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Abkiirzungsverzeichnis

AMD

Altersbedingte Makuladegeneration

aPGF

anti-Placental-Growth-Factor

AREDS

Age-Related Eye Disease Study

ARMS2

aVEGF

Age-Related Maculopathy Susceptibility 2

anti-Vascular Endothelial Growth Factor

CCL2

CC-Chemokin Ligand 2

CFH

Komplementfaktor H

CNV

Choroidale Neovaskularisation

DAMPs

Damage-associated molecular patterns
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Fms-like tyrosine kinase-1

HIF-1

Hypoxie induzierter Faktor 1

HTRA1

IgG

Serinprotease high-temperature requirement A1

Immunglobulin G

IgG1

Immunglobulin G1

IHC

Immunhistochemie

IL-1B

Interleukin 1 beta

IL-6

Interleukin 6
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In-situ-Hybridisierung

IVOM

Intravitreale operative Medikamentengabe

KDR

Kinase insert domain receptor

MPs

Mononukledre Phagozyten

mRNA

Messenger RNA

OCT

Optische Kohdrenztomographie

PAMPs

Pathogen-associated molecular patterns

PGF

Placental Growth Factor

RNA

Ribonukleinsdure

ROP

Retinopathy of prematurity

ROS

Reactive oxygen species

RPE

Retinales Pigmentepithel

TNFa

Tumornekrosefaktor alpha

TSPO

Translocator protein (18 kDa)




VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

ZNS Zentrales Nervensystem



1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Netzhaut

Da die in dieser Schrift thematisierte Erkrankung eine Erkrankung der Netzhaut ist,
werde ich zunachst auf den Aufbau dieser eingehen. Zwar wurden die Experimente an
murinen Augen durchgefiihrt, die folgenden Erlauterungen beziehen sich jedoch auf die
Primaten-Retina. Erwahnenswerte Unterschiede zwischen Mduse- und Primatennetzhaut
sind in Kapitel 1.8 zu finden.

Die Retina, deren Hauptfunktion die Umwandlung der in das Auge einfallenden Lichtreize
in ein elektrisches Potenzial ist, kleidet als ein komplexes System von mehreren
Nervenzellschichten den Bulbus von innen aus. Anhand der Prasens von Photorezeptoren
unterteilt man die Netzhaut in einen blinden Teil (Pars caeca retinae) ohne
Photorezeptoren und einen sehenden Teil (Pars optica retinae). Wahrend ersterer
anterior der Ora serrata liegt, kleidet letzterer den Augapfel posterior der Ora serrata aus.
Die Morphologie der Pars optica retinae mit ihren drei hintereinander geschalteten
Neuronen lasst sich gut im histologischen Korrelat einsehen. Ganz auf3en liegt das retinale
Pigmentepithel (RPE), welches das durch den neuronalen Anteil der Netzhaut gelangte
Licht schlief3lich absorbiert. Von der Aderhaut wird das RPE nach auf3en durch die Bruch-
Membran (Lamina basalis choroideae) getrennt. Direkt an das RPE grenzen nach innen
die lichtreaktiven Fortsitze der Photorezeptoren (Stratum neuroepitheliale retinae). Die
weiter innen liegenden Perikarya der Photorezeptoren (Stratum nucleare externum)
geben Axone ab, die im Stratum plexiforme externum Synapsen mit den bipolaren Zellen
bilden. Die Zellkorper der bipolaren Zellen befinden sich im Stratum nucleare internum.
Im Stratum plexiforme internum gehen die bipolaren Zellen wiederum Synapsen mit den
Ganglienzellen ein, deren Zellkorper im Stratum ganglionare fasciculi optici vorzufinden
sind. Die Axone der Ganglienzellen bilden letzten Endes die Nervenfaserschicht (Stratum
neurofibrarum), deren marklosen Nervenfasern sich am Sehnervenkopf zum Sehnerven
biindeln, tiber den die von der Netzhaut erzeugten elektrischen Impulse schlief3lich in
Richtung Gehirn weitergeleitet werden (1, 2).

Ebenfalls histologisch ins Auge fallen die Membrana limitans externa zwischen den
Perikarya der Photorezeptoren und deren Fortsitzen sowie die Membrana limitans

interna als Begrenzung der Netzhaut zum Glaskoérper (2).
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Weitere an der Signalverschaltung beteiligte Hilfszellen in der Netzhaut sind die
Horizontalzellen und amakrinen Zellen, deren Zellkorper im Stratum nuclerae internum
anzutreffen sind. Die Horizontalzellen setzen mit ihren Synapsen an den Synapsen
zwischen Photorezeptoren und bipolaren Zellen an und fiithren so zu einer horizontalen
Verbindung. Die dadurch erméglichte laterale Hemmung verbessert das Kontrastsehen
(3). Auch amakrine Zellen flihren zu einer lateralen Modifizierung der Signale, indem sie
mit Axonen der bipolaren Zellen und Dendriten der Ganglionzellen in Kontakt stehen (1).
Einen betrachtlichen Anteil der retinalen Zellen machen dariiber hinaus die Gliazellen
aus. Die den Astroglia zugeordneten Miillerzellen erstrecken sich von der inneren zur
aufderen Grenzmembran. [hnen werden viele verschiedene Aufgaben zugeordnet, wie die
Homoostasis des Extrazellularraums, die mechanische Stabilisierung der Netzhaut und
Schutz der Zellen vor Trauma, die Reduktion von Lichtstreuung, aber auch die
Differenzierung zu neuronalen Stammzellen nach Nervenzellverlust (4).

Eine weitere wichtige Fraktion der retinalen Gliazellen stellen die Mikroglia dar (Kapitel

1.6).

Eine besondere Funktion kommt der ca. 15 Grad temporal der Papille gelegenen Makula
zu. lhre zentral gelegene Fovea iibernimmt mit ihrer hochsten Dichte an Zipfen die
Hauptfunktion beim photopischen Sehen. Die durch die 1:1:1-Verschaltung der
Photorezeptoren, bipolaren Zellen und Ganglienzellen ausbleibende Konvergenz der
Neuronen fiihrt zur maximalen Auflésung des Bildes im Vergleich zum Rest der Netzhaut
und untermalt so die Bedeutung der Makula fiir das Scharfsehen.

Das verdeutlicht die enormen Einbufden der Sehstarke, die an makularen Erkrankungen

leidenden Patienten hinnehmen miissen.

1.2 Retinales Pigmentepithel

Das retinale Pigmentepithel (Stratum pigmentosum retinae) ist ein einschichtiges Epithel
aus hexagonalen Zellen zwischen Bruch-Membran und den Fortsitzen der

Photorezeptoren. Namensgebend fiir das RPE ist das Melanin-haltige Pigment der Zellen.
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Das Melanin absorbiert das bis zum RPE reichende Licht und verhindert so eine
Reflektion dessen und damit stérende visuelle Phanomene (5).

Dariiber hinaus spiegelt die rdumliche Nihe des RPE zu den Photorezeptoren die
funktionelle Einheit beider Zelltypen wider. So phagozytieren die Zellen des RPEs alte
Zellbestandteile der Photorezeptoren wie deren stindig abgestoflenen dufieren
Segmente und sind damit essentiell fiir die deren Funktion. Auf3erdem spielt das RPE eine
wichtige Rolle bei der Nahrstoffversorgung der Photorezeptoren. Die Unabdingbarkeit
intakter RPE-Zellen fiir das Funktionieren der Photorezeptoren wird besonders im
Krankheitsbild der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) ersichtlich (Kapitel 1.3).
Eine weitere wesentliche Aufgabe des RPE ist die durch Tight Junctions zwischen den
Epithelzellen verwirklichte &ufdere Blut-Retina-Schranke, die die Netzhaut vor
oxidativem Stress schiitzt und eine Homdostase der lonen gewdhrleistet. Die Blut-Retina-
Schranke bringt durch die physiologische Abschirmung von Blutzellen ebenfalls ein
Immunprivileg der Netzhaut mit sich, das bei Krankheiten wie der AMD nicht mehr
gegeben ist (6).

Die Synthese und Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie dem Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) durch das RPE spielt fiir die Entstehung von Neovaskularisationen,
wie sie bei der AMD vorkommen kann, eine wichtige Rolle (7).

Die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff sowie die Entsorgung der
Stoffwechselprodukte des RPE wird unter anderem durch die Bruch-Membran
sichergestellt, die als Membran zwischen RPE und Choroidea den Austausch mit den

Blutgefafien der Aderhaut vermittelt (8) .

1.3 Altersbedingte Makuladegeneration

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist in Industrieldindern die haufigste
Ursache gesetzlicher Blindheit. Weltweit werden laut Schatzungen im Jahr 2020 ca. 196
Millionen Menschen von dieser Krankheit betroffen sein (9).

Die Inzidenz der AMD steigt mit zunehmendem Alter. So offenbarte eine Studie aus dem
Jahr 2017 bei iiber 85-]Jahrigen in Europa eine Pravalenz der frithen AMD von 17,6%,
wahrend hingegen sie in der Altersgruppe 55-59 Jahre nur bei 3,5% lag (10). Durch den
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demographischen Wandel wird in den nachsten Jahren ein starker Anstieg der Pravalenz

der AMD erwartet (9).

Abb. 1: Klinische Erscheinung von Drusen in einem frithen AMD-Stadium, iibernommen aus

(11)

Bilder einer 78 Jahrigen Patientin. Auf dem linken Bild sind im Bereich der Makula zahlreiche
Drusen unterschiedlicher Grof3e bei der funduskopischen Untersuchung zu erkennen. Das
mittlere IR-Bild zeigt die Position des Scans mit optischer Koharenztomographie (OCT) (rechtes
Bild), der die unter dem RPE liegenden Drusen im Querschnitt zeigt.

1.3.1 Pathophysiologie und Stadien der AMD

Erst 2013 wurde auf Grundlage der AREDS-Studie (Age-Related Eye Disease Study) eine
Einteilung der AMD-Stadien anhand funduskopischer Gesichtspunkte unter der
Gesamtbezeichnung ,altersbedingte Makuladegeneration’ eingefithrt (12). Ein
funduskopisches Charakteristikum der AMD ist das Auftreten von sogenannten Drusen.

Drusen werden auf eine zunehmende phagozytische Funktionseinschrankung der RPE-
Zellen zuriickgefiihrt (13). Durch ihre Lage in der Netzhaut sind die dufieren Segmente
der Photorezeptoren sowie das RPE stindigem oxidativem Stress durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) ausgesetzt. Als Ursache werden die Nahe zur hochvariablen
choroidalen Himodynamik sowie die Photooxidation durch die stidndigen Lichtstimuli
vermutet (14). Die zunehmend eingeschrankte metabolische Aktivitat des RPE fiihrt zur
Akkumulation von Abbauprodukten als extrazelluldarer Debris, der innerhalb des RPE,
oder zwischen RPE und Bruch-Membran funduskopisch als Drusen imponiert. Als
Bestandteile der Drusen konnten Apolipoprotein B und E, Cholesterol, Amyloid, diverse
inflammatorische Proteine sowie Bestandteile des Komplementsystems gefunden

werden (5). Gerade letzteres wird als ein grundlegender Bestandteil der Pathophysiologie
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der AMD in Verdacht gezogen. So zeigten genetische Analysen von AMD-Patienten die
Assoziation der Erkrankung mit verdnderten Genen der Komplementfaktoren H, B, I, 2, 3
sowie 9 (12, 13).

In Einklang mit den Bestandteilen der Drusen wird das komplexe entziindliche Geschehen
der AMD vor allem auf die Aktivierung des Komplementsystems, das Einwandern von
Makrophagen, die Aktivierung von Mikroglia sowie das Ausschiitten von

inflammatorischen Molekiilen zuriickgefiihrt (14).

Die AREDS-Studie ordnet der Frithform der AMD mittelgrofde Drusen der Grofie =63-
<125 pm zu, bei gleichzeitiger Abwesenheit sichtbarer RPE-Veranderungen. Die Diagnose
intermedidare AMD kann gestellt werden bei Prasenz grofler Drusen (=125 um) oder
schon bei mittelgrofen Drusen, wenn funduskopisch RPE-Veranderungen vorliegen.

Im Gegensatz zu oben genannten funduskopischen Auffélligkeiten wird das
Vorhandensein kleiner Drusen <63um, auch Drupelets genannt, als Korrelat einer
physiologisch alternden Netzhaut ohne erh6htes AMD-Risiko gewertet (12).

Die Spatform der AMD lasst sich in zwei Formen unterteilen. Die geographische Atrophie
ist gekennzeichnet durch irreversiblen Untergang von parafovealen und spater auch
fovealen Photorezeptoren, RPE sowie der Lamina choroidocapillaris und fiihrt damit wie

die exsudative Form im Verlauf zum Zentralskotom und Blindheit (16, 17).

In 10% der fortgeschrittenen AMD-Stadien spricht man von der exsudativen Form, die
durch das Einsprossen von Endothelzellen aus der Lamina choroidocapillaris in den
subretinalen Raum mit nachfolgender Gefiafdneubildung gekennzeichnet ist. Dem
pathologischen Wachstum der neuen Gefdfie liegt eine Hochregulierung des Gefaf3-
Wachstumsfaktors VEGF als Folge des Defekts der RPE-Zellen und der Schaden der Bruch-
Membran zugrunde (19). Durch die Mdoglichkeit der OCT-Angiographie hat sich in den
letzten Jahren die Klassifizierung der choroidalen Neovaskularisation (CNV) ausgebaut.
Wahrend bei der Typ-1-CNV die Neovaskularisationen unter dem RPE zu finden sind, ist
der fortgeschrittene Typ 2 durch pathologische Gefdafineubildungen in der sensorischen
Netzhaut definiert (19). Der Fragilitat der neuen Gefafde ist es geschuldet, dass die CNV
haufig mit Exsudaten, die in der Fluoreszenz-Angiographie den Leckagen entsprechen,
einhergeht. Nicht nur die Leckagen, sondern auch RPE-Abl6sungen machen die Patienten

der feuchten Form der AMD anfalliger fiir in Blindheit endende Verldufen (19).
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Abb. 2: Aktive CNV bei exsudativer AMD,
iibernommen aus (20)

Das Fundusfoto (A) zeigt subretinale Blutungen
und fibrovaskuldres Gewebe im Rahmen einer
CNV. In der Fluoreszenz-Angiographie (B) sind
die Leckagen aus den neuen Gefafden im Bereich
der Makula zu erkennen. Der OCT-Scan (C)
imponiert mit einer Abhebung des RPE,
subretinaler Flissigkeit, subretinalen
hyperreflektiven Ablagerungen sowie
intraretinalen Zysten.

1.3.2 Atiologie der AMD

Die Atiologie der AMD ist bisweilen nicht ganz geklart. Fest steht, dass der Entstehung der
Makuladegeneration multifaktorielle Ursachen zugrunde liegen.

Auf der einen Seite stehen Umweltfaktoren und Lebensgewohnheiten wie das Rauchen,
Adipositas oder eine Antioxidans-arme Erndhrung im Verdacht, das Risiko des Onsets der
Erkrankung zu erh6éhen sowie deren Progression zu beschleunigen (15, 18). Eine
Uberschneidung zwischen Risikofaktoren von Herzkreislauferkrankungen und denen der
AMD ist daher nicht verwunderlich (22). Der namensgebende Risikofaktor Alter sowie
eine positive Familienanamnese bleiben jedoch die wichtigsten Risikofaktoren (23). Es
wurde interessanterweise berichtet, dass zumindest in der weifden amerikanischen
Bevolkerung Frauen ein im Vergleich zu Mannern 1,3-fach héheres Risiko haben, eine

Spatform der AMD zu entwickeln (24).

Auf der anderen Seite kommt genetischen Faktoren einer grofde Bedeutung fiir die

Entstehung der AMD, die zu den am besten genetisch definierten komplexen
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Erkrankungen gezahlt wird, zu (23). So wurden bereits tiber 30 mit der AMD assoziierte
Genorte gefunden (15). Dabei sind zwei Haupt-Genorte fiir iiber 50% der Vererbbarkeit
der AMD verantwortlich. Zum einen handelt es sich um die den Komplement-Faktor H
kodierenden Gene auf Chromosom 1q und zum anderen die Proteine ARMS2 sowie

HTRA1 kodierenden Gene auf Chromosom 10q (16, 19).

1.3.3 Therapie und Prophylaxe der AMD

Die Therapiemoglichkeiten zwischen der exsudativen und der non-exsudativen Form der
AMD unterscheiden sich enorm. Bei ersterer besteht das therapeutische Management
aufgrund des Fehlens einer anerkannten Therapie lediglich in der regelmafdigen
Beobachtung und dem friithen Aufdecken eventueller neu entstandenen
Neovaskularisationen. Mit Hilfe des Amsler-Gitters kann der Patient auch zu Hause
Verdanderungen in Form von Metamorphopsien oder Skotomen friihzeitig bemerken (25).
Eine in den ,Kinderschuhen steckende Therapie der geographischen Atrophie ist die
Transplantation allogener Stammzellen unter die Netzhaut. Erste klinische Studien zeigen
zwar Erfolg bei fortgeschrittener AMD, jedoch mit grofder Einschrankung durch fehlendes
Langzeitiiberleben der transplantierten Zellen, Komplikationen der lebenslangen
immunsuppressiven Therapie oder ungewollte Zellproliferationen im Glaskdérper nach
Transplantation (26).

Eine weitere in klinischer Forschung steckende Therapie-Option der trockenen AMD sind
personalisierte immunologische Ansatze, die sich je nach Genetik spezifischer
Antikorpern gegen verschiedene Komplementfaktoren bedienen (27). Laser-Therapie
der frithen trockenen AMD konnte in der LEAD-Studie nicht signifikant die Progression

der Erkrankung verlangsamen (28).

Im Gegensatz dazu kann die neovaskuldare AMD medikamentés behandelt werden. Durch
die intravitreale Applikation von VEGF-Hemmern wird seit 2004 der Neovaskularisation
und folglich auch den zu Metamorphopsien fiihrenden Leckagen entgegengesteuert.
Momentan sind in Deutschland mehrere anti-VEGF Drugs auf dem Markt: das zuerst
eingeflihrte Pegaptanib ist ein RNA-Aptamer und bindet die VEGF-165 Isoform (29). Es
wurde in den letzten Jahren jedoch weitgehend von den neueren sowie effektiveren

VEGF-Hemmern Ranibizumab, Bevacizumab sowie Aflibercept ersetzt. Ersteres inhibiert
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als rekombinantes humanisiertes monoklonales Fab-Fragment des Immunglobulin G1
(IgG1) die VEGF-A Isoform (30). Bevacizumab ist im Gegensatz zu Ranibizumab ein
vollstandiges rekombinantes humanisiertes [gG1-Molekiil, welches ebenfalls kovalent an
die VEGF-A Isoform bindet (31). Das zuletzt zugelassene Aflibercept hingegen ist eine
Fusion aus Bindungsstellen der humanen VEGF-Rezeptoren 1 und 2 sowie des IgG1-Fc-
Fragments. Durch seine Struktur wirkt es als Trap von VEGF-A, VEGF-B sowie dem
Placental Growth Factor (PGF) (32). Ein Vergleich der drei VEGF-Hemmer konnte zeigen,
dass der Trap-Mechanismus von Aflibercept mit eine hoheren Affinitdit zu VEGF

einhergeht (33).

Die frither vermehrt durchgefiihrte retinale Photokoagulation und die photodynamische
Therapie der feuchten AMD sind wegen der hohen Gefahr makuldarer Schiaden und der

hohen Rezidivrate in den Hintergrund gertickt (25).

Flr die Prophylaxe der Progression der AMD kann neben dem Unterlassen des Rauchens
auch die tagliche Einnahme von Vitamin C (500mg), Vitamin E (400 IU), Beta-Carotin

(15mg), Zinkoxid (80mg) und Kupferoxid (2mg) erwogen werden (32, 33).

1.4 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist ein zentrales Element der
Pathogenese von Netzhauterkrankungen, die mit Neovaskularisationen einhergehen (7).
Neben der exsudativen AMD spielt VEGF auch bei der diabetischen Retinopathie,
retinalen Gefafdverschliissen und der Retinopathia praematurorum (ROP) eine
bedeutende Rolle. Neben den sechs Hauptformen VEGF A-F sowie PGF findet man beim
Menschen durch alternatives Spleifden auch u.a. VEGF-165 oder VEGF-121 vor (36).

In der Netzhaut wird dem RPE, Astrozyten, Miillerzellen, dem vaskuliren Endothel,
Ganglienzellen sowie den Mikroglia die Fahigkeit der VEGF-Produktion und -Sekretion
zugeschrieben, wobei die Anteil der einzelnen Strukturen an der Gesamtsekretion nicht
ganz klar ist (30, 31).

Wahrend in der Entwicklung VEGF wichtig fiir das GefafSwachstum ist, ibt der konstitutiv

produzierte Wachstumsfaktor im Erwachsenen wichtige Funktionen aus fiir das
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Uberleben von Endothelzellen, der Aderhaut und dem Schutz von RPE-Zellen,
Miillerzellen, Photorezeptoren und anderen retinalen Nervenzellen (38).

Die Rolle von VEGF in der Pathogenese der CNV ist auf das vermehrte Wachstum von
Endothelzellen sowie eine Erhohung der Gefdafdpermeabilitiat zurtickzufiihren (36).
Einen nennenswerter Trigger fiir vermehrte VEGF-Gen-Transkription sowie Translation
stellen unter Hypoxie erhdhte Level des Hypoxie-induzierten Faktor -1 (HIF-1) dar (39).
Dartiber hinaus wurde auch der Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) als Trigger fiir VEGF-

Sekretion identifiziert (40).

Die beiden in die Angiogenese eingebundenen VEGF-Rezeptoren sind zum einen der
VEGFR-1, auch Fms-like Tyrosine Kinase-1 (FIt-1) genannt, und zum anderen der VEGFR-
2 oder Kinase Insert Domain Receptor (KDR). In der menschlichen Netzhaut kénnen
VEGFR-1 sowie -2 von neuralen, vaskuldren und Miillerzellen exprimiert werden.
Wahrend VEGF-A an beide Rezeptoren binden kann, sind PGF und VEGF-B nur mit dem
VEGFR-1 und VEGF C-E mit VEGFR-2 assoziiert (36).

1.5 Placental Growth Factor (PGF)

Ein weiteres Mitglied der VEGF-Familie ist der Plazenta-Wachstumsfaktor (PGF), ein
Homolog zum VEGF. Den Namen tragt das Molekil, da es zwei Jahre nach VEGF-
Entdeckung in der menschliche Placenta entdeckt wurde (41). Bis dato wurden mit PGF
1-4 vier Isoformen des Wachstumsfaktors beschrieben (36, 37).

Wie dem VEGF wird auch PGF schon langere Zeit eine wichtige Rolle im Rahmen der
choroidalen Neovaskularisation zugeschrieben (44). So wurden bei Patienten mit
feuchter AMD, Glaukom oder diabetischer Retinopathie erhohte Level von PGF im
Glaskorper und der Netzhaut gefunden (45). Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass
die Hemmung von PGF die choroidale Neovaskularisation dampft (40, 41).

Der Bildungsort von PGF im Auge ist bislang noch nicht vollstindig geklart. In einem
Modell der diabetischen Retinopathie konnte dem RPE zusitzlich zur VEGF-Bildung die
Fahigkeit der PGF-Exprimierung zugeschrieben werden (48). In einer anderen Studie
vermuten Forscher auf Basis immunhistochemischer Farbung, dass mononukledre

Phagoyzten (MPs) zur PGF-Exprimierung in der Lage sind (46). Das mdgliche
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Zusammenspiel zwischen Makrophagen bzw. Mikroglia und PGF wird durch eine Studie
mit diabetischer Retinopathie deutlich, in der die Verminderung der Chemotaxis dieser
Immunzellen durch PGF-Inhibierung erzielt werden konnte (49). Die Aktivierung der
Makrophagen durch PGF scheint sich in konsekutiv erhdhten Leveln ausgeschiitteter
proinflammatorischer Zytokine zu dufiern (50). In Larynx-Karzinom-Proben konnte
gezeigt werden, dass die Aktivierung der Makrophagen durch von Tumorzellen
ausgeschiittetem PGF zum Tumorwachstum beitrugen (51). Neben der Expression von
PGF und Aktivierung durch diesen scheint ein weiterer Aspekt des Zusammenspiels
zwischen PGF und Makrophagen die Tatsache zu sein, dass PGF das Uberleben der

Makrophagen zu unterstiitzen scheint (52).

1.6 Mononukledre Phagozyten

Mononukledre Phagozyten umfassen als Oberbegriff verschiedene phagozytierende
Zellen des Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen und
Mikroglia (53).

Im Gegensatz zu Makrophagen sind Mikroglia ortsstindige Immunzellen des zentralen
Nervensystems (ZNS) und somit auch der Netzhaut. Im physiologischen Zustand trifft
man die Mikroglia nur in den inneren Netzhautschichten an, wo sie mit ihren Fortsatzen
die Umgebung nach Molekiilen abtasten, die mit Schdaden oder Pathogenen
zusammenhdangen (DAMPs oder PAMPs) (54). Mikroglia sind zur Phagozytose
absterbender Nervenzellen oder Synapsen fahig und sind somit unabdingbar fiir die
Bewahrung der Umwelt der Nervenzellen sowie der Integritat der Synapsen (54, 55).
Die Aktivierung von Mikroglia und sich daraus ergebene inflammatorische Prozesse sind
ein Kennzeichen verschiedener inflammatorischer und degenerativer
Netzhauterkrankungen wie die AMD, die diabetische Retinopathie, das Glaukom, die
Uveitis, die Retinopathia pigmentosa und die juvenile Retinoschisis (13).

Im Falle der AMD wandern die aktivierten améboid-formigen Mikroglia von den inneren
Netzhaut-Schichten nach aufien in den subretinalen Raum und tragen dort durch die
Sekretion von Zytokinen wie IL-6, IL-13, TNFa und CCL2 zur Entziindung und letzten
Endes zur Entstehung von Atrophie und Neovaskularisation bei. Neben den Mikroglia

kommt es auch zu einer Akkumulation von Makrophagen aus dem Blut.
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Der Grund fiir die Immunreaktion der MPs ist das geschadigte Gewebe, an die sogenannte
Toll-like-Rezeptoren der MPs binden (56). Neben der Ausschiittung von Zytokinen tragen
Mikroglia auch durch vermehrt gebildete Komplementfaktoren an der Entstehung der
Inflammation bei (57).

MPs scheinen eng mit den Wachstumsfaktoren VEGF und PGF in Zusammenhang zu
stehen. So konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass MPs wohl in der Lage sind
VEGF und PGF zu exprimieren (30, 31, 46). Die Wachstumsfaktoren scheinen aber nicht
nur von MPs produziert zu werden, sondern sie beeinflussen auch das Verhalten dieser
Zellen. So konnte in einem CNV-Modell gezeigt werden, dass die Blockade des VEGF-
Rezeptors die Infiltration von Mikroglia hemmte (58). Auch die Inhibierung von PGF

fihrte in einer Studie Uber die diabetischen Retinopathie zu einer verminderten

Chemotaxis der MPs (49).
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Abb. 3: AkKkumulation von mononukledren Phagozyten bei der AMD, iibernommen aus (59)

Schema eines Querschnitts der aufleren Netzhaut zur Einwanderung von Mikroglia und
Makrophagen hin zu den Drusen, der atrophischen Zone oder der choroidalen
Neovaskularisation. Die gewebsstindigen Mikroglia verdndern ihre ramifizierte Form zur
amoboiden Form im aktivierten Zustand, in welchem sie in die sonst Mikroglia-freien dufieren
Netzhautschichten migrieren. Dartiber hinaus sind im Vergleich zur gesunden Netzhaut (linke
Seite) weiter rechts gut der Untergang der Photorezeptoren, des RPE sowie das Einsprossen von
Blutgefafden aus der Aderhaut bei der exsudativen AMD zu erkennen.
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1.7 Zytokine

Zytokine sind eine Gruppe von Proteinen, die bei jeder akuten oder chronischen
Entziindung mitwirken, indem sie das Wachstum und die Differenzierung von (Immun-
)Zellen vermitteln und regulieren. Neben Makrophagen und Mikroglia sind unter
anderem auch Lymphozyten, Fibroblasten und Killerzellen an ihrer Sekretion beteiligt
(60).In der Netzhaut wurde dariiber hinaus neben den Mikroglia auch den RPE-Zellen die
Fahigkeit der Zytokin-Ausschiittung mittels Inflammasom zugeschrieben (61). Zu den
Zytokinen zahlt man vor allem die Interleukine, die Interferone, Tumornekrosefaktoren

und koloniestimulierende Faktoren (60).

1.7.1 IL-6

Das von den MPs ausgeschiittete IL-6 tragt durch sein angiogenes Potential zur
Entstehung der CNV bei (62). IL-6 scheint so sehr in Verbindung mit der
Neovaskularisation zu stehen, dass es bei Patienten mit exsudativer AMD besser mit dem
Ausmaf3 des Makuladdems korrelierte als die VEGF-Level (63).

Dartiber hinaus sorgt IL-6 dafiir, dass das sonst durch die Abwehr von einwandernden
Leukozyten bestehende Immunprivileg des subretinalen Raums erlischt, was die

Akkumulation weiterer MPs begilinstigt (59, 64).

1.7.2 IL-1B

IL-1B wird bei der AMD von mononukledren Phagozyten sowie dem PRE exprimiert. Wie
IL-6 fordert auch IL-1f die Entstehung der CNV (59, 65). Aufierdem besitzt IL-1f3
neurotoxische Eigenschaften, welche im Rahmen der Entziindung zum Verlust der Zapfen

und Stabchen beitragen (66, 67).
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1.7.3 TNFa

Auch das von mononukledren Phagozyten ausgeschiittete TNFa tragt mit seinen
angiogenen Eigenschaften zur Neovaskularisation im Rahmen der feuchten AMD bei (59,
68). Durch die Hemmung des Transkriptionsfaktors OTX2 im RPE kommt es durch hohe

TNFa-Level zur Degeneration von Photorezeptoren (69).

- RPE ¢ - Mo recruitment - visual cycle - rod death

immuno 4 -iron transporty - cone segment loss
suppressivity - neovascularization

Abb. 4: Infiltrierende mononukleire Phagozyten schiitten inflammatorische Zytokine aus,
ibernommen aus (59)

1.8 Unterschiede zwischen Primaten- und Mausenetzhaut

Nagetiere sind aufgrund der anatomischen Ahnlichkeit zu den Menschen und guten
Erforschung ein unverzichtbarer Bestandteil der Forschung geworden (70). So ist auch
liber den Sehsinn der Maus, deren Netzhaut sich im grundlegenden Aufbau nicht von
Primaten unterscheidet, relativ viel bekannt (1). Bereits in den 90ern wurde
beispielsweise das laserinduzierte CNV-Modell an der murinen Netzhaut entwickelt und
gilt seitdem als Standard der VEGF-Forschung in vivo (59, 60).

Wie auch beim Menschen findet sich im zentralen Bereich der Mause-Netzhaut eine im
Vergleich zur Peripherie erhohte Dichte an Photorezeptoren und eine diinnere Bruch-
Membran, auch wenn der Gradient zwischen Peripherie und Zentrum Kkleiner im

Vergleich zum Menschen ist (73). Die Autoren dieser Studie schlussfolgern, dass
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ausgehend von der Photorezeptoren-Dichte die zentrale Mause-Netzhaut den peripheren
Anteilen der humanen Makula nahekommt, in denen sich ja oft erste AMD-Friihzeichen
zeigen. Wie auch der Mensch weist die Maus Stabchen und Zapfen in der Netzhaut auf.
Wahrend es beim Menschen mit dem Rot-, Griin- und Blaurezeptoren drei Zapfenarten

gibt, fehlen die Rotzapfen bei Mausen komplett (1, 46).

1.9 Versuchsdesign

Der dieser Arbeit zugrunde liegendes Modell ist das Modell der laserinduzierten CNV
(siehe Abb. 5). Die Induktion einer CNV durch den Laser wurde bereits im Jahr 1998
entwickelt und gilt als der Standard des CNV-Modells im Tierversuch (71). Nach
Laserkoagulation der Retina erfolgte die intravitreale Injektion von entweder
Immunglobulin G (IgG), anti-VEGF (aVEGF), anti-PGF (aPGF), aVEGF und aPGF kombiniert
oder Aflibercept. Je nach Versuch wurden die behandelten Augen nach sechs Stunden,
oder nach drei oder sieben Tagen analysiert. Fundusfluoreszenzangiographie und
immunhistochemische Farbung der CNV und der subretinalen Mikroglia erfolgten fiir
jede Gruppe nach drei und sieben Tagen post Laser. Zur Analyse der Korrelation der von
MPs sezernierten Zytokine mit in der Immunhistochemie (ICH) beobachteten Migration
der MPs erfolgte fiir jede Gruppe die Analyse der Flatmounts mit dem ELISA sechs

Stunden und drei Tage post Laserkoagulation.

Um den Effekt von VEGF und PGF auf MPs auf zellulirer Ebene zu untersuchen, klarten
wir mit der In-situ-Hybridisierung (ISH) zunachst die Fragestellung, ob VEGF und PGF
auch von eingewanderten MPs transkribiert werden. Im Anschluss wurde dann der Effekt
der einzelnen oder gemeinsamen Hemmung von VEGF und PGF auf deren eigene
Transkription in MPs analysiert - ebenfalls mit ISH. Um die Transkription mit der
Expression zu korrelieren erfolgte zu guter Letzt die Bestimmung von VEGF und PGF in

den Flatmounts mittels ELISA.
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Laser damage

Beam diameter: 100 pm
Duration: 100 ms
Energy: 120 mW

-3
disruption of the Bruchs* membrane

Abb. 5: Das Modell der laserinduzierten CNV

Flr die laserinduzierte CNV wurden jeweils beide Augen der Maus gelasert (Bild links). Dabei
wurden je nach Versuch entweder drei um die Sehnervenpapille angeordnete (mittleres Bild)
oder 20 in der Netzhaut verteilte Lasionen mit dem YAG-Laser erzeugt. Ziel der Laserkoagulation
mit dem YAG-Laser war die Ruptur der Bruch-Membran (Bild rechts), unter der es dann durch die
zerstorte Blut-Retina-Schranke zum Einsprossen von choroidalen Gefaféen kommt.

1.10 Zielsetzung

Im Hinblick auf die sehr eingeschrankten therapeutischen Méglichkeiten der AMD ist der
Bedarf nach neuen Therapieansitzen immens. Die Modulation des Immunsystems mit
entsprechenden Wirkstoffen wire eine sinnvolle Strategie zur Behandlung einer
Erkrankung, bei deren Pathogenese die Parainflammation eine grof3e Rolle spielt (13).

In der vorliegenden Arbeit haben wir es uns zum Ziel gesetzt am Modell der
laserinduzierten CNV den immunologischen Effekt der Hemmung von VEGF-A und PGF in
Bezug auf das Verhalten der mononukledren Phagozyten unter Einzelgabe und in
kombinierter Verabreichung der Komponenten (v.a. durch Aflibercept) zu evaluieren.
Insbesondere wollen wir zeigen, dass die kombinierte Inhibierung von VEGF-A und PGF
durch  deren  synergistischen  Effekte im  Hinblick auf CNV  und
fluoreszenzangiographischen Leckagen effektiver ist. Wir erhofften uns etwas mehr zur
Rolle der Mikroglia im scheinbar komplexen Regulationsprozess der Wachstumsfaktoren
herauszufinden. So konnte letzten Endes die Hemmung der Wachstumsfaktoren als ein
potentes immunologisches Mikroglia-modulierendes Target bei der Therapie der

verschiedenen Formen der AMD verstanden werden.
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Abstract

Background: Age-related macular degeneration (AMD) is a leading cause of visual impairment in the elderly. The
neovascular (wet) form of AMD can be treated with intravitreal injections of different anti-vascular endothelial growth
factor (VEGF) agents. Placental growth factor (PGF) is another member of the VEGF family of cytokines with
pro-angiogenic and pro-inflammatory effects. Here, we aimed to compare single and combined inhibition of
VEGF-A and PGF in the laser-induced mouse model of choroidal neovascularization (CNV) with a focus on the
effects on retinal mononuclear phagocytes.

Methods: CNV was induced in C57BL/6J mice using a YAG-Laser. Immediately after laser damage antibodies
against VEGF-A (aVEGF), anti-PGF (aPGF), aVEGF combined with aPGF, aflibercept, or IgG control were injected
intravitreally in both eyes. Three and 7 days after laser damage, the vascular leakage was determined by fluorescence
angiography. Lectin staining of retinal and RPE/choroidal flat mounts was used to monitor CNV. In situ mRNA
co-expression of Ibal, VEGF and PGF were quantified using in situ hybridization. Retinal and RPE/choroidal
protein levels of VEGF and PGF as well as the pro-inflammatory cytokines IL-6, IL1-beta, and TNF were
determined by ELISA.

Results: Early (day 3) and intermediate (day 7) vascular leakage and CNV were significantly inhibited by PGF and
VEGF-A co-inhibition, most effectively with the trap molecule aflibercept. While VEGF-A blockage alone had no
effects, trapping PGF especially with aflibercept prevented the accumulation of reactive microglia and macrophages in
laser lesions. The lesion-related mRNA expression and secretion of VEGF-A and PGF by mononuclear phagocytes were
potently suppressed by PGF and partially by VEGF-A inhibition. Protein levels of IL.-6 and IL1-beta were strongly
reduced in all treatment groups.

Conclusions: Retinal inhibition of PGF in combination with VEGF-A prevents vascular leakage and CNV possibly via
modulating their own expression in mononuclear phagocytes. PGF-related, optimized strategies to target
inflammation-mediated angiogenesis may help to increase efficacy and reduce non-responders in the
treatment of wet AMD patients.
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Background

Age-related macular degeneration (AMD) is a frequent
cause of visual impairment in the Western world,
leading to considerable limitations in the daily life of
elderly people [1]. There is no treatment available for
dry AMD, and the only approved therapy for neovas-
cular AMD is effective in inhibiting the vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) [2]. The fact that patients
are refractory to anti-VEGF (aVEGF) treatments and
that adverse events may occur underlines the need for
new therapeutic strategies [3].

The pathogenesis of AMD is primarily characterized
by a loss of retinal pigment epithelium (RPE) function.
As a consequence, progressive degeneration of photo-
receptors occurs and a strong immunological response
is mounted in the retina and RPE/choroid. This latent
para-inflammation is characterized by local microglio-
sis, infiltration of inflammatory macrophages in the
subretinal space, and dysregulation of the complement
system [4]. In the healthy retina, resident microglia are
required for the maintenance of synapses and thereby
help to preserve tissue integrity [5]. However, by pro-
ducing pro-angiogenic cytokines and growth factors
including VEGF and placental growth factor (PGEF),
mononuclear phagocytes may also play a role in
neovascularization [6]. Therefore, modulation of the
pro-inflammatory state of microglia and macrophages
may be a therapeutic strategy for retinal degenerative
diseases [7].

There are currently different therapeutic biologics neu-
tralizing ocular VEGF. Bevacizumab and ranibizumab only
bind VEGF-A, whereas aflibercept is capable of targeting
both, VEGF and PGF dimers [8]. Several studies suggest
that PGE, also a member of the VEGF family, plays a
crucial role in immune cell-related neovascularization as
shown by genetic deletion of PGF in mice [9]. PGF plays a
role in several retinal vascular diseases as has been ex-
cellently reviewed recently [10]. Thus, increased PGF has
been identified in ocular fluids and tissue from patients
with diabetic retinopathy [11, 12]), glaucoma [13], and
neovascular AMD [14, 15]. High PGF levels are also
present in the murine laser model of choroidal neovas-
cularization, and PGF inhibition by either antibodies
[16, 17] or trap molecules [18, 19] limits CNV.

Today, there is only limited information which cell
types produce PGF in the diseased retina. In diabetic
conditions with retinal edema, the RPE has been identi-
fied as a possible source for PGF [20, 21]. As there
seems to be a direct interplay between PGF, VEGF
receptors, and mononuclear phagocytes, these retinal
immune cells could also be a potential producer of PGF.
Interestingly, PGF but not VEGF triggers chemotaxis of
phagocytes in a model of diabetic retinopathy [22]. In
other non-retinal inflammatory conditions, PGF potently
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stimulates monocyte chemotaxis and expression of
pro-inflammatory cytokines [23] as well as macrophage
survival [24].

In this report, we analyzed the retinal effects of in-
dividual and combined intravitreal inhibition of PGF
and VEGF using antibodies and the VEGF/PGF trap
aflibercept. We specifically focused on the temporal
behavior and role of mononuclear phagocytes in the
production of PGF and VEGF. We show that mic-
roglia and macrophages co-express both angiogenic
factors after laser treatment and that aflibercept is
highly efficient to limit PGF expression and choroidal
neovascularization.

Methods

Animals

Experiments were performed with 8—10-week-old C57BL/
6] mice of both sexes [20]. Animals were housed in an
air-conditioned environment with 12-h light-dark schedule
and had access to water and food ad libitum. All
experimental procedures complied with the German
animal welfare law, which is in line with the European
Community law, and the ARVO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research. The animal
protocols used in this study were reviewed and approved
by the governmental body responsible for animal welfare in
the state of North Rhine-Westphalia, Germany (application
no. 81-02.04.2017.A430).

Laser coagulation

Laser coagulation of the retina was performed by using a
slit-lamp-mounted diode laser system by Quantel Med-
ical Vitra (532-nm green laser). For laser treatment, mice
were anesthetized by intraperitoneally injecting ketamine
hydrochloride (100 mg/kg body weight, Ketavet; Pfizer
Animal Health) and xylazine hydrochloride (5 mg/kg
body weight, 2% Rompun; Bayer HealthCare) diluted in
0.9% sodium chloride. The pupils of the mice were di-
lated using phenylephrine 2.5%—tropicamide 0.5% before
laser treatment. For fundus fluorescence angiography
(FFA), immunohistochemistry (IHC), and in situ
hybridization (ISH), three laser burns (energy 125 mW,
duration 100 ms, spot size 100 pm) were equally placed
around the optic nerve of both eyes [25]. For ELISA
measurements of cytokines, the number of laser burns
applied per eye was 20. To validate rupture of Bruch’s
membrane, post-laser retinal structure and laser lesion
size were analyzed in vivo using HRA/OCT. In case of
media opacities precluding accurate laser application
(pre-existing corneal scar or cataract), insufficient dis-
ruption of Bruch’s membrane, or hemorrhages, these
eyes were excluded from analyses.
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Drug administration

Animal cages were randomly allocated to the experimental
groups. The following compounds (all diluted in 1x PBS)
were injected intravitreally immediately after laser pulse
application: 1.5pl of either Aflibercept (10 pg/pl, Eylea,
Bayer HealthCare), anti-VEGF-A (5 pug/pl, goat anti-mouse
VEGF-AA IgG, AF493-NA, R&D Systems), anti-PGF
(5 pg/pl, polyclonal rabbit anti-PGF antibody, ab9542,
Abcam), anti-VEGF and anti-PGF combined (each
5pg/ul), or IgG control (10 ug/ul, normal goat IgG
control (AB-108-C, R&D systems). Therefore, a 34-gauge
needle was inserted into the vitreous space approximately
1.5mm below the limbus and the compounds were
administered bilaterally with a NanoFil syringe (Word
Precision Instruments, Sarasota, FL, USA).

Fundus fluorescein angiography (FFA)

Vascular leakage was analyzed 3 and 7 days after laser
damage. After anesthesia of the animals and dilatation of
the pupils, the vascular leakage was determined with the
FA-mode of the HRA/OCT device (Spectralis™). One
hundred microliters of 2.5% fluorescein (Alcon) diluted
in 0.9% sodium chloride were injected intraperitoneally.
Late-phase images were taken 10 min after fluorescein
administration. The size of laser spots and vascular
leakage was determined using the measuring tool of the
Heidelberg software. The pixel intensity was quantified
in two regions of interest (ROI) within and one ROI out-
side each laser spot using the program Image]. The
background pixel intensity was then subtracted from the
laser spot values. The data of three laser spots were ave-
raged to obtain the mean laser-induced leakage per eye.

Preparation of flat mounts, immunohistochemistry, and
image analysis

The eyes were enucleated and fixed in 10% neutral
buffered formalin (NBF) for 2h at room temperature.
The dissected retinal and RPE/choroidal flat mounts
were permeabilized overnight (5% Triton X-100, 5%
Tween-20 in PBS). Unspecific antigens were blocked
with BLOTTO (1% milk powder, 0.01% Triton X-100 in
PBS) for 1h at room temperature. The flat mounts
were subsequently incubated in the primary antibody
overnight at 4°C (1:1000 dilution of Ibal, rabbit
polyclonal, 234 003, Synaptic Systems). Flat mounts
were then incubated with a 1:1000 dilution of goat
anti-rabbit AlexaFluor 488 nm-conjugated secondary
antibody (A11008; Life Technologies) for 1 h. In addition,
RPE/choroidal flat mounts were incubated with a 1:10
dilution of primary TRITC-conjugated lectin (L5264;
Sigma). After washing, retinal and RPE/choroidal flat
mounts were mounted on a microscope slide and em-
bedded with fluorescence mounting medium (S3023;
DakoCytomation) [25].
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Images were taken with a Zeiss Imager M.2 equipped
with an ApoTome.2. The total number of Ibal-positive
cells was counted for each laser spot. Cellular morphology
was analyzed using a grid system to determine the mean
number of grid crossing points per cell [25]. The colored
pixel intensity in individual image areas of the laser spots
was quantified using the Colored Pixel Counter tool for Fiji.

Areas of choroidal neovascularization in RPE/choroidal
flat mounts were measured with the spline function of the
graphic tool included in the ZEN software (Zeiss). Data
were excluded when it came to damages to the CNV
lesion during tissue processing or inability to locate a
CNV lesion during imaging of an eyecup.

In situ hybridization (ISH) and image analysis
ISH of RPE/choroidal flat mounts was performed using
the Multiplex Fluorescent Reagent Kit v2 (ACD) accor-
ding to the protocol of Gross-Thebing et al. [26]. The
following probes were used: Ibal (channel C1 or C3),
VEGEF (channel C3), and PGF (channel C1). Images were
taken with a Zeiss Imager M.2 including an ApoTome.2.
The colored pixel intensity in individual image areas
of the laser spots was quantified using the Colored Pixel
Counter tool for Fiji.

Quantification of cytokines

The concentration of cytokines in total retinal or RPE
lysates were measured by ELISA according to the manu-
facturer’s instructions (R&D Systems). Absorbance was
quantified using a TriStar® multimode plate reader LB
942 (Berthold Technologies).

Statistical analysis

All data were analyzed using GraphPad PRISM (version 7)
using analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post-test,
*P <0.05, *P < 0.01, and ***P < 0.001. The data are shown
as mean + SEM. All analyses were performed after random
consecutive numbering of animals, which was only
revealed after finishing all analyses.

Results

Aflibercept strongly inhibits vascular leakage and
choroidal neovascularization

We first compared the effects of inhibiting VEGEF-A alone
(aVEGF), PGF alone (aPGF), or in combinations (aVEGF
plus aPGE aflibercept) with IgG sham injections in the
laser-induced mouse model of CNV. The inflammation-in-
duced vascular leakage was assessed with fundus fluo-
rescein angiography (FFA) at days 3 and 7 (Fig. 1a). The
pixel intensities of leakage lesions (Fig. 1b, c) and their total
area (Fig. 1d, e) were quantified, respectively. At 3 days after
laser induction, anti-PGF alone (aPGF), the combination of
aVEGF with aPGF, and aflibercept significantly reduced the
pixel intensity of vascular leakage compared to IgG
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Fig. 1 Effects of PGF and VEGF inhibition on vascular leakage in fundus fluorescein angiography. a Representative fundus fluorescein angiography
images of animals of the indicated treatment groups 3 and 7 days after laser-induced damage. b Quantification of vascular leakage by analyzing
pixel intensities 3 days after laser-induced damage (n =13 eyes for IgG, n = 14 eyes for aVEGF, n =13 eyes for aPGF, n =20 eyes for aVEGF/aPGF,
n =13 eyes for aflibercept). ¢ Quantification of vascular leakage by analyzing pixel intensities 7 days after laser-induced damage (n = 26 eyes for

**P < 0.01, ***P <0.001)

IgG, n =14 eyes for aVEGF, n = 14 eyes for aPGF, n = 16 eyes for aVEGF/aPGF, n = 27 eyes for aflibercept). d Quantification of vascular leakage area 3
days after laser-induced damage (n =13 eyes for IgG, n =14 eyes for aVEGF, n =13 eyes for aPGF, n =20 eyes for aVEGF/aPGF, n =13
eyes for aflibercept). @ Quantification of vascular leakage area 7 days after laser-induced damage (n =26 eyes for IgG, n =14 eyes for
aVEGF, n =14 eyes for aPGF, n =16 eyes for aVEGF/aPGF, n =27 eyes for aflibercept). Data are shown as mean + SEM (*P < 0.05,

(Fig. 1b). At 7 days after laser, the reduction in leakage in-
tensity was greater with all injected biologics and afliber-
cept showed the strongest effect with significant
differences to all other conditions (Fig. 1c). When analyz-
ing leakage area after laser damage, aflibercept was the only
molecule that showed a significant effect after 3 days
(Fig. 1d). Aflibercept was also most effective treatment re-
garding the leakage area at day 7 (Fig. le). Only the com-
bined therapy of aVEGF with aPGF and aflibercept showed
significant differences compared to IgG treatment, whereas
single administration of either aVEGF or aPGF did not
affect leakage at this time point (Fig. 1e).

We next analyzed neovessel formation by lectin staining
of RPE/choroidal flat mounts at days 3 and 7 (Fig. 2).
Three days after laser damage only aflibercept reduced
CNV compared to the IgG control (Fig. 2b). At day 7, all
treatments significantly reduced CNV formation com-
pared to IgG, whereby the combination of aVEGF and

aPGF as well as aflibercept led to the strongest decrease in
CNV formation (Fig. 2¢).

As the laser-CNV model also reflects an inflammation-
related wound healing process [27, 28], we analyzed the
overall size of the lesions at three different time points
after laser (Additional file 1: Figure S1). Over time, the
lesion size and the formation of a fibrotic scar decreased
in all conditions and no significant effect of any treatment
was observed (Additional file 1: Figure S1). This indicates
that the applied compounds did not affect wound healing
or fibrosis.

PGF inhibition limits microglia and macrophage
responses in retinal and RPE/choroidal flat mounts

We next addressed which compound was effective in
modulating the activity of Ibal+ microglia and macro-
phages in the retina (Fig. 3) and the RPE/choroid complex
(Fig. 4). Quantification of Ibal* cells per laser spot showed
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Fig. 2 Effects of PGF and VEGF inhibition on choroidal neovascularization. a Representative images of lectin-stained RPE/choroidal flat mounts of
animals of all treatment groups 3 and 7 days after laser damage. Dashed lines indicate CNV areas, and the asterisks mark the optic nerve head.
Scale bare: 100 um. b Quantification of lectin-stained CNV areas in RPE/choroidal flat mounts 3 days after laser coagulation with ZEN software

(n =10 eyes for IgG, n =10 eyes for aVEGF, n = 11 eyes for aPGF, n = 11 eyes for aVEGF/aPGF, n = 10 eyes for aflibercept). ¢ Quantification of
lectin-stained CNV areas in RPE/choroidal flat mounts 7 days after laser coagulation with ZEN software (n = 14 eyes for IgG, n = 13 eyes for aVEGF,
n =14 eyes for aPGF, n = 16 eyes for aVEGF/aPGF, n = 28 eyes for aflibercept). Data are shown as mean + SEM (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001)

time after laser induction

no differences between the treatments 3 days after laser
damage (Fig. 3a, b). In contrast, 7 days after laser induction,
inhibition of PGF either alone or in combination reduced
the number of retinal microglia (Fig. 3c), with the strongest
effect after aflibercept injection. These findings were con-
firmed by quantifying the number of Ibal signal pixels in
each area (Fig. 3d, e).

Since the morphology of microglia often correlates
with their function and pro-inflammatory state, we next
analyzed their ramification by counting the number of
grid cross points per cell. None of the treatments affected
the ramification state, indicating that the compounds
mainly affected the recruitment of microglia to the laser
lesion and not their overall morphology (Additional file 2:
Figure S2a, b).

We next focused on the protein levels of three
pro-inflammatory cytokines often rapidly produced by
reactive microglia [29]. Six hours after laser damage,
IL-6 was rapidly secreted in the retinal tissue, whereas
IL-1B and TNF did not show laser-induced expression
differences (Fig. 3f-h). Treatments with aVEGF, aVEGF

combined with aPGF, and aflibercept reduced the secre-
tion of IL-6, while aPGF showed no significant effect
(Fig. 3f). Of note, 3days after laser coagulation, the
secretion of IL-6 declined to the level of naive mice (data
not shown).

Staining of mononuclear phagocytes in RPE/choroidal
flat mounts showed similar results than those in the
retina (Fig. 4). Thus, there was no difference between all
groups at day 3 (Fig. 4a, b, d), but strong effects at day 7
(Fig. 4c, e). All groups involving PGF inhibition reduced
the number of Ibal+ cells in the laser spots at day 7
(Fig. 4c). Again, the analysis of grid crossing points per
cell did not reveal any differences for any time point
(Additional file 2: Figure S2c,d).

ELISAs of RPE/choroidal flat mounts showed in-
creased IL-6 and IL-1p secretion 6 h after laser damage,
while no TNF secretion was detected (Fig. 4f-h). Inter-
estingly, treatment with aflibercept and aVEGF resulted
in significantly reduced levels of IL-6 compared to IgG
(Fig. 4f), whereas all treatments strongly inhibited IL-1§
secretion (Fig. 4g).
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Fig. 3 Effects of PGF and VEGF inhibition on microgliosis in retinal flat mounts. a Representative images of Iba1-stained microglia/macrophages
in single laser spots of retinal flat mounts 3 and 7 days after laser coagulation. Scale bar: 100 um. b Quantification of mononuclear phagocytes per
laser spot in retinal flat mounts 3 days after laser-induced damage (n =16 laser spots for IgG, n = 14 laser spots for aVEGF, n = 14 laser spots for
aPGF, n =15 laser spots for aVEGF/aPGF, n = 14 laser spots for aflibercept). ¢ Quantification of mononuclear phagocytes per laser spot in retinal
flat mounts 7 days after laser-induced damage (n = 14 laser spots for IgG, n = 14 laser spots for aVEGF, n = 15 laser spots for aPGF, n =27 laser
spots for aVEGF/aPGF, n = 28 laser spots for aflibercept). d Quantification of Iba1 signals 3 days after laser coagulation in retinal flat mounts by
counting the mean of colored pixels per image (n =16 laser spots for IgG, n = 14 laser spots for aVEGF, n = 14 laser spots for aPGF, n =15 laser
spots for aVEGF/aPGF, n = 14 laser spots for aflibercept). e Quantification of Ibal signals 7 days after laser coagulation in retinal flat mounts by
counting the mean of colored pixels per image (n = 14 laser spots for IgG, n = 14 laser spots for aVEGF, n = 15 laser spots for aPGF, n = 27 laser
spots for aVEGF/aPGF, n = 28 laser spots for aflibercept). f Interleukin 6 (IL-6) levels in retinal flat mounts 6 h after laser damage quantified by
ELISA (n =8 flat mounts per group). Naive (not lasered) animals were used as controls. g Interleukin 13 (IL-10) levels in retinal flat mounts 6 h
after laser damage quantified by ELISA (n =8 flat mounts per group). h Tumor necrosis factor (TNF) levels in retinal flat mounts 6 h after laser

damage quantified by ELISA (n =8 flat mounts per group). Data are shown as mean + SEM (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001)

VEGF and PGF inhibition limits their co-expression and hybridization (ISH) with specific amplifier probes. We
secretion in mononuclear phagocytes first compared VEGF and PGF mRNA expression
Since trapping of PGF significantly attenuated micro-  together with the marker Ibal. Therefore, ISH with
gliosis and macrophage numbers in the laser lesions, we  RPE/choroidal flat mounts of lasered mice treated with
next asked the question whether these cells themselves IgG for 3 and 7 days was performed (Fig. 5a—c). The
actively transcribe VEGF and PGF mRNAs using in situ  simultaneous detection of Ibal (green) and VEGF (blue)

30



Balser et al. Journal of Neuroinflammation (2019) 16:26 Page 7 of 12

RPE/Choroid

o

oG

B aVEGF

= aPGF

] aVEGF + aPGF
[ Aflibercept

-]
o

Ispot
'S
o

n
(=]

Pixels/image area [%]

o

Number of Ibat* cells

[~

3d 7d 3d 7d
time after laser induction time after laser induction time after laser induction time after laser induction

f IL-6 g IL1-B h TNF .

o Naive
M 19G
B aVEGF
aPGF
[1aVEGF + aPGF
[ Aflibercept

pg/ml

6h 6h

time after laser induction time after laser induction time after laser induction

Fig. 4 Effects of PGF and VEGF inhibition on mononuclear phagocytes in RPE/choroidal flat mounts. a Representative images of Iba1-stained microglia/
macrophages in single laser spots of RPE/choroidal flat mounts 3 and 7 days after laser coagulation. Scale bar: 100 um. b Quantification of mononuclear
phagocytes per laser spot in retinal flat mounts 3 days after laser-induced damage (n = 20 laser spots for IgG, n =10 laser spots for aVEGF, n =12 laser
spots for aPGF, n = 13 laser spots for aVEGF/aPGF, n = 27 laser spots for aflibercept). ¢ Quantification of mononuclear phagocytes per laser spot in RPE/
choroidal flat mounts 7 days after laser-induced damage (n =11 laser spots for IgG, n = 10 laser spots for aVEGF, n = 10 laser spots for aPGF, n =15 laser
spots for aVEGF/aPGF, n = 30 laser spots for aflibercept). d Quantification of Iba1 signals 3 days after laser coagulation in RPE/choroidal flat mounts by
counting the mean of colored pixels per image (n = 20 laser spots for IgG, n =10 laser spots for aVEGF, n = 12 laser spots for aPGF, n = 13 laser spots for
aVEGF/aPGF, n = 27 laser spots for aflibercept). e Quantification of Ibal signals 7 days after laser coagulation in RPE/choroidal flat mounts by counting the
mean of colored pixels per image (n =11 laser spots for IgG, n = 10 laser spots for aVEGF, n = 10 laser spots for aPGF, n = 15 laser spots for aVEGF/aPGF,
n =30 laser spots for aflibercept). f Interleukin 6 (IL-6) levels in RPE/choroidal flat mounts 6 h after laser damage quantified by ELISA (n = 8 flat mounts per
group). Naive (not lasered) animals were used as controls. g Interleukin 1B (IL-10) levels in RPE/choroidal flat mounts 6 h after laser damage quantified by
ELISA (n =8 flat mounts per group). h Tumor necrosis factor (TNF) levels in RPE/choroidal flat mounts 6 h after laser damage quantified by ELISA (n =8 flat
mounts per group). Data are shown as mean + SEM (*P < 0.05, **P < 001, **P < 0.001)

showed that most Ibal+ mononuclear phagocytes showed that the majority of cells, which were positive for
expressed VEGF in the lesion area (Fig. 5a). Similar results =~ VEGE, also expressed PGF at both time points (Fig. 5c).
were obtained with PGF (Fig. 5b). Simultaneous These results indicate that Ibal+ cells are capable to
hybridization with probes targeting PGF and VEGF  co-express significant amounts of VEGF and PGF mRNA.
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Fig. 5 Mononuclear phagocytes co-express PGF and VEGF mRNAs in laser lesions. Scale bar: 100 um. a Representative images of in situ hybridization of
single laser spots in RPE/choroidal flat mounts of IgG-treated animals at days 3 and 7. Probes targeted both Ibal and VEGF. b Representative images of in
situ hybridization of laser spots in RPE/choroidal flat mounts of IgG-treated animals at days 3 and 7. Probes targeted both Ibal and PGF. ¢ Representative
images of in situ hybridization of laser spots in RPE/choroidal flat mounts of IgG-treated animals at days 3 and 7. Probes targeted both PGF and VEGF.
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We then analyzed the effect of the different treatments
on VEGF and PGF mRNA expression in phagocytes at
day 7 using ISH (Fig. 6a). Intravitreal administration of
aVEGE, the combination of aVEGF and aPGF as well as
aflibercept strongly reduced the color pixel intensity in
the laser lesions of RPE/choroidal flat mounts hybridized
with VEGF probes. Treatment with aPGF also reduced
pixel intensity but significantly less than the other
biologics (Fig. 6b). Hybridization with PGF probes showed
that all treatments attenuated PGF mRNA levels in the
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laser lesion with aVEGF showing the smallest effect
(Fig. 60).

Since mRNA expression levels do not unequivocally
represent translation and secretion of cytokines, we
measured VEGF and PGF protein levels in RPE/choroidal
flat mounts using ELISAs. Both VEGF and PGF were
expressed at basal levels in RPE/choroidal flat mounts of
naive mice, which strongly increased 6 h after laser dam-
age (Fig. 6d, e). Significantly reduced VEGF and PGF
levels were observed in all treatment groups (Fig. 6d, e).
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Fig. 6 Effects of PGF and VEGF inhibition on their transcription and secretion in phagocytes. a Representative images of in situ hybridization (ISH)
in single laser spots of RPE/choroidal flat mounts 7 days after laser damage. Probes bind specifically to mRNAs of PGF and VEGF. Scale bar:

100 pm. b Mean RNA expression of VEGF per laser spot in RPE/choroidal flat mounts 7 days after laser coagulation. Expression was determined by
quantifying the mean colored pixels per area (n =10 laser spots for IgG, n = 10 laser spots for aVEGF, n = 11 laser spots for aPGF, n = 10 laser
spots for aVEGF/aPGF, n = 14 laser spots for aflibercept). ¢ Mean RNA expression of PGF per laser spot in RPE/choroidal flat mounts 7 days after
laser coagulation. Expression was determined by quantifying the mean colored pixels per area (n = 10 laser spots for IgG, n = 10 laser spots for
aVEGF, n =11 laser spots for aPGF, n =10 laser spots for aVEGF/aPGF, n = 14 laser spots for aflibercept). d Cytokine levels of VEGF in RPE/
choroidal flat mounts 7 days after laser damage measured by ELISA (n =6 flat mounts per group). e Cytokine levels of PGF in RPE/choroidal flat
mounts 7 days after laser damage measured by ELISA (n = 6 flat mounts per group). Data are shown as mean + SEM (*P < 0.05,

**P <001, ***P < 0.001)
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However, PGF protein levels were fully suppressed by afli-
bercept only, indicating the highest efficacy of the VEGF/
PGF protein trap aflibercept compared to inhibition with
single or combined antibodies (Fig. 6e).

Discussion

This study aimed to investigate the role of PGF and VEGF
inhibition on neovessel formation and mononuclear
phagocyte reactivity in the murine laser CNV model. Our
data show that the PGF inhibition, especially with afliber-
cept, dampens vascular leakage and CNV 7 days after laser
application. These results are in accordance with a recent
report comparing antibody-mediated PGF inhibition with
aflibercept at a later time point (14 days) after laser treat-
ment [17]. In that paper, Crespo-Garcia et al. identified
higher PGF and VEGF levels in the laser-damaged retina
using immunostainings [17]. Here, we significantly expand
these findings by showing in situ co-expression of PGF
and VEGF by Ibal-positive mononuclear phagocytes in
the RPE/choroid complex. These in situ hybridization data
were then verified by quantitative ELISAs, again demon-
strating a strong induction of VEGF and PGF protein
levels in the laser CNV model and effective inhibition of
both factors especially with aflibercept.

Previous reports have indicated a higher efficacy of
co-inhibition of VEGF and PGF in decreasing both retinal
leakage and neovascularization compared to VEGF inhib-
ition alone [16, 17]. Our analysis of mononuclear phago-
cytes in both retinal and RPE/choroidal flat mounts
revealed reduced microgliosis in the retina, less mono-
nuclear phagocytes in the RPE/choroid, and significantly
lower expression of PGF and VEGF after trapping PGF
and VEGF. Thus, resident retinal immune cells as well as
recruited macrophages seem to be both affected by in-
travitreal PGF/VEGF inhibition, which is in line with the
proposed role for both cell populations in AMD [6]. Of
note, the strongest reduction of phagocytes in laser lesions
was achieved by the treatments involving PGF inactiva-
tion. This indicates that PGF seems to be important for
cell recruitment and retaining them at the lesion site,
which corroborates previous findings from isolated retinal
immune cells [16].

The combined blockage of VEGF and PGF resulted in
a more effective reduction of vascular leakage and neo-
vascularization than both treatments alone suggesting a
synergistic effect of these two compounds. Indeed, Huo
et al. showed that the inhibition of PGF significantly
increased the inhibitory effects of aVEGF on vessel dens-
ity after laser impact [16]. In comparison to the com-
bined therapy with aPGF and aVEGE, the administration
of aflibercept showed stronger effects regarding the vas-
cular leakage and CNV. A plausible explanation could
be the fact that aflibercept binds VEGF-A not only via
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the amino acids necessary for VEGFR1/R2 interactions
but also blocks the heparin-binding site on VEGF-A
[30]. Heparin and heparan sulfate significantly con-
tribute to the process of angiogenesis [31]. However,
what remains unsolved is the question which cell types
have the biggest impact on VEGF and PGF-related
neovessel formation.

Pro-inflammatory cytokines are rapidly produced by
mononuclear phagocytes upon activation. Here, we deter-
mined the quantitative levels of IL-6, IL-1p, and TNF in
RPE/choroid samples. In contrast to previous findings
derived from qPCR analyses [17], our data showed a high
secretion of IL-1f3 in RPE/choroid samples. Since IL-1p can
potently induce VEGF production by RPE cells [32], the
reduced IL-1f levels in the different treatment groups may
also dampen RPE-derived VEGF levels. The anti-PGF/
VEGEF-A treatments could possibly also limit inflam-
masome activation in the RPE [33, 34]. The fact that laser
damage did not induce IL-1P in the retina suggests an
important role of RPE cells and invading macrophages
for inflammasome-dependent IL-1(B secretion. As the
RPE inflammasome can also trigger chemotaxis of
microglia [34], anti-angiogenic therapies may indirectly
modulate migration of mononuclear phagocytes. IL-6
secretion was reduced in both retinal and RPE/cho-
roidal flat mounts after VEGF-A and PGF co-inhibition,
implicating that microglia and macrophages may
contribute to its secretion in both tissues. These
findings are in line with a report by Levy et al., demon-
strating that macrophages produce high amounts of
IL-6 in apolipoprotein E-dependent conditions mimic-
king AMD [35].

Beside its anti-angiogenic effects, PGF blockade has
recently been shown to protect other cell types in the eye.
Thus, PGF inhibition by antibodies or aflibercept protected
photoreceptors from light-induced degeneration [36, 37].
The modulation of microglia was not analyzed in these
studies but could be a possible explanation for these posi-
tive effects of PGF inhibition on the stressed retina. Finally,
aflibercept seems to have less side effects on RPE phy-
siology than the antibody-derived molecules bevacizumab
and ranibizumab [38].

Despite the findings of significantly better preclinical
efficacy in reducing lesion site and immune cell activa-
tion in the laser CNV model presented here, human
clinical studies showed comparable effects of aflibercept
and ranibizumab in treatment-naive patients with wet
AMD [39]. However, aflibercept was more effective in
patients with lower baseline visual acuity, indicating a
potential benefit in trapping both PGF and VEGF
compared to VEGF inhibition alone [39]. Future re-
search is needed to decipher the biological pathways
affected by blockade of these two important growth
factors in the retina.

34



Balser et al. Journal of Neuroinflammation (2019) 16:26

Conclusions

In summary, this study for the first time showed that
PGF inhibition, most effective as trap using aflibercept,
reduced phagocyte-related mRNA expression and secre-
tion of VEGF-A and PGF as well as pro-inflammatory
cytokines in the laser CNV model mimicking wet AMD.
Aflibercept showed the highest efficacy in preventing
vascular leakage and CNV. Pharmacological targeting of
pro-angiogenic and pro-inflammatory pathways simul-
taneously may therefore provide a novel approach for
the treatment of neovascular AMD.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Aflibercept does not attenuate wound
healing. a Top, representative mouse fundus images analyzed with the
Heidelberg Spectralis IR-mode at days 0, 3, and 7 after laser coagulation.
Bottom, representative cross-section images of laser lesion sites. b
Quantification of laser spot size at day 0 (n =24 eyes for IgG, n =22 eyes
for aVEGF, n = 24 eyes for aPGF, n = 20 eyes for aVEGF/aPGF, n = 22 eyes
for aflibercept). ¢ Quantification of laser spot size at day 3 (n =22 eyes for
I9G, n =15 eyes for aVEGF, n = 16 eyes for aPGF, n = 15 eyes for aVEGF/aPGF,
n =18 eyes for aflibercept). d Quantification of laser spot size at day 7 (n =15
eyes for IgG, n =17 eyes for aVEGF, n = 19 eyes for aPGF, n = 15 eyes for
aVEGF/aPGF, n = 20 eyes for aflibercept). Data are shown as mean + SEM.
(JPG 2535 kb)

Additional file 2: Figure S2. Aflibercept does not affect mononuclear
phagocyte morphology. a Quantification of immune cell morphology in
laser spots 3 days after laser coagulation in retinal flat mounts (n =11 laser
spots per group). b Quantification of immune cell morphology in laser spots
7 days after laser coagulation in retinal flat mounts (n = 11 laser spots per
group). ¢ Quantification of immune cell morphology in laser spots 3 days
after laser coagulation in RPE/choroidal flat mounts (n =11 laser spots per
group). d Quantification of immune cell morphology in laser spots 7 days
after laser coagulation in RPE/choroidal flat mounts (n =11 laser spots per
group). All images were analyzed using a grid image analysis system
(ImageJ). (JPG 1098 kb)
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3. Diskussion

3.1 Ubersicht

Diese Arbeit zielt darauf ab, die Rolle der Hemmung von VEGF und PGF bei der
Neovaskularisation und Reaktivitat der MPs zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden,
dass VEGF und PGF neben anti-angiogenen vor allem auch anti-inflammatorische Effekte
zuzuschreiben sind. Mit den Ergebnissen der ISH riickten die MPs als wichtiges
Steuerelement der Regulation dieser Wachstumsfaktoren weiter in den Mittelpunkt. Die
neuen Erkenntnisse werfen aber auch neue Fragen zur genauen Rolle von VEGF, PGF und
den Mikroglia auf. Neben dem Aufgreifen dieser Fragen wird im Diskussionsteil vor allem
die Uberlegenheit der Koinhibition von VEGF und PGF im Vergleich zu deren

Einzelhemmung diskutiert.

3.2 Rolle von VEGF und PGF

Die Inhibition von PGF erwies sich in dieser Studie als anti-angiogen. Bereits sieben Tage
nach Laserschaden konnte in der aPGF-Versuchsgruppe ein signifikant starkerer
Riickgang der CNV im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet werden (Fig. 2 der
Publikation). Diese Ergebnisse ergdanzen die Ergebnisse einer Studie, in der vor Kurzem
14 Tage nach dem Laser mit der PGF-Hemmung ein Riickgang der CNV gezeigt werden
konnte (46). Ebenfalls bestdtigten unsere Ergebnisse die in letzterer Studie aufgezeigte
Tatsache, dass mit aPGF eine Reduktion der Mikrogliose erzielt werden kann, und das
schon an Tag 7 nach Laserkoagulation (Fig. 3 und 4 der Publikation). Neben dem Einfluss
auf die Chemotaxis konnte mit dieser Arbeit der Effekt von PGF auf das phagozytare
Expressionsverhalten aufgeschliisselt werden. So vermochte die Neutralisierung von PGF
die Transkription und Expression von PGF und VEGF im gleichen Maf3e zu hemmen (Fig.
6 der Publikation). Die anti-inflammatorische Wirkung von aPGF auf die Chemotaxis der
MPs konnte man sich bei anderen inflammatorischen retinalen Erkrankungen zunutze
machen. Im Lichtschaden-Modell der trockenen AMD konnte in einer anderen Studie
schon experimentell das therapeutische Potential der PGF-Hemmung bei einer nicht-

exsudativen inflammatorischen Erkrankung demonstriert werden (74).
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Durch unsere Versuche konnte auch VEGF ein proinflammatorisches Potential
zugeschrieben werden. Wie auch aPGF unterdriickte aVEGF die Transkription und
Expression von VEGF und PGF gleichermafden (Fig. 6 der Publikation). Im Gegensatz zu
aPGF schien die Inhibition von VEGF jedoch keinen Einfluss auf die Migration der
Mikroglia und Makrophagen zu haben (Fig. 3 und 4 der Publikation). Dies steht im
Widerspruch zu einer Arbeit, die auch der Neutralisierung von VEGF Effekte auf die
Mikrogliose zusprach (75). Eine mégliche Erklarung fir diese Diskrepanz ware, dass sich
das in letzterer Studie verwendete inflammatorische Modell der systemischen
Lipopolysaccharid-Injektion stark von dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Modell des
lokalen Laserschadens unterscheidet. Woméglich fiihrt die durch die Lipopolysaccharid-
Injektion nachgeahmte bakterielle Infektion zu einer Aktivierung anderer Subtypen von

MPs oder verandert deren Reaktion auf anti-inflammatorische Therapieversuche.

Ein weitere proinflammatorische Fahigkeit von VEGF und PGF scheint die Ankurblung der
Zytokin-Produktion in MPs zu sein. In dieser Studie konnte mittels ELISA ndamlich gezeigt
werden, dass sowohl aVEGF als auch aPGF die IL-6-Expression in retinalen und
RPE/choroidalen Flatmounts herunterkurbelt (Fig. 3 und 4 der Publikation).
Interessanterweise beobachtete ein Forscherteam aus Peking jedoch, dass sich die
intraokuldre = Konzentration von IL-6 durch die intravitreale operative
Medikamentengabe (IVOM) eines Medikaments aus der aVEGF-Gruppe nicht verdanderte.
Die unterschiedlichen Ergebnisse konnten darin begriindet sein, dass wir das Zytokin
nicht im Glaskérper mafden, sondern in den Flatmounts selber und dass wir die Zytokin-
Konzentration nicht innerhalb von drei Monaten nach intravitrealer Injektion

bestimmten, sondern genau sechs Stunden danach.

Auch IL-1f scheint an VEGF und PGF gekoppelt zu sein. Die Neutralisierung der beiden
Wachstumsfaktoren fiihrte namlich in den Versuchen dieser Arbeit zu geringeren IL-1(3-
Leveln in den RPE/choroidalen Flatmounts (Fig. 3 und 4 der Publikation). Die Tatsache,
dass durch den Laser die IL-1B-Expression nicht in retinalen Flatmounts induziert
werden konnte, verdeutlicht die Rolle des Inflammasoms des RPE fiir die IL-1(-
Produktion. Die IL-13 reduzierenden Effekte der VEGF- und PGF-Hemmung lassen
vermuten, dass hier die Inflammasom-Aktivierung des RPE beeinflusst wurde (76, 77).

Da neben den Mikroglia auch die RPE-Zellen VEGF produzieren konnen, ist anzunehmen,
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dass durch aVEGF und aPGF auch das von RPE-Zellen exprimierte VEGF herunterreguliert
wird (38).

Was dariiber hinaus unklar bleibt, ist die Relevanz der verschiedenen Quellen von VEGF
und PGF im Auge fiir die Entstehung der Neovaskularisation. Auf diesen Punkt wird noch

ndher im nachsten Abschnitt (3.3) eingegangen.

3.3 Rolle der mononukledren Phagozyten

In vielen Studien wurde bereits der positive Effekt der Einddmmung der Mikroglia-
Reaktivitat durch die Hemmung verschiedener Rezeptoren auf den Krankheitsverlauf von
inflammatorischen Augenerkrankungen nachgewiesen. So geht zum Beispiel die
Hemmung des phagozytaren C5-Rezeptors durch verminderte Aktivierung von MPs mit
einem gemilderten Krankheitsverlauf der autoimmunen Uveoretinitis einher (78). Die
Senkung der proinflammatorischen Mikroglia-Antwort im Modell des Lichtschadens
mittels Translokatorprotein-(TSPO)-Liganden XBD173 bewahrte die Netzhaut vor
Degeneration (79). Aufderdem zeigten Karlstetter et al., dass die Hemmung des Siglec-
Rezeptors der Mikroglia durch Polysialinsdure zu einer Verminderung der CNV fiihrt (80).
Eine weitere Studie wies den Mikroglia-modulierenden und anti-angiogenen Effekt von
Interferon-beta nach und unterstrich die grofse Rolle der Mikroglia fiir die Entstehung der
CNV (81).

Dass auch die Neutralisierung von PGF die Chemotaxis der Mikroglia dampft und so die
Mikrogliose eindammt, konnte in einem Modell der diabetischen Retinopathie
veranschaulicht werden (49). Dieser Effekt der PGF-Hemmung wurde nun am Modell der
feuchten AMD bestatigt (Fig. 3 und 4 der Publikation).

Beim Einfluss der VEGF-Hemmung auf die Mikrogliose unterscheiden sich die Meinungen.
Wahrend Couturier et al. in einem Mausmodell der okuldaren Inflammation durch die
Behandlung mit aVEGF eine verminderte Anzahl aktivierter Mikroglia in der Netzhaut
beobachten konnten (75), hatte in dieser Arbeit die Neutralisierung von VEGF keinen
Effekt auf die Anzahl der Mikroglia in einem Laserspot. Der scheinbar unterschiedliche
Effekt von VEGF und PGF auf die MPs deutet auf verschiedene Pathways hin, die beide

Wachstumsfaktoren in der Zelle auslésen. Auch die ISH-Versuche dieser Arbeit geben hier
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keine Erkldarung, da diese lediglich aufzeigten, dass die Hemmung von VEGF und PGF
dieselben Auswirkungen auf die Expression der beiden Faktoren haben. Hier ist zum

besseren Verstandnis weitere Forschung vonnéten.

Was angesichts weiterer VEGF- und PGF-Quellen im Auge (wie dem RPE) dartiber hinaus
unklar bleibt, ist der Anteil des von MPs exprimierten VEGF und PGF an der retinalen
Gesamtausschiittung dieser Faktoren. Es kann zwar durch den in dieser Arbeit gezeigten
grofden Effekt der PGF-Hemmung auf die Migration der MPs und der gleichzeitigen
Reduktion von CNV und Leckagen von einem grofden Einfluss von Mikroglia auf die
Neovaskularisation ausgegangen werden. Um hier mehr Klarheit zu schaffen, waren
jedoch weitere Experimente noétig. Eine Moglichkeit wiare zum Beispiel, die MPs
auszuschalten und anschliefdend zu schauen, dass es durch die Therapie wirklich zu
keiner weiteren Reduktion der Expression von VEGF und PGF mehr kommt. Auch die
Bestimmung von VEGF- und PGF-Leveln im RPE in Bereichen aufierhalb der Laserspots

wirde hier helfen.

Die Ergebnisse der ISH in dieser Studie zeigten zum ersten Mal, dass viele MPs zur
Koexpression von VEGF und PGF in der Lage sind (Fig. 5 der Publikation).
Interessanterweise deckten sich die Bereiche der gefairbten mRNA von VEGF und PGF
nicht vollstandig, sodass davon auszugehen ist, dass bestimmte Subtypen von MPs nur
jeweils VEGF oder PGF exprimieren. Das hiefde, dass verschiedene Subtypen von MPs
womoglich unterschiedliche Aufgaben im Entziindungsgeschehen und im Prozess der
Neovaskularisation wahrnehmen. Die veraltete Einteilung in M1- und M2-Makrophagen
liefert hier keine Antworten, da mit Abstand die meisten MPs im Laserspot ohnehin VEGF
und PGF koproduzieren (59). Hier ist in Zukunft weitergehende Forschung iiber die

verschiedenen Subtypen der MPs mit ihren Eigenschaften angezeigt.
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3.4 Koinhibition vs. Einzelhemmung von VEGF und PGF

Die Tatsache, dass VEGF und PGF aus derselben Familie stammen, lasst durch die grofie
Ahnlichkeit vergleichbare Effekte beider Faktoren vermuten. In der Tat besitzen beide
Wachstumsfaktoren proangiogene Eigenschaften (7, 79). Die Frage, die sich nun ergibt,
ist, ob dieselbe Wirkweise von VEGF und PGF zu synergistischen Effekten einer
gleichzeitigen Hemmung der beiden Faktoren fiihrt, oder tiberfliissig und ohne weiteren
Nutzen ist. Auf Medikamentenebene hief3e die Frage dann, ob eine Therapie mit
Aflibercept als effektiver angesehen werden kann als eine alleinige VEGF-Hemmung mit
Ranibizumab oder Bevacizumab.

Hinweise auf synergistische Effekte von VEGF und PGF liefert zum Beispiel eine Studie
iiber das Neovaskularisationsglaukom, in der durch die intravitreale Ranibizumab-
Injektion neben verminderten VEGF-Leveln auch verminderte PGF-Level gemessen
werden konnten (83). Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Vermutung eines
synergistischen Effekts durch mehrere Versuche. Einerseits zeigte die Koinhibition in
Bezug auf die CNV-Reduzierung einen grofieren Effekt als die Einzelhemmung (Fig. 2 der
Publikation). Auf der anderen Seite verdeutlicht die ISH der Flatmounts, dass die
Hemmung einer der beiden Wachstumsfaktoren auch die Expression des jeweils anderen
Faktors unterdriickt (Fib. 6 der Publikation). Bei der ISH war in Bezug auf die
Unterdriickung der Expression die gleichzeitige Hemmung von VEGF und PGF jedoch
nicht der Einzelhemmung tiberlegen (abgesehen von Aflibercept, das die PGF-Expression
in der ISH komplett supprimierte). Die Diskrepanz zwischen deutlich hoherer CNV-
Reduktion durch die Koinhibition und scheinbar geringem Vorteil der Koinhibition auf
die Expression der proangiogenen Faktoren in MPs ldsst vermuten, dass neben den MPs
auch weitere Quellen der beiden Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle fiir die

Neovaskularisation spielen.

Doch warum zeigen klinische Studien keinen Nachteil von Ranibizumab oder
Bevacizumab gegeniiber Aflibercept, wenn in dieser Arbeit dargelegt wird, dass die
Koinhibition von VEGF und PGF ein scheinbar besseres klinisches Outcome mit sich
bringt? Grundsatzlich wird fir Aflibercept, Ranibizumab und Bevacizumab von gleichen
Ansprechraten auf die feuchte AMD berichtet (84). Unter bestimmten Umstidnden scheint

Aflibercept jedoch wirksamer als seine zwei Konkurrenten zu sein, was womdglich auf
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den Vorteil zusatzlichen PGF-Hemmung zuriickzufiihren ist. So war das Outcome fir
Patienten mit einer grofsen RPE-Abhebung unter Aflibercept besser als fiir Ranibizumab
oder Bevacizumab (84). Auch beim diabetischen Makula6dem scheint Aflibercept bei
schlechtem Ausgangsvisus der Patienten seinen beiden Konkurrenten iiberlegen zu sein
(85, 86).

Dartiber hinaus wird immer wieder von Fallen berichtet, in denen Aflibercept den Visus
der auf Bevacizumab oder Ranibizumab nicht mehr ansprechenden Patienten noch
verbessern konnte (87). Solche Non-Responder scheinen also auch von der zusatzlichen
PGF-Inhibierung zu profitieren. Allerdings kann nicht komplett ausgeschlossen werden,
dass der Effekt von Aflibercept bei diesen Non-Respondern in seiner RPE-schiitzenden
Wirkung liegt (88). Womoglich aber kann der schiitzende Effekt von Aflibercept direkt
auf die Hemmung von PGF zurtickzufiihren sein. In der Tat zeigte eine Studie von Hollborn
et al., dass PGF in hoher Konzentration zur Einschriankung der Proliferation von RPE-
Zellen fiihrt (89). Damit liegt die Vermutung nahe, dass Aflibercept im Gegensatz zur
VEGF-Einzelhemmung durch die Neutralisierung des Proliferation-einschrankenden PGF

die RPE-Zellen schiitzt.

Ein weiterer klarungsbediirftiger Aspekt ist die Tatsache, dass Aflibercept in den
Versuchen dieser Arbeit in der Reduktion der Gréfie von Leckagen und CNV grofiere
Wirkung zeigt als die gleichzeitige Verabreichung von aVEGF und a PGF. Auch bei der ISH
zeigt Aflibercept als einzige Komponente eine nahezu komplette Unterdriickung der PGF-
Exprimierung in MPs. Zum einen mag dies durch die Molekiilstruktur zu erklaren sein.
Wahrend Bevacizumab als monoklonaler Antikérper und Ranibizumab als Antikérper-
Fragment fungieren, lasst sich das Fusionsprotein Aflibercept als VEGF-Trap bezeichnen
(90). Diese regelrechte ,Falle“ sorgt flir eine hohere Bindungsaffinitit von VEGF im
Vergleich zu aVEGF, Ranibizumab oder Bevacizumab. Zum anderen bindet Aflibercept
neben den Domanen, die fiir die Interkation mit den VEGF-Rezeptoren wichtig sind, auch
an die Heparin-Bindungsdomane von VEGF-A (90). Auch Heparin und Heparansulfat

tragen zur Entstehung von Neovaskularisation bei (91).

Eine weiterer Aspekt, der noch Klarung bedarf, ist die Tatsache, dass die intravitreale
Applikation von aVEGF und aPGF in Kombination zu einer systemischen Hochregulation
von PGF fiihren konnte, wie in einer Studie von Zehetner et al. gezeigt wird (92). Dieser

Anstieg systemischer PGF-Level konnte der anti-angiogenen Wirkung einer PGF-
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Hemmung entgegenstehen und die Neovaskularisation antreiben. Auf der anderen Seite
zeigen wir mit unserer Studie, dass die Koinhibition beziiglich der CNV-Gréfde doch
potenter ist als die Einzelhemmung. Selbst wenn es unter dieser Therapie zu einem
Anstieg systemischer PGF-Expression kommt, scheint die Wirkung des lokal-injizierten
aPGF am Ort der Inflammation zu tiberwiegen. Mehr Klarheit wiirde hier die Messung von

PGF-Plasmaleveln nach der intravitrealen Injektion schaffen.

3.5 Methodik

Wie in Kapitel 1.8 ersichtlich besitzt die murine Netzhaut keine Makula wie wir sie bei
Primaten antreffen. Das lasst zunachst die Frage aufkommen, ob das Modell der
laserinduzierten CNV fiir eine makulare Erkrankung tiberhaupt geeignet ist.

Auf den zweiten Blick scheint die murine Netzhaut der menschlichen dennoch dhnlicher
zu sein als man zunichst denkt. So wird deren Ahnlichkeit dadurch verdeutlicht, dass in
einem transgenen Mausmodell bei dlteren Tieren AMD-dhnliche Verdnderungen und
Atrophien im RPE nachgewiesen werden konnten (93). Auch bei Versuchen mit
Zigarettenrauch ausgesetzten Wildtyp-Mausen konnten mit sub-RPE Ablagerungen und
Verdickungen der Bruch-Membran AMD-ahnliche Verdnderungen nachgewiesen werden
(94). Mit CFH-defizienten Mausen, die Veranderungen des RPE und der Bruch-Membran
zeigten, konnte dariiber hinaus noch ein weiterer Risikofaktor fiir die AMD im

Mausmodell nachgewiesen werden (95).

Ein weiterer Schwachpunkt des Modells der laserinduzierten CNV ist die Tatsache, dass
im Vergleich zum tiblichen Verlauf der AMD, wo eine chronische Dysfunktion des RPE zu
retinalen Schiden fiithrt, durch den Laserschaden ein akuter Schaden entsteht. Dieser akut
gesetzte Schaden wiirde auch ohne intravitreale Injektion von Medikamenten von selbst
abheilen, weshalb wir auch bei unbehandelten Mdusen einen Riickgang der CNV Tage
nach dem Laser beobachten konnten. So darf man die erzielten Ergebnisse nicht absolut
betrachten, sondern muss die erzielten medikamentdosen Erfolge in Relation zum

natiirlichen Verlauf sehen.
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Mit der Etablierung der ISH fiir RPE/choroidale Flatmounts konnten wir wichtige Fragen
zur Transkription der Wachstumsfaktoren VEGF und PGF in MPs beantworten. Trotz der
beeindruckenden neuen Einsicht in intrazelluldre Vorgiange diirfen die Grenzen dieser
Methodik nicht aufder Acht gelassen werden. Die dutzenden Waschschritte der Proben
libten unumgénglich starken mechanischen Einfluss auf die oberflachlich angesammelten
MPs in den Laserspots des RPE aus. Dies konnte einer der Griinde dafiir sein, weshalb die
ISH mit weitaus empfindlicheren retinalen Flatmounts nicht gegliickt ist. Da der
mechanische Einfluss ja alle Versuchsgruppen betraf, erlaubt im Endeffekt der Vergleich
zwischen den einzelnen Gruppen gute Aussagen, die detaillierte und absolute

Betrachtung der Ergebnisse ist allerdings mit Vorsicht zu geniefden.

3.6 Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Einblicke spornen dazu an, sich in Zukunft das grofie
anti-inflammatorische = Potential der PGF-Hemmung auch bei anderen
Krankheitsmodellen zunutze zu machen und auf andere inflammatorische okulare
Erkrankungen zu iibertragen. Angesichts des grofden Bedarfs an einer Therapie fiir die
nicht-exsudative Form der AMD wie etwa auch der trockenen AMD.

Dartiber hinaus ware es interessant, das Prinzip der Koinhibition weiter auszubauen und
zu untersuchen, ob andere Kombinationstherapien noch stirkere synergistische Effekte
auf die Modulation der MPs haben wie zum Beispiel die Kombination aus aPGF und

XBD173.
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4. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit wurde der immunologische Effekt der Hemmung der in die Pathogenese
der AMD eingebundenen Wachstumsfaktoren VEGF und PGF auf mononukledre
Phagozyten am Tiermodell der laserinduzierten CNV untersucht. Da die
Therapieoptionen fiir die AMD als fiihrende Erblindungsursache in der westlichen Welt
sehr begrenzt sind und bei der trockenen AMD sogar ganzlich fehlen, ist der Bedarf an
neuen Behandlungsansitzen grofd. Mononukledare Phagozyten sind durch ihre zentrale
Rolle im Entziindungsprozess eine vielversprechendes therapeutisches Target. In dieser
Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Hemmung von PGF die Expression
von mRNA in Phagozyten und die Sekretion von VEGF-A und PGF sowie
proinflammatorischer Zytokine im Modell der feuchten AMD senkte. Die gleichzeitige
Hemmung proangiogener und proinflammatorischer Reaktionswege konnten ein neuer
pharmakologischer Angriffspunkt sein und insbesondere fiir Non-Responder der Anti-

VEGF-Therapie ein Hoffnungsschimmer sein.

5. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Klinische Erscheinung von Drusen in einem frithen AMD-Stadium

Abb. 2: Aktive CNV bei exsudativer AMD

Abb. 3: Akkumulation von mononukledren Phagozyten bei der AMD

Abb. 4: Infiltrierende mononukledre Phagozyten schiitten inflammatorische Zytokine aus

Abb. 5: Das Modell der laserinduzierten CNV
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