren der Transkription (STAT)-1/3- und des MAP-
Kinase-Signalweges angenommen [220, 221]. Die Ergebnisse dieser Studien lassen vermuten,
dass Fucoidane tiber TLR wirken, damit den NF-xB-Signalweg storen und in Folge dessen
die Zytokinproduktion sinkt [215, 216, 220, 159]. Makarenkova et al. testeten die Interaktion
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zwischen Fucoidanen und menschlichen TLR, welche auf Membranen menschlicher Nieren-
zellen exprimiert wurden [222]. Dabei wirkten die Fucoidane durch Bindung an TLR-2 (bspw.
Aktivierbar durch Pam) und -4 (bspw. Aktivierbar durch LPS) [222]. An TLR-5 hitten die Fu-
coidane keine Wirkung gehabt [222]. In dieser Studie konnte nur der Extrakt E127 (L.h.) die
durch LPS am TLR-4 induzierte Zytokinproduktion senken. Alle andere getesteten Fucoidane
wirkten nicht entziindungshemmend oder wirkten v.a. tiber den TLR-3-Agonisten Poly I:C ent-
ziindungshemmend. Ursache fiir die Abweichung von den Ergebnissen in der Literatur konnte
die Spezies der Algen sein. Es wurden Fucoidane mit ganz anderen chemischen Eigenschaften
verwendet als in diesem Versuch. Das ldsst vermuten, dass spezifische Eigenschaften der Fu-
coidane fiir das Bindungsverhalten an TLR verantwortlich gemacht werden konnen. In diesem
Fall lasst sich als Besonderheit an den Fucoidanen der Art L.h. ihr hohes Molekulargewicht
und ihr niedriger Phenolgehalt im Gegensatz zu den S.1.- und den F.v.-Fucoidanen beobach-
ten. Diese Merkmale konnten eine Rolle auf molekularer Ebene bei der Aktivierung des TLR-4
spielen. Demgegentiber steht jedoch das Ergebnis von Ahmad et al., welche eine Korrelation
zwischen niedrigem Molekulargewicht der Fucoidane und entziindungshemmender Wirkung
LPS-induzierter Inflammation zeigten [215]. Ein Unterschied zu den Ergebnissen in der Lite-
ratur konnte dadurch zustande kommen, dass keine RPE-Zellen, sondern v.a. Makrophagen-
zelllinie verwendet wurde, was die Wirkweise verdndern kann [215, 216, 220, 159]. Die grofste
antiinflammatorische Wirkung bei diesen getesteten Fucoidanen wurde fiir die Poly I:C ver-
mittelte Zytokinausschiittung tiber den TLR-3 beobachtet. Allgemein ist tiber die Wirkung von
Fucoidanen am TLR-3 bisher nicht viel bekannt [223]. In einer Arbeit von Dutot et al. wurde
die Wirkung von Fucoidanen auf die Poly I:C induzierte Entziindungsreaktion an priméren
menschlichen Bronchialepithelzellen untersucht [224]. Dabei wurde festgestellt, dass Fucoida-
ne die Poly I:C-induzierte mRNA-Expression verschiedener Zytokine wie IL-1-43, IL-6, TNF-a,
verschiedener Chemokine und Prostaglandinen senkten [224]. Neben LPS wird auch die durch
Poly I.C induzierte Aktivierung von TLR-3 auf eine langfristige Entziindungsreaktion und da-
mit auf die Entstehung der AMD vermutet [45]. Daher sind die getesteten Fucoidane F2, E112,
E126 und E127 sehr vielversprechend beziiglich einer moglichen Therapieoption der AMD. Es
sind jedoch weitere Experimente an menschlichen RPE-Zellen nétig, um die Ergebnisse dieser
Arbeit weiter zu validieren und um zu priifen, in wieweit Fucoidane auf menschliche Zellen
anders wirken als auf porcine Zellen [223]. Zudem sollte der genaue Wirkmechanismus auf
molekularer Ebene und damit der Einfluss von unterschiedlichen chemischen Eigenschaften
der Fucoidane auf TLR weiter untersucht werden. Im polaren Zellmodell konnte keine entziin-
dungshemmende Wirkung der Fucoidane beobachtet werden. Ursache dafiir kann sein, dass
auch durch die Entziindungsmediatoren selbst kaum eine signifikante Zytokinproduktion er-
reicht werden konnte.

Zusammenfassend haben Fucoidane verschiedener Spezies unterschiedlichen Einfluss auf die
Zellviabilitat, Zytokinproduktion und Barrierefunktion von RPE-Zellen. Die Barrierefunktion
wurde eher negativ beeinflusst, wobei der Effekt auf Zellviabilitdt und Reduktion der Zyto-
kinproduktion zum Teil sehr positiv beeinflusst wurde. Dabei scheint die Wirkung auf ver-

schiedene Toll-like-Rezeptoren eine grofse Rolle zu spielen. Zukiinftige Experimente sollten
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die molekulare Wirkweise von Fucoidanen auf die Toll-like-Rezeptoren untersuchen. Fiir ei-
ne mogliche klinische Anwendung bei der AMD haben Fucoidane ein grofses Potential, da sie
bei in-vitro-Experimenten zum Teil positive Eigenschaften beziiglich der Entziindungsreakti-
on gezeigt haben, was eine wichtige Sdule in der Pathogenese der AMD darstellt. Es miissten
weitere Experimente in-vivo erfolgen. Zudem muss untersucht werden, in welcher Applikati-
onsform Fucoidane eingesetzt werden konnen, um die Blut-Retina-Schranke zu durchdringen

um an ihren Wirkort zu gelangen.
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8 Zusammenfassung

Die altersbedingte Makuladegeneration ist die hdufigste Ursache fiir Erblindung in der westli-
chen Welt, wobei die Behandlungsoptionen sehr begrenzt sind. Aktuell gibt es nur krankheits-
verlangsamende Behandlungsmethoden, jedoch keine Heilung. Zu den wichtigsten pathoge-
netischen Faktoren gehtren unter anderem eine chronische Entziindung und Stérung der Bar-
rierefunktion. Fucoidane sind aus Braunalgen extrahierte Polysaccharide, welche in verschie-
denen Studien an unterschiedlichsten Zellmodellen und auch bereits in-vivo vielversprechen-
de antiinflammatorische Eigenschaften aufwiesen. Daher besteht fiir die Fucoidane ein grofies
Potential als mogliches Therapeutikum bei der Behandlung der altersbedingten Makuladege-
neration. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Fucoidanen auf die Zellviabilitidt, die Barrie-
refunktion und die Entziindungsantwort des retinalen Pigmentepithels untersucht. Es wurde
versucht, ein Fucoidan zu finden, welches gleichzeitig antiinflammatorisch, nicht zytotoxisch
und barriereférdernd wirkt. Hierfiir wurden als Zellmodell retinale Pigmentepithelzellen aus
Schweineaugen verwendet. Die Zellen wurden mit den verschiedenen Entziindungsmediato-
ren und Fucoidanen stimuliert. Es wurde die Zellviabilitdt, die Zytokinausschiittung und die
Barrierefunktion untersucht. In der Barrieremessung konnte festgestellt werden, dass die getes-
teten Fucoidane allgemein eher barrierereduzierend wirken. Auch Zellen unter F2 mit Entziin-
dungsmediatoren wiesen eine im Vergleich zu Zellen, welche nur mit dem Entziindungsme-
diator stimuliert wurden, eine reduzierte Barriere auf. Das konnte auf einen negativen Effekt
von Fucoidanen in Kombination mit einem Entziindungsmediator hinweisen.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Zellviabilitdt zeigten im unpolaren Zellmodell, dass Ent-
ziindungsmediatoren die Zellviabilitdt bis 28 Tage nach Stimulation der retinalen Pigmentepi-
thelzellen nicht reduzieren. Unter dem Fucoidan F2 (Fucus vesiculosus) kam es bis 28 Tage im
unpolaren Zellmodell nach Stimulation zu keiner signifikanten Reduktion der Viabilitit. Unter
den Extrakten der Spezies Saccharina latissima (E93, E112, E125, E126) konnten im unpolaren
Zellmodell signifikante Reduktionen der Viabilitdt beobachtet werden. Im polaren Zellmodell
wurde der Extrakt E112 mit Tumornekrosefaktor-o und E126 mit Tumornekrosefaktor-a un-
tersucht. Dabei konnte kein signifikantes Ergebnis festgestellt werden. Fiir die Extrakte des
Fucoidans Laminaria hyperborea E81 und E127 konnten keine signifikanten Reduktionen der
Zellviabilitdt im unpolaren Zellmodell festgestellt werden. Im polaren Zellmodell kam es un-
ter E127 und E127 mit Polyinosinsdure:Polycytidylsdure zu einer signifikanten Zellviabilitats-
reduktion nach sieben Tagen. Als Ursache der Unterschiede in den Zellviabilititen verschie-
dener Fucoidane kann die hohe Variabilitdt in der Zusammensetzung auf molekularer Ebene
diskutiert werden. Es féllt eine positive Korrelation zwischen hohem Fucosegehalt (Maf3 fiir
die Reinheit des Extraktes) und hoher Zellviabilitit auf.

Im unpolaren Zellmodell wurde die Interleukin-6- und Interleukin-8-Ausschiittung durch Ent-
ziindungsmediatoren signifikant erhoht. Unter Stimulation mit dem Referenzfucoidan F2 (Fu-
cus vesiculosus) kam es zu einer Verringerung der durch Polyinosinsdure:Polycytidylsdure indu-
zierten Interleukin-6- und zu einer Verringerung der durch Tumornekrosefaktor-o und Polyi-
nosinsdure:Polycytidylsdure verursachten Interleukin-8-Produktion. Die Fucoidane E81 (Lami-
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naria hyperborea), E93 (Saccharina latissima) und E125 (Saccharina latissima) selbst fiihrten zu einer
Interleukin-6 und -8 Ausschiittung. Sie reduzierten nicht die durch die Entziindungsmediato-
ren verursachte Zytokinproduktion. Unter E112 (Saccharina latissima) wurde die Polyinosinsau-
re:Polycytidylsdure induzierte Interleukin-8- und unter E126 (Saccharina latissima) die Polyinos-
insdure:Polycytidylsdure induzierte Interleukin-6- und -8-Produktion reduziert. E127 (Lamina-
ria hyperborea) selbst induzierte keine Interleukin-6-, jedoch eine Interleukin-8-Sekretion einen
Tag nach Stimulation. Zudem reduzierte E127 (Laminaria hyperborea) die durch Polyinosinsédu-
re:Polycytidylsdure induzierte Interleukin-6- und -8-Produktion und fiihrte zu einer Vermin-
derung der durch Lipopolysaccharid induzierten Interleukin-8-Sekretion. Es ldsst sich zusam-
menfassen, dass die verschiedenen Fucoidane vor allem die Polyinosinsdure:Polycytidylsdure
induzierten Zytokinsekretionen reduzieren. E127 verringerte zusétzlich die Lipopolysaccharid-
induzierte Interleukin-Produktion. In diesem Fall ldsst sich als Besonderheit an den Fucoidanen
der Spezies Laminaria hyperborea ihr hohes Molekulargewicht und ihr niedriger Phenolgehalt im
Gegensatz zu den Saccharina latissima- und den Fucus vesiculosus-Fucoidanen beobachten. Ne-
ben Lipopolysaccharid wird auch die durch Polyinosinsdure:Polycytidylsdure induzierte Akti-
vierung von Toll-like-Rezeptor-3 auf eine langfristige Entziindungsreaktion vermuten. Daher
sind die getesteten Fucoidane F2, E112, E126 und E127 sehr vielversprechend beziiglich einer
moglichen Therapieoption der altersbedingten Makuladegeneration. Im polaren Modell konn-
te keine entziindungshemmende Wirkung der Fucoidane beobachtet werden.

Fucoidane haben weiterhin grofies Potential als Therapeutikum bei der Behandlung der alters-
bedingten Makuladegeneration, da einige Spezies nicht toxisch sind und vielversprechende
antientziindliche Eigenschaften besitzen. Der negative Einfluss auf die Barrierefunktion sollte
jedoch weiter untersucht werden. Es sind weitere Versuche notwendig um den Einfluss der
Fucoidane auf die anderen Sdulen der altersbedingten Makuladegeneration zu kldren und um
diese Ergebnisse weiter auf molekularer Ebene zu verstehen.
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10 ANHANGE

10 Anhéange

10.1 Grafiken und Tabellen

Tabelle 10: Barriere von F2 und Entziindungsmediatoren in 2 * cm?

K F2 | LPS | F2+ | Poly- | F2+ TNF-oo | F2 + Pam | F2 +
LPS | I:C Poly I:C TNF-a Pam
Tag0 | 199 | 253 | 204 | 258 | 199 216 202 241 163 | 182
Tag1 | 198 | 226 | 232 | 178 | 200 231 159 183 125 | 129
Tag3 | 170 | 189 | 199 | 169 | 181 247 116 135 132 | 133
Tag?7 | 210 | 160 | 105 | 76 157 113 54 65 96 64
Tag14 | 169 | 143 | 109 | 74 164 141 64 64 76 79
Tag21 | 186 | 183 | 101 | 87 114 110 50 57 76 85
Tag28 | 137 | 149 | 113 | 87 102 118 70 75 72 64

Alle Angaben in Q * cm?
K = Kontrolle, LPS = Lipopolysaccharid, Poly I:C = Polyinosinsaure:Polycytidylsaure, TNF-co« = Tumornekrosefaktor-c,
Pam = Pam2CysSerLys4

Tabelle 11: Barriere von E112, E126, E127 und Entziindungsmediatoren in 2 * cm?

K E112 | E126 | E127 | Poly- | E127 + | TNF-o | E112 + | E126 + | E127 +

I:C Poly I:C TNF-a | TNF-a | TNF-«
Tag0 | 199 | 231 | 238 | 199 | 199 200 202 272 251 264
Tag1 | 198 | 174 | 183 | 159 | 200 176 159 172 168 167
Tag3 | 170 | 183 | 193 | 153 | 181 188 116 160 132 109

Alle Angaben in Q * cm?
K = Kontrolle, Poly I:C = Polyinosinsadure:Polycytidylsaure, TNF-a = Tumornekrosefaktor-c
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