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1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Etablierung eines Tiermodells zum
Vergleich zur Erforschung und Erprobung neuer und etablierter Therapien bei der
Bekampfung der feuchten altersbedingten Makuladegeneration (AMD). Bei der AMD
handelt es sich um eine Augenerkrankung mit Beeintrachtigung der Makula, der
Stelle des scharfsten Sehens, die innerhalb von sehr kurzer Zeit zur Erblindung im
gesetzlichen Sinne flhren kann. Die aktuellen Therapien werden intravitreal injiziert.
Eine intravitreale Injektion ist eine grolRe Belastung fur den Patienten und hat
potentiell schwerwiegende Nebenwirkungen. Hinzu kommt, dass einige Patienten
nicht auf die etablierten Substanzen ansprechen. Fir die Zukunft benétigt man damit
neue Substanzen, die anders appliziert werden kdnnen und auch Patienten helfen,
die nicht auf die verfugbaren Arzneimittel ansprechen. Zur Entwicklung und zum
Vergleich von neuen Therapien benétigt man ein standardisiertes und effizient
durchfuhrbares Versuchsmodell. Das in dieser Arbeit vorgestellte Modell dient
diesem Zweck.

1.1 Epidemiologie

Die AMD ist weltweit eine der haufigsten Erblindungsursachen. Derzeit sind nach
Schatzung der AMD Alliance International in Deutschland rund 4,5 Millionen
Menschen an einer der Formen der AMD erkrankt (Vgl. Congdon et al., 2004).
Betrachtet man die Bundesrepublik Deutschland so sind nach einer Schatzung
derzeit bis zu 580 000 Menschen an einem fortgeschrittenen Stadium der AMD
erkrankt (Vgl. Knauer und Pfeiffer, 2006). Die Zahl der Erkrankten soll dieser
Ubersichtsarbeit zur Folge bis 2020 auf rund 680 000 steigen. Wie der Name der
Krankheit aussagt, spielt das Alter eine entscheidende Rolle. So findet man bei bis
zu 30% der Uber 70-jahrigen Zeichen einer frihen Form der AMD und bei bis zu 8%
Zeichen einer fortgeschrittenen Form mit erheblicher Sehkraftbeeintrachtigung (Vgl.
Thakkinstian et al., 2006).

1.2 Anatomie der Netzhaut

Bei der Netzhaut handelt es sich phylo- und ontogenetisch um einen
vorgeschobenen Teil des Gehirns. Die Makula, auch gelber Fleck genannt, befindet
sich im Zentrum der Netzhaut. Sie ist die Region im Auge mit der héchsten Dichte an
Photorezeptoren und damit die Stelle der hochsten Auflosung der Netzhaut. Es gibt
zwei Typen von Photorezeptoren in der Netzhaut, die Zapfen und die Stabchen. Der
haufigste Rezeptortyp in der Makula sind die Zapfen, die das Farbensehen
ermoglichen. Durch die Lage und die Anatomie ist die Makula ebenfalls fur das
Detailsehen verantwortlich. Hier werden Gesichter erkannt sowie Buchstaben und
feine Details differenziert (Vgl. Grehn, 2008).
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Abbildung 1:
Schematische Ubersicht tiber die Anatomie der Netzhaut. (Modifiziert nach Grehn,
2008)

Insgesamt besteht die Netzhaut aus drei hintereinander geschalteten Neuronen.
Nach dem Sinnesepithel folgen die Bipolarzellen und anschlieRend die
Ganglienzellen. Zur Modulation des empfangenen Signals gibt es noch Interneurone
(Horizontalzellen und amakrine Zellen). Die Benennung der einzelnen Schichten
erfolgte nach dem histologischen Bild unter dem Mikroskop. Das Licht trifft zunachst
auf eine Schicht von Nervenfasern, durchdringt die Ganglienzellen und die innere
plexiforme Schicht. In der inneren Kornerschicht befinden sich die bipolaren Zellen,
so wie die Horizontalzellen und die amakrinen Zellen. In der aufleren
Koérnerzellschicht befinden sich dann die Kerne der Photorezeptoren. Die
lichtempfindlichen AuRensegmente durchstol3en die membrana limitans externa und
erreichen das retinale Pigmentepithel (RPE). Die Zellen, die hier anzufinden sind,
haben verschiedene Funktionen. Sie sollen die dariberliegende, einreihige Schicht
der Photorezeptoren ernahren, schitten Zytokine aus und sind fur die Phagozytose
von abgestof3enen Scheibchen der Photorezeptoren verantwortlich. Sie sind Teil der
Blut-Retina-Schranke (Vgl. Holz, 2011). Unter dem RPE folgt die Bruch'sche
Membran (siehe Abbildung 1, (Vgl. Grehn, 2008)). Sie bildet die Grenze zur
Choriokapillarschicht und ist semipermeabel. Diese Membran ist fur das in der
vorliegenden Arbeit gewahlte Modell sehr wichtig. Ist diese Membran insuffizient oder
gerissen, kann es zur Entstehung einer feuchten AMD kommen. Altersbedingte
Veranderungen dieser Membran werden als eine der Ursachen der AMD
angenommen (Vgl. Holz, 2011). In den weiteren Ausfiuhrungen wird noch naher auf
den genannten Mechanismus eingegangen.



1.3 Formen der AMD/Pathophysiologie

Die AMD kann wie folgt klassifiziert werden: Grundsatzlich gibt es zwei Formen, die
allerdings ineinander Ubergehen kdnnen und damit pathophysiologisch nicht zu
trennen sind. Die trockene Form der AMD ist die haufiger auftretende Form. Sie
betrifft etwa 85% der Patienten (Vgl. Ferris et al., 1984). Hier kommt es zum Verlust
des retinalen Pigmentepithel, zur Atrophie der Choriokapillarschicht und zu
Ablagerungen in und unter der Retina. Diese Ablagerungen werden Drusen genannt.
Sie konnen in einer funduskopischen Untersuchung als kleine gelbliche Herde
erkannt werden. Man unterteilt sie nach ihrer Gréf3e in drei Kategorien ((Vgl. Bird et
al., 1995) und (Klein et al., 1992)):

1. Klein: Durchmesser <63um

2. Mittel: Durchmesser 63-124um

3. Grol3: Durchmesser >124um

Zusatzlich werden die Drusen in harte oder weiche eingeteilt (Vgl. Bird et al., 1995).
Harte Drusen sind demnach scharf begrenzt. Die weichen Drusen sind
gekennzeichnet durch eine unscharfe Begrenzung, sie sind meist gro3er und kdnnen
konfluieren.

Abbildung 2:

Fundoskopisches Bild einer Drusenmakulopathie
(hier weiche Drusen). (Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von PD Dr. Hassenstein,
Universitats-Augenklinik Hamburg Eppendorf)

Abbildung 3:

Das zu Abb. 2 gehdrige  Fluoreszenzangiogramm
(FAG) in der gemischt Arterioventsen- Phase.
(Abbildung mit freundlicher Genehmigung von PD
Dr. Hassenstein, Universitatsaugenklinik
Hamburg Eppendorf)

Zur weiteren Diagnostik eignet sich ein optisches Koharenztomogramm (OCT). Das
OCT ist ein relativ neues, wichtiges diagnostisches Verfahren in der Erkennung und
Therapie der AMD (Vgl. Huang et al., 1991). Das Prinzip ist ahnlich einer
Sonographie. Beim OCT wird allerdings Licht statt Schall verwendet. Anhand der
Reflexion und Absorbtion der Lichtstrahlen kann die Dicke einer Schicht bestimmt
werden und als Falschfarbenbild dargestellt werden.



Abbildung 4:

Normalbefund eines OCT der Makula. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
PD Dr. Hassenstein, Universitatsaugenklinik Hamburg Eppendorf)

Abbildung 5:

Weiche Drusen im OCT (der rote Pfeil markiert eine serose Kammer unterhalb des

RPE). (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Hassenstein,
Universitatsaugenklinik Hamburg Eppendorf)

In dem OCT aus Abbildung 5 sieht man das RPE wellenartig abgehoben. Der rote
Pfeil markiert eine daraus entstehende serése Kammer. Die Drusen, die wegen der
gestdrten Phagozytosefunktion entstehen, liegen unterhalb des RPE.



1.3.1 Geographische Atrophie

Kommt es zu einem landkartenahnlichen, flachenhaften Untergang des retinalen
Pigmentepithels, nennt man dieses Stadium die geographische Atrophie (Vgl. Holz,
2011). Ist die Erkrankung so weit fortgeschritten, verfigen die Patienten in der Regel
nur noch Uber eine sehr schlechte zentrale Sehscharfe.

Abbildung 6:

Fundoskopisches Bild einer geographischen
Atrophie (roter Pfeil). (Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von PD Dr. Hassenstein,
Universitats-Augenklinik Hamburg Eppendorf)

Abbildung 7:

Die zu Abb. 6 gehdrige FAG in der fruhvendsen
Phase. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung
von PD Dr. Hassenstein,Universitats-Augenklinik
Hamburg Eppendorf)

Abbildung 8:

OCT bei geographischer Atrophie (Der rote Pfeil markiert das bei der
geographischen Atrophie typische Lichttransmissionsband). (Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von PD Dr. Hassenstein, Universitats-Augenklinik
Hamburg Eppendorf)
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Der rote Pfeil in Abbildung 8 markiert das fur die geographische Atrophie typische
Lichttransmissionsband. Hierbei handelt es sich um die Verstarkung des
Lichtreflexes durch die fehlende Absorption des retinalen Pigmentepithels.

1.3.2 Trockene AMD

Die trockene AMD verlauft meist sehr langsam und fuhrt haufig erst nach Jahren zur
Erblindung, beziehungsweise dem Verlust der zentralen Sehfahigkeit, denn das
periphere Gesichtsfeld bleibt erhalten. In der Regel sind beide Augen betroffen. Die
oben beschriebenen harten Drusen sind auch Teil des normalen Alterungsprozesses
und damit nicht automatisch eine Vorstufe der AMD. Nahezu jeder Mensch Uber 50
Jahren hat harte Drusen. Die weichen Drusen hingegen sind als Vorstufe einer AMD
anzusehen. Man spricht also erst von einer AMD, wenn ein Patient mehrere weiche
Drusen von nicht unerheblicher Grolde oder schon klinische Anzeichen einer AMD
hat (Vgl. Holz, 2011). Auf die klinischen Anzeichen einer AMD wird im Verlauf der
Arbeit noch naher eingegangen.

1.3.3 Feuchte AMD

Die feuchte Form der AMD tritt seltener auf. Eine Hypothese zur Entstehung besagt,
dass es hier durch Defekte in der Bruch‘schen Membran zu einem Hervorwachsen
von GefalRen aus der Choriokapillarschicht in das retinale Pigmentepithel (RPE)
kommt. Dieser Vorgang wird choroidale Neovaskularisation (CNV) genannt. Die
entstehenden Gefale sind allerdings von minderer Qualitat mit brichigen Wanden,
so dass es zu sub- oder intraretinalen Flissigkeitsaustritten (beispielsweise von
Serum oder Blut) kommt. Durch die Flussigkeit kann es zur Abhebung des RPE oder
zu dessen Einreillen kommen (Vgl. Holz, 2011).

Abbildung 9:

Fundoskopisches Bild einer feuchten AMD. Zu
sehen sind eine Blutung (gelber Pfeil) und
Exsudationen (Aufhellungen bei 10 Uhr) als
cekundare Zeichen der CNV. (Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von PD Dr.
Hassenstein, Universitats-Augenklink Hamburg
Eppendorf)

Abbildung 10:

FAG einer CNV in der gemischt arteriovendsen
Phase. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung
von PD Dr. Hassenstein, Universitats-Augenklinik
Hamburg Eppendorf)
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Abbildung 11:

OCT eines cystoiden Makuladdems bei AMD. Der rote Pfeil markiert ein mdgliches
Vorwachsen der CNV durch die Choriokapillaris. (Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von PD Dr. Hassenstein, Universitats-Augenklinik Hamburg
Eppendorf)

Das OCT in Abbildung 11 zeigt ein weitgehend typisches Bild einer CNV. Der rote
Pfeil markiert eine Diskontinuitat der Choriokapillaris beziehungsweise RPE-Schicht.
Far eine CNV im Rahmen einer AMD ist aulerdem eine konvexe Verdickung der
RPE/Choriokapillarisschicht typisch. Diese ist in der Abbildung nicht zu erkennen.

Pathophysiologisch kommt es bei der feuchten AMD zu sehr schnell entstehenden,
irreversiblen Schaden im Bereich der Makula. Die feuchte Form der AMD ist
deswegen fur 95% der Erblindungsfalle, im gesetzlichen Sinne, bei der AMD
verantwortlich (Vgl. Ferris et al., 1984).

Progredienz der

AMD Form Haufigkeit Fundoskopisch

Erkrankung
Drusen / Geographische
Trocken =~ 85 % langsam Uber Jahre Atrophie
Choroidale
schnell, Verlust der Neovaskularisation,
zentralen Sehscharfe in Haemorrhagie, Exsudation,
Feucht = 15 % Tagen mdglich Odem

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Formen der AMD

1.4 Risikofaktoren

Fir die AMD wurden in grof3en epidemiologischen Studien einige Risikofaktoren
erkannt. Dazu gehoren ein hohes Alter (>75 Jahre), eine positive Familienanamnese,
arterielle Hypertonie, weibliches Geschlecht und die Hypertonie ((Vgl. Klein et al.,
2004), (Kawasaki et al., 2008) und Blue Mountains Eye Study (Mitchell et al., 1995)).
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Auch die Herkunft scheint eine Rolle zu spielen. So haben weille Amerikaner ein
héheres Risiko an einer AMD zu erkranken, als Afroamerikaner (Vgl. Bressler et al.,
2008). Menschen lateinamerikanischer Abstammung und Chinesen in den USA
haben ein geringeres Risiko als Menschen weilder Abstammung, allerdings noch ein
héheres als Afroamerikaner (Vgl. Klein et al., 2006).

Genetische Ursachen spielen bei der Einschatzung des Risikos an einer AMD zu
erkranken eine zunehmende Rolle. Da die Erkrankung sich allerdings meist erst spat
im Leben manifestiert, ist es schwer, belastbare Ergebnisse uber mehrere
Generationen zu erhalten. Anhand von Haufungsanalysen in Familien und
Zwillingsstudien wurde allerdings eine Erblichkeit nachgewiesen (Vgl. Jager et al.,
2008).

Ein Polymorphismus des Komplementfaktors H (CFH) hat mit steigender Anzahl der
sogenannten ,C“-Allele auch ein steigendes Risiko fur die Entwicklung einer AMD
(Vgl. Thakkinstian et al., 2006). Laut dieser Ubersichtsarbeit erhéht jedes ,C*“-Allel im
CFH Y402H Gen das Risiko flr die Entwicklung einer AMD um das 2,5-fache. In der
Ubersichtsarbeit von Jager et al. wird auch die Vermutung nahe gelegt, dass es auch
eine entzindliche Komponente in der Pathogenese zu geben scheint (Vgl. Jager et
al., 2008). Das Gen ,Age-related maculopathie susceptibility 2“ (ARMS2) scheint
ebenfalls eine groRe Rolle als Risikofaktor fur die AMD zu spielen. Die Effektstarke
dieses Gens soll ein wenig hoher, das Vorkommen allerdings ein wenig geringer sein
als das CFH-Gen (Vgl. Holz, 2011).

Der einzige nachgewiesene und beeinflussbare Umweltfaktor flir die Entstehung
einer AMD ist das Rauchen. Der Zusammenhang zwischen Rauchen und der AMD
wurde im Laufe der Zeit weiter untersucht und gefestigt. GroRe Studien, wie die
Beaver Dam Eye Study ((Vgl. Klein et al., 1993) und (Klein et al., 2002)) oder die
Blue Mountain Eye Study ((Vgl. Smith et al., 1996) und (Mitchell et al., 2002)) haben
ebenfalls einen Zusammenhang hergestellt und das Rauchen als Risikofaktor
erkannt.

Die ,Age Related Eye Disease Study Group“ hat festgestellt, dass Menschen mit
einer Exposition von mindestens 10 Packyears (dies entspricht einem Konsum von 1
Packung taglich Gber 10 Jahre) als Raucher ein doppelt so hohes Risiko fir die
Entwicklung einer AMD haben wie Nichtraucher (Vgl. Clemons et al., 2005). Auch
Passivraucher scheinen ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer AMD zu haben
(Vgl. Khan et al., 2006). Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der Risikofaktoren
fur die Entwicklung der AMD aus der oben erwahnten Studie der Age Related Eye
Disease Study Group.

13



Risikofaktor Feuchte AMD

Alter 65-69 1,67
Alter >70 2,37
WeiRe Rasse 6,77
Rauchen >10PY 1,55

2-3 (Heterozygot)
Complementfactor H (CFH) 3,3-11,6 (Homozygot)
Age-related maculopathie 2,1-3,2 (Heterozygot)
susceptibility 2 (ARMS2) 5,7-10,3 (Homozygot)

Tabelle 2:

Ubersicht (iber die Alters- und Geschlechteradaptiere Odds Ratio (95%
Konfidenzintervall) der verschiedenen Risikofaktoren ((Modifiziert nach Clemons et
al., 2005) und (Holz, 2011)).

1.5 Klinische Symptome

Die frihen Formen der AMD sind haufig symptomarm. Zu den friihen Symptomen
kénnen Metamorphospien, kleinere Skotome, ein hdoherer Bedarf an Helligkeit beim
Lesen, eine verminderte Dunkelheitsadaptation (die Augen bendtigen langer um sich
aus der Helligkeit an einen dunklen Raum zu gewodhnen), ein Bedarf an Sehhilfen
und eine verminderte Kontrastsensitivitat zahlen. Der zentrale Visus wird meist erst
nach Monaten oder Jahren langsam gestort (Vgl. Sunness et al., 1997). Die
verschwommene Sicht kann auch vom Patienten selbst mit Hilfe eines Amsler-
Netzes (siehe Abbildung 12) taglich Gberprift werden. Die Patienten missen auf den
Punkt in der Mitte schauen und dabei beurteilen, ob die Linien des Gitters parallel
verlaufen. Bei Patienten mit AMD verlaufen die Linien in der Abbildung an einer oder
mehren Stellen nicht parallel, sondern wellig und verschwimmen
(=Metamorphopsien).

Abbildung 12: Beispiel fur ein Amsler-Netz
14



Die feuchte Form der AMD kann, wie oben aufgefuhrt, binnen Tagen oder Wochen
zur starken Visusreduktion fuhren. Bei der CNV kann es zu einer Blutung oder einer
Flissigkeitsansammlung kommen, die die sensorische Netzhaut abhebt und das
RPE einreifl’en lasst. Die Sehfahigkeit ist damit schnell beeintrachtigt.

Auch wenn die meisten Patienten mit AMD nicht unbedingt vollstandig erblinden,
beobachtet man doch haufig eine Einschrankung im Sozialleben der Patienten (Vgl.
Meyer-Ruesenberg und Richard, 2010). Die Lebensqualitat leidet meist betrachtlich,
selbst wenn die Patienten nur auf einem Auge schwerwiegend erkranken. Bei einem
Drittel der Patienten mit fortgeschrittener AMD ist deswegen eine Depression zu
beobachten (Vgl. Slakter und Stur, 2005).

Wenn eine fortgeschrittene AMD auf einem Auge aufgetreten ist, betragt das Risiko
ebenfalls auf dem zweiten Auge innerhalb von 5 Jahren eine fortgeschrittene AMD zu
entwickeln etwa 43% (Vgl. Age-Related Eye Disease Study Group 2000).

1.6 Prophylaxe

Der Prophylaxe kommt bei der AMD eine gro3e Bedeutung zu. Insbesondere die
selbststandige Kontrolle mit Hilfe eines Amlser-Netzes (Vgl. Abbildung 12) ist wichtig
zum Erkennen einer Progression. Auch ein moglicher Effekt von Nahrungs-
erganzungsmitteln wird diskutiert. Es folgt ein Uberblick (ber die bisherige
Studienlage.

1.6.1 Nahrungserganzungsmittel

Es gibt mehrere Studien, die sich mit Nahrungserganzungsmitteln beschaftigen.
Diese Untersuchungen haben teils unterschiedliche Aussagen, so dass keine
eindeutige Empfehlung gegeben werden kann. In einer Studie der ,Age-Related Eye
Disease Study Group“ von 2001 (Vgl. AREDS 2001) wurde ein protektiver Effekt von
R-Karotin, Vitamin C, Vitamin E, Zinkoxid und Kupferoxid gefunden. Allerdings fuhrt
eine Einnahme von R-Karotin bei Rauchern, zu einer Haufung von Lungenkrebsfallen
(Vgl. The Alpha-Tocopherol Beta Carotene Cancer Prevention Study, 1994). Eine
regelmalige Einnahme von hoch dosiertem Vitamin E flhrte zu einer erhdéhten
Sterblichkeit (Vgl. Miller et al., 2005). In einer neueren Studie der ,Age-Related Eye
Disease Study Group® zeigt sich kein protektiver Effekt von Vitamin C und Vitamin E
mehr (Vgl. SanGiovanni et al., 2007). Hier wird dem Lutein beziehungsweise
Zeaxanthin ein protektiver Effekt als Nahrungserganzungsmittel zugeschrieben.

In einer Metaanalyse zeigen Chong et al. (Vgl. Chong et al., 2007), dass der Effekt
von Nahrungserganzungsmitteln wie beispielsweise der antioxidativen Stoffe Vitamin
C und Vitamin E keinen oder allenfalls einen kleinen praventiven Effekt auf die
Entwicklung einer frihen AMD haben.

1.6.2 Lebensgewohnheiten

Eine Anderung der Lebensgewohnheiten kann einen protektiven Effekt auf die
Entwicklung einer AMD haben. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass Menschen, die
vor mindestens 20 Jahren aufgehort haben zu rauchen, kein erhdhtes Risiko mehr
fur die Entwicklung einer AMD haben ((Vgl. Evans et al., 2005) und (Khan et al.,
2006)). RegelmaRige Kontrollen beim Augenarzt zusammen mit Selbstkontrollen mit
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Hilfe des Amsler-Netzes (Vgl. Abbildung 12) erlauben eine gute Statuskontrolle und
ein frihzeitiges Eingreifen bei Progression.

1.7 Therapie

Bisher gibt es keine kausale Therapie fur die Bekampfung der trockenen
Altersbedingten Makuladegeneration. Bei der feuchten AMD gibt es mittlerweile
einen funktionierenden Therapieansatz, die anti-VEGF Therapie. Es folgt ein
Uberblick tiber die derzeitigen Therapieansatze.

1.7.1 Aktuelle Therapieoptionen

In den letzten Jahren hat sich ein anerkannter Goldstandard entwickelt. Heute wird
eine medikamentése Therapie mit Hemmstoffen des Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) eingesetzt. Der VEGF scheint bei der Pathogenese der feuchten AMD
eine entscheidende Rolle zu spielen. So wenden sich aktuelle Therapieverfahren vor
allem gegen Teile der Signalkette des VEGF oder das VEGF selbst. Im Folgenden
wird auf diese naher eingegangen.

1.7.1.1 Pegaptanib

Die erste gegen VEGF wirksame Substanz die eingesetzt wurde war das
Pegaptanib. Hierbei handelt es sich um ein RNA-Aptamer bestehend aus 28 Basen
(Vgl. Gragoudas et al., 2004). Der Stoff war in der Lage die feuchte AMD zu stoppen
und den Visusverlust aufzuhalten. Heutzutage wird das Pegaptanib nicht mehr so
haufig angewendet, da es bessere Alternativen gibt und der Visus der meisten
Patienten unter der Therapie mit Pegaptanib nicht besser wurde.

1.7.1.2 Ranibizumab

Mittlerweile hat sich die intravitreale Applikation von Ranibizumab (Handelsnahme
Lucentis) als haufigste Therapieform bei der feuchten AMD durchgesetzt. Hierbei
handelt es sich um ein Fragment des humanisierten monoklonalen Antikorper gegen
VEGF.

Ranibizumab ist die erste Substanz bei der Behandlung der feuchten AMD, mit der
eine deutliche Verbesserung des Visus bei den Patienten erreicht werden konnte.
Eine grol3e, zweijahrige multizentrische, placebokontrollierte Studie hat die Effekte
von Ranibizumab bei der feuchten AMD untersucht (Vgl. Rosenfeld et al., 2006)
(=Minimally Classic/Occult Trial of the Anti-VEGF Antibody Ranibizumab in the
Treatment of Neovascular Age-Related Macular Degeneration (MARINA) Studie).
Dort wurde festgestellt, dass eine intravitreale Injektion von Ranibizumab wirksam ist
und den Visus der betroffenen Patienten verbessern kann. Gleichzeitig wurde in
einer anderen grof3en multizentrischen Studie die Therapie mit Ranibizumab mit der
Verteporfin-Therapie verglichen (Vgl. Brown et al., 2006) (=Anti-VEGF Antibody for
the treatment of Predominantly classic choroidal Neovascularisation in Age-Related
Macular Degeneration (ANCHOR) Studie). Hier wurde festgestellt, dass die
intravitreale Injektion von Ranibizumab als Therapie der feuchten AMD der
Verteporfintherapie tberlegen ist.

Chemisch ist Ranibizumab das Fab-Fragment eines murine-Antikérpers gegen
VEGF. Durch das Fehlen des Fc-Teils besitzt Ranibizumab eine 20 mal hohere
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Affinitat zu VEGF als der vollstandige Antikdrper (Vgl. Pieramici und Rabena, 2008).
Mit dieser Substanz konnte erstmals eine Verbesserung des Visus erreicht werden.

1.7.1.3 Bevacizumab

Bevacizumab (Handelsname Avastin) ist, anders als Ranibizumab, der vollstandige
humanisierte monoklonale Anti-VEGF Antikorper. Er ist fur die Behandlung des
Kolorektalen Karzinoms zugelassen, wird aber haufig als so genannte ,Off-Label-
Therapie“ bei der Behandlung der feuchten Altersbedingten Makuladegeneration
eingesetzt (Vgl. Pieramici und Rabena, 2008). Da in diesem Bereich allerdings keine
Zulassung besteht, sind kontrollierte Wirksamkeits- und Sicherheitsdaten nur
eingeschrankt verfluigbar. Die grof3te Studie, die Bevacizumab und Ranibizumab
vergleicht, ist eine Studie der CATT-Gruppe (= Comparison of Age-related Makular
Degeneration Treatment Trials (Vgl. Martin et al., 2012). Diese Studie impliziert, dass
bei regelmaliger monatlicher Gabe eine vergleichbare Wirksamkeit vorliegt. Auch bei
der weit verbreiteten bedarfsgerechten Gabe von Bevacizumab lie3 sich keine
Unterlegenheit gegenuber Ranibizumab feststellen. Allerdings bendtigt die
Untersuchung von schwerwiegenden Nebenwirkungen laut Aussage der Autoren der
CATT-Studie weitere Untersuchungen.

1.7.1.4 Verhaltnis von Wirksamkeit und Therapierisiken

Alle derzeit zugelassenen und verwendeten Substanzen gegen VEGF sind gut
wirksam und haben kaum Nebenwirkungen. Wenn Nebenwirkungen beobachtet
werden, dann in der Regel als Folge der Injektionsprozedur. Die intravirteale Injektion
hat den Vorteil, dass die Substanzen direkt am Wirkort ankommen. So ist es moglich,
viel héhere Konzentrationen am Wirkort zu erreichen, als bei der systemischen Gabe
einer Substanz. Gleichzeitig kommt nur ein kleiner Teil der Wirksubstanz ins Blut,
wodurch die systemischen Nebeneffekte minimal sind. Dies ist wahrscheinlich der
Grund, weshalb systemische Nebenwirkungen nicht gesichert beschrieben sind, sie
werden allerdings immer wieder diskutiert. Insbesondere thromembolische
Ereignisse, wie Schlaganfall oder Herzinfarkt werden untersucht und diskutiert.
Bislang konnte allerdings selbst in groRen multizentrischen Studien ein erhdhtes
Risiko nicht schlissig belegt werden. Sollte es also Uberhaupt ein erhdhtes Risiko
geben, wird es allenfalls geringfugig erhoht sein ((Vgl. Martin et al., 2011), (Brown et
al., 2006) und (Rosenfeld et al., 2006)). Jede Applikation ist ein kleiner Eingriff am
Auge, der unter sterilen Bedingungen stattfinden muss. Mogliche Nebenwirkungen
sind daher: Drucksteigerungen, Blutungen bis hin zu Gefaldverschlussen,
Netzhautablésungen, eine Enophthalmitis oder, zumindest theoretisch, eine
allergische Reaktion mit einem anaphylaktischen Schock im schlimmsten Fall (Vgl.
Jager et al., 2004).

Es konnte mit der Anti-VEGF Therapie erstmals eine Verbesserung des Visus
erreicht werden ((Vgl. Rosenfeld et al., 2006) und (Avery et al., 2006)). Unter allen
bisherigen Therapien ist die intravitreale Injektion von Substanzen, die sich gegen
VEGF richten, bisher die erfolgreichste. Trotzdem gibt es auch die oben
beschriebenen Risiken der Therapie. Ranibizumab hat durch das Fehlen des Fc-
Fragments wahrscheinlich ein geringeres Risiko fur die Entstehung einer allergischen
Reaktion. Ranibizumab hat sich damit zum Goldstandard in der Therapie der
feuchten AMD entwickelt, an dem sich neue Verfahren messen mussen.
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1.7.1.5 Photodynamische Therapie

Eine Therapie, die in den 90er Jahren entstand, ist die photodynamische Therapie
(PDT) mit Verteporfin. Die PDT kommt heute nur noch bei bestimmten Patienten
vereinzelt zum Einsatz. Verteporfin sammelt sich vorwiegend in den neu gebildeten
Gefalken an. Die Substanz wird intravends appliziert und ist hochgradig lichtsensibel.
Mit Hilfe eines Lasers wird der Stoff in den Gefalden aktivert und es kommt Uber eine
chemische Reaktion zur thrombembolischen Verstopfung der GefaRe. Uber diesen
Mechanismus ist es moglich, die feuchte AMD aufzuhalten (Vgl. TAP Study, 1999)
(TAP= Treatment of Age-related macular degeneration with Photodynamic Therapy
Study Group). Leider fuhrt auch diese Therapie nicht zu einer Verbesserung des
Visus und wird deshalb nur in Ausnahmefallen oder als Erganzung eingesetzt. Die
Patienten mussen nach der Applikation des Stoffes flr ein paar Tage das direkte
Sonnenlicht meiden. Da es in aller Regel mit dieser Therapie keine Verbesserung
des Visus gibt, kommt die PDT als Monotherapie heutzutage nur bei Patienten mit
einer Unterform der klassischen CNV in Frage.

1.7.2 Historische Therapieoptionen
Im folgenden Abschnitt werden altere Therapieoptionen beschrieben, die heute nur
noch in Einzelfallen Anwendung finden. Es soll ein kleiner Uberblick Uber die ersten
Therapieansatze gegeben werden.

1.7.2.1 Laserkoagulation

Die erste Therapieform fur die feuchte AMD war die Photokoagulation mittels
Argonlaser (Vgl. Macular Photocoagulation Study Group 1994). Die Argon-
Lasertherapie fihrt zu einer Verbrennung der Netzhaut und damit zu einer Narbe mit
permanentem Ausfall dieses Areals, gleichzeitig wird die Progression gestoppt und
die Leckage verschlossen. Es kommt nicht zu einer Visusverbesserung.

1.7.2.2 Makulachirurgie

Ein weiterer Ansatz ist die Makulachirurgie (Vgl. Mruthyunjaya et al., 2004). Hierbei
handelt es sich um verschiedene, sehr aufwendige Operationen. Es wird
beispielsweise die Makula rotiert, um sie auf eine Stelle mit gesundem
Pigmentepithel zu verlagern, oder es wird gesundes Pigmentepithel transplantiert.
Studien haben gezeigt, dass es nach einem 12-monatigen Follow-Up zu einem
gleichen Visus wie vor der Operation kommt. Aufgrund der meist unbefriedigenden
Visusergebnisse und den mdglichen Komplikationen kommt diese Art der Therapie
nur aulerst selten und nur flir bestimmte Patienten in Frage. Beispielsweise flr
Patienten mit einer subretinalen Blutung oder einem frischen Riss des RPE.

1.7.3 Zukinftige Therapieoptionen

Aufgrund der beschriebenen Nebenwirkungen und da nicht alle Patienten unter
Therapie eine ideale Sehscharfe wieder erlangen, besteht ein Bedarf an neuen
Therapien und Substanzen. Im Folgenden soll eine Ubersicht iber mégliche
zukunftige Therapieoptionen gegeben werden.

1.7.3.1 VEGF Trap-Eye

Es gibt einige Substanzen, die zurzeit in der klinischen Erprobung in Phase lli
Studien sind. Eine mdgliche neue Therapie konnte beispielsweise das VEGF Trap-
Eye darstellen. Hierbei handelt es sich um einen I6slichen VEGF Rezeptor, der mit
hoher Affinitat das VEGF und PLGF (Placental Growth Factor) im Auge bindet. Durch
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seine geringere Grole als ein vollstandiger Antikorper sollte er alle Schichten der
Retina durchdringen. Aulierdem hat er eine hohere Affinitat zu VEGF als die bisher
bekannten Stoffe und blockt alle Isoformen des VEGF (Vgl. Nguyen et al., 2006).

1.7.3.2 Hemmer der Rezeptortyrosinkinase

Vielversprechend scheinen auch Substanzen zu sein, die den VEGF-Rezeptor direkt
blockieren. Bei diesem Rezeptor handelt es sich um eine Rezeptortyrosinkinase. So
gibt es beispielsweise schon eine Substanz in Phase llb der klinischen Erprobung -
Pazopanib (Hersteller: Glaxso Smith Kline) (Vgl. http://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT006124567?term=Pazopanib&rank=5, 2011). Es sind bisher keine Ergebnisse
aus dieser Studie veroffentlicht. Eine weitere interessante Substanz ist Vatalanib
(PTK 787, Novartis). Sie inhibiert alle bekannten VEGF-Rezeptoren mit der hochsten
Affinitat fur VEGF-R2 (=VEGF-Rezeptor 2). Durch die Blockade des Rezeptors kann
es nicht zu einer intrazellularen Weiterleitung des Signals kommen (Vgl. Ni und Hui,
2009). Zwei Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass bei oraler beziehungsweise
subcutaner Applikation eine laserinduzierte CNV signifikant kleiner ausfallt ((Vgl.
Ozaki et al., 2000) und (Kwak et al., 2000)). Es gibt bisher keine Untersuchung mit
einer intravitrealen Injektion.

1.7.3.3 Small interfering RNA

Ein anderer Ansatz in der VEGF-Therapie beinhaltet siRNA (small interfering RNA).
Kleine doppelstrangige RNA Molekule binden an den RNA silencing complex. Wenn
dieser aktiviert wird, kommt es zu einer Spaltung der mRNA (messenger RNA) flr
das VEGF und zu einem Silencing des Genes (Vgl. Mousa und Mousa, 2010).

1.7.3.4 Inhibitoren des nikotinischen Azetylcholinrezeptor (nAchR)

Wie in Kapitel 1.4 ausgefuhrt, ist das Rauchen der wichtigste umweltbedingte
Risikofaktor fir die Entstehung der AMD. Auler dieser Tatsache ist zur
Pathophysiologie hier noch wenig bekannt. Es finden sich einige Studien, die sich mit
diesem Thema befassen. Im Mittelpunkt steht jeweils der nAchR.

Der nAchR besteht aus funf Untereinheiten (Vgl. Heeschen et al., 2002). Die
Hauptaufgabe des nAchR besteht in der Signalubertragung eines Nervensignals an
der motorischen Endplatte eines Muskels. Es wurde allerdings auch gezeigt, dass
der Rezeptor ebenfalls in anderen Geweben exprimiert wird (Vgl. Kiuchi et al., 2008).
Dazu gehort auch die Retina und die Choroidea. Im Gehirn vermittelt der neuronale
nAchR scheinbar unter anderem die Effekte und das Suchtpotential des Nikotins
(Vgl. Pontieri et al., 1996).

Was die angiogenetischen Effekte des Nikotins angeht, so wurde gezeigt, dass das
Nikotin zu einer Proliferation von Endothelzellen und zu einer DNA Synthese in
diesen Zellen fuhrt. Die Proliferation der Endothelzellen auf den Stimulus Nikotin
erfolgt demnach schon bei geringeren Konzentrationen, wie man sie beim Rauchen
beobachtet (Vgl. Villablanca, 1998). Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden,
dass durch eine Blockade des nAchR die Netzwerkformierung von Endothelzellen in
vitro verhindert werden kann (Vgl. Heeschen et al., 2002). Die Blockierung des
nAchR erfolgte durch Mecamylamine, einem unspezifischen Inhibitor des Rezeptors.
Die Ergebnisse in dieser Studie legen nahe, dass kein Inhibitor einer speziellen
Untereinheit einen signifikanten Effekt auf die GefalRvernetzung hat.
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Suner et al beschrieben, dass Nikotin die GroRe und Schwere einer experimentellen
CNV steigern kann (Vgl. Suner et al., 2004). Im Gegenzug lasst sich eine
experimentelle CNV durch Mecamylamine inhibieren. Mecamylamine ist der oben
schon angesprochene unspezifische Inhibitor des nAchR (Vgl. Kiuchi et al., 2008).
Auch in dieser Studie wurde gezeigt, dass Nikotin eine CNV im Vergleich zur
Negativkontrolle vergroRert. Dieser Effekt ist durch Mecamylamine antagonisierbar.
Kiuchi et al haben in einem ahnlichen Versuchsaufbau wie dem in dieser Arbeit
verwendeten das Mecamylamie sowohl oral als auch subcutan verabreicht. Es wurde
bisher keine Untersuchung mit einer intravitrealen Injektion von Mecamylamine
durchgefuhrt.

1.7.4 Zusammenfassung Anti-VEGF Therapie

Das folgende Schaubild gibt eine Ubersicht (iber die Substanzen und ihre Ziele. Die
siRNA konnen auf der einen Seite die Bildung von VEGF unterbinden, auf der
anderen Seite auch die Weiterleitung des Signals in der Endothelzelle verhindern. Es
bleibt zu untersuchen, ob Synergieeffekte bei einer Kombination der einzelnen
Substanzen zu erzielen sind.

Pegaptanib Vatanalib

siRNA  Ranibizumab  und andere siRNA
Bevacizumab Tyrosinkinase-
VEGF-Trap hemmer

Endothelzelle

\ 4
\ 4

VEGF VEGF
Rezeptor

Abbildung 13:
Magliche Angriffspunkte fur Substanzen im VEGF Pathway (Modifiziert nach Kaiser,
2006)

1.8 VEGF Grundlagen

Da das VEGF in der Therapie der AMD eine zentrale Rolle einnimmt und
Medikamente basierend auf Antikdrpertechnologie gegen das VEGF der aktuelle
Goldstandard bei der Behandlung sind, wird in dieser Arbeit ein besonderer Fokus
darauf gelegt, um die Wirkung und Funktionsweise besser zu erlautern.
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1.8.1 Entdeckung

Das VEGF wurde gewissermalien gleich doppelt entdeckt. 1983 fanden die
Pathologen der Gruppe von Senger et al. bei Hamstern ein Protein, dass zu einer
Leckage von Flussigkeit aus Gefallen der Haut fuhrte. Da sie das Phanomen
besonders bei Tumorzellen beobachteten, nannten sie das neue Protein ,tumor
vascular permeability factor®, kurz VPF (Vgl. Senger et al., 1983).

Sechs Jahre spater fanden Ferrara und Henzel in Follikelzellen der Hypophyse von
Rindern ein Protein, das eine mitogene Aktivitat fur Endothelzellen in Gefalen
besal}. Sie nannten ihr entdecktes Protein vascular endothelial growth factor (VEGF)
(Vgl. Ferrara und Henzel, 1989).

Noch im Jahre 1989 wurde mittels einer Analyse der cDNA (complementary DNA)
dieser beiden Proteine herausgefunden, dass es sich um die selbe Substanz handelt
((Vgl. Leung et al., 1989) und (Keck et al., 1989)).

1996 wurde dann das erste Mal eine wichtige Rolle von VEGF fur die
Augenheilkunde angenommen. In einer Arbeit von Augenarzten aus Stockholm
wurde gezeigt, dass Patienten mit einer subfovealen neovaskularisation eine hohe
Konzentration von VEGF in diesem Bereich haben (Vgl. Kvanta et al., 1996).

1.8.2 Isoformen

Heute kennt man sieben Isoformen des VEGF und drei Rezeptorisoformen. Das
VEGF-A ist die haufigste Form und damit auch die wichtigste. Daneben wurden
aullerdem die Formen VEGF-B (Vgl. Olofsson et al., 1996), VEGF-C (Vgl. Joukov et
al.,, 1996), VEGF-D (Vgl. Achen et al., 1998), VEGF-E (Vgl. Ogawa et al., 1998),
VEGF-F (Vgl. Yamazaki und Morita, 2006) und das PLGF (fur Placental Growth
Factor) (Vgl. Maglione et al., 1991) beschrieben. Durch alternatives Splicen gibt es
noch verschiedene Varianten des VEGF. Die haufigsten unter ihnen sind VEGF 124,
VEGF 165, VEGF 189 und VEGF206 (Vgl. Olsson et al., 2006).

Das VEGF-E ist ein Protein, dass aus dem Orf Virus gewonnen wurde. Es spielt im
Menschen wahrscheinlich keine Rolle (Vgl. Ogawa et al., 1998). Bei VEGF-F handelt
es sich um eine Gruppe von VEGF Proteinen, die dem VEGF-A ahnlich sind. VEGF-
F wurde in verschiedenen Giften von Schlangen gefunden. Erstmalig wurde ein
solches Protein 1999 von Komori et al. beschrieben (Vgl. Komori et al., 1999). Sie
gewannen das Protein aus dem Gift der Schlange Vipera aspis aspis. Eine Ubersicht
uber die bisher bekannten VEGF-F Proteine findet sich bei Yamazaki und Morita
(Yamazaki und Morita, 2006).

Neben der Angiogenese fuhren VEGF-A und VEGF-E auch zu einer Ausschuittung
von Thromboplastin. Thromboplastin ist ein Enzym, dass die Bildung von Thrombin
aus Prothrombin kathalysiert (Vgl. Meyer et al., 1999). Damit wird die
Gerinnungskaskade eingeleitet. Vielleicht spielt das VEGF damit auch in diesem
System eine Rolle.

1.8.3 Expression
Die Expression von VEGF und dem VEGFR (VEGF-Rezeptor) wird vorwiegend bei
Hypoxie dramatisch hochreguliert. Hypoxie fuhrt zur Bildung des sogenannten
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hypoxia-inducible factor (HIF). Dieser fuhrt zu einer erhdhten Transkription des
Genes fur VEGF. Uber weitere Prozesse, die bei einer Hypoxie ablaufen, wie zum
Beispiel RNA-bindende Proteine, die die mRNA fur VEGF stabilisieren, kommt es zu
einer vermehrten Umsetzung der Transkripte. Die Hypoxie selbst fihrt au3erdem
Uber einen noch nicht vollstandig verstandenen Weg zu einer Erhéhung der VEGF-
Rezeptoranzahl (Vgl. Pugh und Ratcliffe, 2003). Interessant ist, dass auch eine
Hyperglykamie eine vermehrte Expression von VEGF zur Folge hat. Da VEGF auch
zu einer vermehrten GefalRpermeabilitat flhrt, lieRe sich damit vielleicht das
diabetische Makuladdem erklaren (Vgl. Penn et al., 2008). Eine Involvierung von
VEGF in die Pathogenese der diabetischen Retinopathie ist mittlerweile sogar
gesichert (Vgl. Antonetti et al., 2012). Dazu passt, dass Anti-VEGF (beispielsweise
Ranibizumab und VEGF-Trap Eye) Substanzen bei diesen Erkrankungen wirksam
sind ((Vgl. Massin et al., 2010) und (Do et al., 2011)).

1.9 VEGF-Rezeptoren

1.9.1 Ubersicht

Bei den VEGF Rezeptoren (VEGFR) handelt es sich um Rezeptortyrosinkinasen
(Vgl. Olsson et al., 2006). Es sind drei Rezeptortypen bekannt: VEGFR-1 (auch Flt-1
(fur fms-like tyrosine kinase 1)), VEGFR-2 (auch KDR (fur kinase insert domain-
containing receptor)) und VEGFR 3 (auch Flt-4 (fur fms-like tyrosine kinase 4)) (Vgl.
Witmer et al., 2003). Vom VEGFR 1 ist eine Variante durch alternatives Splicen
bekannt. Dabei handelt es sich um den I6slichen, also sVEGFR-1 (auch sFlt-1 (fur
solubleFlIt1)), der bei der Regulation, insbesondere der VEGF-A Spiegel eine Rolle
spielt (Vgl. Zachary und Gliki, 2001). Neben den Rezeptoren gibt es noch einige Co-
Rezeptoren, wie heparan sulphat proteoglycane und neurolipin-1 (NP-1). Diese
kénnen beispielsweise die Halbwertzeit des Rezeptors auf der Zelle beeinflussen
(Vgl. Olsson et al., 2006). Neurolipin verstarkt aber auch die Bindung von VEGF-A an
den VEGFR-2 Rezeptor. Bei knockout Mausen ohne NP-1 wurde eine verzdgerte
und insuffiziente Bildung der Vaskularisation festgestellt (Vgl. Fuh et al., 1998).

Nicht alle Isoformen des VEGF binden an alle Rezeptortypen. Die jeweiligen
Rezeptormonomere des VEGFR-1 kénnen auch als Heterodimere mit VEGFR-2
aktiviert werden. Das VEGFR-2 Rezeptormonomer kann auflerdem mit dem
VEGFR-3 als Heterodimer aktiviert werden. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht
Uber die jeweiligen Rezeptorkombinationen und dem Bindungsverhalten der VEGF-
Proteine.
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Rezeptor Bindung mit:

VEGFR1 VEGF-A, VEGF-B, VEGF-F PLGF

sVEGFR1 (sFit1) VEGF-A, VEGF-B, PLGF

VEGFR1 und VEGFR2

Heterodimer VEGF-A
VEGF-A, VEGF-E, VEGF-F (VEGF-C, VEGF-D

VEGFR2 nach Proteolyse)

VEGFR2 und VEGFR3

Heterodimer VEGF-C, VEGF-D

VEGFR3 | VEGF-C, VEGF-D

Tabelle 3:

Ubersicht (iber das Bindungsverhalten der verschiedenen VEGF Proteine ((Vgl.
Olsson et al., 2006), (Ogawa et al., 1998) und (Yamazaki und Morita, 2006))

Zusammenfassend kann man sagen, dass VEGF mehrere, zum Teil noch nicht
vollstandig verstandene Funktionen hat. VEGF fuhrt zu einer verstarkten
Angiogenese, zu einer erhohten Permeabilitdt der Gefalde, zu einer Ausschuttung
von Thromboplastin und zu einer Lymphangiogenese. Der Rezeptor fur das VEGF ist
ebenfalls auf Zellen des blutbildenden Systems, wie auf Zellen des Immunsystems
zu finden. Damit liegt es nahe, dass auch hier eine Wirkung entfaltet wird.

Alle drei Isoformen des Rezeptors sind wichtig fur die Entwicklung in der
Embryogenese. In knockout Mausmodellen wurde fur jeden Rezeptor gezeigt, dass
ein Embryo ohne einen der drei Rezeptoren, zumindest in den meisten Fallen, nicht
Uberlebensfahig ist ((Vgl. Dumont et al., 1998), (Fong et al., 1999) und (Shalaby et
al., 1995)). Bei der vorliegenden Arbeit liegt der Schwerpunkt der Betrachtung
allerdings auf den Fahigkeiten zur Angiogenese. Im Folgenden wird auf die einzelnen
Rezeptoren und deren Wirkungsweise naher eingegangen.

1.9.2 VEGFR-1

Der VEGFR-1 ist der als erster entdeckte Rezeptor im VEGF Signalweg. Er hat
gleichzeitig die héchste Affinitat zu VEGF (Vgl. Ferrara, 2004). Insgesamt scheint er
allerdings eine inhibierende Funktion im System des VEGF zu haben. Er wird haufig
als eine Art Falle fur VEGF, insbesondere in der Embryonalphase, beschrieben.
Hiratsuka et al. haben beispielsweise gezeigt, dass 50% der knockout Mause ohne
VEGFR-1 in einer Studie an einem Ubermaligem Wachstum und einer
Disorganisation von Endothelzellen sterben (Vgl. Hiratsuka et al., 2005). Auch ist die
Phosphorilierung der Rezeptortyrosinkinase und damit das intrazellulare Signal als
Reaktion auf eine Bindung von VEGF-A nur sehr gering (Vgl. Seetharam et al.,
1995). Eine Hypothese ist, dass intrazellular eine klassisch bei
Rezeptortyrosinkinasen aktivierte Phosphorilierungsstelle beim VEGFR-1 nicht
phosphoryliert und damit aktiviert wird (Vgl. Ito et al., 1998). In Modellen mit
Uberexpression des Rezeptors, konnte man verschiedene intrazellulare
Interaktionspartner finden. Die drei wichtigsten sind die PI3 Kinase
(Phosphatidylinositoltrisphosphat Kinase), die Phospholipase C-y (PLC y) und der
growth-factor-receptor-bound-2 (Grb2) (Vgl. Matsumoto und Claesson-Welsh, 2001).
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Eine Studie an Endothelzellen der Aorta von Schweinen hat ergeben, dass die
Aktivierung des VEGFR-1 keine oder nur eine schwache Phosphorilierung der
intrazellularen Tyrosinkinasedomane zur Folge hat. In der selben Studie wurde auch
die Phosphorilierung des VEGFR-2 gemessen, die eine sehr starke intrazellulare
Phosphorilierung zur Folge hatte (Vgl. Waltenberger et al., 1994).

Der VEGFR-1 bindet nicht nur das VEGF als Ligand. Die unterschiedliche Reaktion
auf die Bindung der unterschiedlichen Liganden ist bisher noch nicht gut verstanden.
Beispielsweise fuhrt eine Bindung von PLGF zu einer intrazellularen Aktivierung von
AKT/Proteinkinase-B (PKB). Die anderen Bindungspartner bewirken diese
Aktivierung nicht (Vgl. Autiero et al., 2003).

Trotz der oben beschriebenen Hypothese, dass der VEGFR-1 eine inhibierende
Rolle spiele, wurden einzelne Zellen gefunden, die durch den Rezeptor aktiviert
wurden. Hierbei handelt es sich um Makrophagen, die bei einer Stimulierung des
VEGFR-1 durch VEGF-A eine Migration durchfiihren (Vgl. Shibuya, 2001). Dieses
Phanomen ist ebenfalls noch nicht abschlieBend verstanden. Auch Perizyten und
Zellen der glatten Muskulatur scheinen eine Reaktion auf eine Aktivierung des
VEGFR-1 durch VEGF-A zu zeigen (Vgl. Parenti et al., 2002).

All die oben zitierten Studien und Hypothesen zeigen vor allem eines: Die Rolle des
VEGFR-1 ist noch nicht abschlieRend geklart. Bisher wird zusammenfassend
angenommen, dass der VEGFR-1 die Aktivitdt des VEGFR-2 inhibiert. Die
Inhibierung wird vermutlich Uber den PI3K-Signalweg moduliert (Vgl. Zeng et al.,
2001).

1.9.3 sVEGFR-1

Der I6sliche VEGFR-1 wird unter physiologischen Bedingungen exprimiert. Er besitzt
die selbe Affinitat zu VEGF-A, wie seine membranstandige Isoform. Er gilt damit als
ein Regulator der VEGF Spiegel.

AulRerhalb der Augenheilkunde wird eine wichtige Rolle in der Geburtshilfe
angenommen. Der sVEGFR-1 spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der Praeklampsie. Er wird in der Placenta stark exprimiert und fuhrt bei
einer Dysregulation zu Proteinurie, Hypertonie, Endothezelldysfunktion und
Praeklampsie (Vgl. Maynard et al., 2003).

Fir die Augenheilkunde spielt dieser Rezeptor vermutlich kaum eine Rolle.

1.9.4 VEGFR-2

Der VEGFR-2 ist der fir die Angiogenese wichtigste Rezeptor. Er besitzt eine
intrazellulare Tyrosinkinasefunktion. Diese kann durch Medikamente, zum Beispiel
durch das in dieser Arbeit verwendete Vatalanib inhibert werden (Vgl. Wood et al.,
2000). Am Auge ist er wohl fur die pathologische Wirkung verantwortlich (Vgl.
Ferrara, 2004). Der VEGFR-2 wird in verschiedenen Geweben exprimiert. Er findet
sich in Endothelzellen von Blut- und Lymphgefalen, aber auch in hamatopoetischen
Stammzellen und Megakaryozyten (Vgl. Katoh et al., 1998).
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Die intrazellulare Siganltransduktion des VEGFR-2 ist sehr komplex. Abbildung 14
zeigt eine vereinfachte Ubersicht Uber die verschiedenen Signalwege nach
Aktivierung des VEGFR-2 in einer Endothelzelle.

VEGFR 2
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()
@ 38/MAPK @@

P

PIP2

PIP3 @
Akt/PKB

D@

Uberleben der Zelle

Actin
Reorganisation

Migration

Permeabilitat Proliferation

Abbildung 14:
Intrazellulare Signaltransduktion des VEGFR2 (Modifiziert nach (Cross et al., 2003))

Wie aus der Abbildung 14 zu erkennen, hat der Rezeptor im Wesentlichen vier
Funktionen. Neben der Sicherstellung des Uberlebens der Endothelzelle, zahlt dazu
noch eine Erhdhung der Permeabilitat mit Vasodilatation (vermittelt durch das
entstehende NO durch die NO-Synthase (eNOS)), die Migration und eine Steigerung
der Proliferationsrate.

Die verschiedenen Signaltransduktionswege aus der Abbildung 14 sind noch nicht
bis ins letzte Detail verstanden. Es ist bisher nicht genau bekannt, wie es zur
Aktivierung der PI3-Kinase (Poshoinositoltrisphosphatkinase), der p38/MAPK
(mitogen-activated protein kinase), der FAK (focal adhesion kinase) und der SRC
Kinase (dabei handelt es sich um eine Gruppe von im Zytosol vorhandenen
Tyrosinkinasen (sarcoma and cellular)) kommt. Einzig die Phospholipase-Cy besitzt
eine direkte Bindungsstelle fur den VEGFR2 Rezeptor und wird daruber direkt
aktiviert.
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1.9.4.1 Intrazellulare Signaltransduktion des VEGFR-2

Wie beschrieben, ist die intrazellulare Signaltransdgktion des VEGFR-2 bisher noch
nicht vollstandig verstanden. Es folgt eine kleine Ubersicht der bisher gesicherten
Effekte.

1.9.4.2 SRC-Kinase

Uber die Signaltransduktion der SRC-Kinase beim VEGFR-2 ist nicht viel bekannt.
Eliceiri et al (Vgl. Eliceiri et al., 1999) haben gezeigt, dass SRC einen Effekt auf das
Uberleben der Zelle haben. Mause mit einer bestimmten Mutation der SRC Kinase
zeigen aulRerdem bei Stimulus durch VEGF keine Endothelzellpermeabilitat mehr.

1.9.4.3 Phospholipase Cy

Die Phospholipase Cy besitzt eine eigene Bindungsstelle am aktivierten VEGFR2.
Sie wird dadurch selbst aktiviert und bewirkt eine Spaltung von PIP 2
(Phosphatidylinositolbisphosphat) in Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat
(IP3). Das IP3 besitzt einen eigenen Rezeptor am Endoplasmatischen Retikulum
(ER) und fuhrt dort zu einer Ausschuttung von Kalziumionen ins Zytosol. Die erhohte
Kalziumkonzentration in Verbindung mit dem DAG fuhren dann zu einer Aktivierung
der Proteinkinase C (PKC). Diese aktiviert dann verschiedene weitere Enzyme, unter
anderem die RAF-Kinase (rapidly growing fibrosarcoma), die dann wiederum die
MEK (mitogen activated Proteinkinase) aktiviert, die dann Uber eine Aktivierung von
ERK (extracellular controled kinase) zu einer Induktion von Proliferation fuhrt (Vgl.
Takahashi et al., 1999).

1.9.4.4 Regulierung des Zytoskeletts

Die Aktivierung von FAK (focal adhesion kinase) und p38/MAPK (mitogen activated
kinase) dient der Regulierung des Zytoskeletts. FAK und sein Substrat Paxillin
unterstitzen Uber einen recht komplizierten Weg, der auch die PI13-Kinase beinhaltet,
die Zellmigration (Vgl. Qi und Claesson-Welsh, 2001). Die p38/MAPK spielt ebenfalls
eine wichtige Rolle bei der VEGFR-2 vermittelten Zellmigration. Uber die Aktivierung
des HSP 27 (heat shock protein) unterstitzt es die Reorganisation des Actin im
Zytoskelett der Endothelzelle ((Vgl. Lamalice et al.,, 2004) und (McMullen et al.,
2005)).

1.9.4.5 PI3K Pathway

Dieser Weg der Signaltransduktion scheint eine zentrale Rolle bei der Vermittlung
des VEGF Signals in der Zelle zu spielen. Beim PI3K Pathway handelt es sich
aullerdem um einen zentralen Weg der Signaltransduktion. PI3K ist die
Phosphoinositoltrisphosphatkinase. Sie phosphoryliert das PIP2 (Phosphatidyl-
inositolbisphosphat) zu PIP3 (Phosphatidylinositoltrisphosphat), was zu einer Kette
von Ereignissen flhrt. Zunachst wird ein weiteres Schllisselenzym der
Signaltransduktion aktiviert. Akt/PKB (auch denoted protein kinase B) ist ein
Regulierungsenzym fur den Zellzyklus. Durch seine Aktivierung werden die
Caspase9 und BAD (fur Bcl-2 associated death promoter homologe) inhibiert (Vgl.
Gerber et al., 1998). Caspase9 und BAD sind Enzyme, die die Apoptose einer Zelle
einleiten. lhre Inhibierung fihrt zu einem lebenserhaltenden Signal.

Uber Akt/PKB wird auch ein GTP-bindendes Protein namens Rac aktiviert (Vgl.
Eriksson et al., 2003). Rac scheint eine wichtige Rolle fur die Permeabilitdt und die
Migration der Endothelien als Reaktion auf VEGF zu haben. Der genaue
Mechanismus ist bisher nicht geklart.
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Ebenfalls Uber den PI3K pathway, wird die endotheliale NO Synthase (eNOS)
aktiviert. Die eNOS ist kalziumabhangig und sorgt fir eine Freisetzung von NO.
Dieses fuhrt zu einer Vasodilatation durch eine Erschlaffung der glatten Muskulatur,
sowie zu einer Erhdhung der GefalRpermeabilitat und unterstitzt bei der Migration
(Vgl. Dimmeler et al., 1999).

1.9.4.6 Effekte der Aktivierung des VEGFR-2

Zusammenfassend hat eine Aktivierung des VEGFR-2 funf Folgen:
- Es wird ein Uberlebenssignal an die Endothelzelle gegeben

- Die Gefalipermeabilitat wird gesteigert

- Die Gefale dilatieren

- Die Proliferation wird angeregt

- Die Migration wird gesteigert

1.9.5 VEGFR3

Der VEGFRS3 wird, unter physiologischen Umstanden, nur auf Endothelzellen des
lymphatischen Gewebes exprimiert und hat seine Hauptaufgabe wahrscheinlich bei
der Lymphgangiogenese (Vgl. Kaipainen et al., 1995). In frihen Entwicklungsstadien
des Embryos sind VEGFRS3 ebenfalls in vendsen Endothelzellen zu finden (Vgl. Kukk
et al., 1996). Der Rezeptor spielt wahrscheinlich fur die Embryogenese eine grofliere
Rolle, denn Mause mit einem inaktivierten Gen fir den VEGFR3 starben (Vgl.
Dumont et al., 1998). Es fand sich in einigen Tumoren eine Hochregulation dieses
Rezeptors. AulRerdem scheint der Grad der Heterodimerisierung mit VEGFR2 einen
grol3en Einfluss auf die Funktion des Rezeptors zu haben (Vgl. Dixelius et al., 2003).
Seine Liganden sind, wie in Tabelle 3 gezeigt, VEGF-C und VEGF-D.

Fur die Augenheilkunde spielt er vermutlich nur eine untergeordnete Rolle.

1.10 Tiermodelle der feuchten AMD im Uberblick

Bisher gibt es keine ex vivo Modelle oder Zellkulturen, um Therapien der feuchten
AMD zu vergleichen. Die Pathogenese der Erkrankung ist ein komplexer Prozess,
der bisher nur in einigen Tierversuchen nachvollzogen werden konnte und noch nicht
bis ins letzte Detail verstanden ist. Deswegen wurde in der vorliegenden Arbeit ein
Tiermodell gewahlt.

Es gibt im Wesentlichen funf Tiere, die fur mogliche CNV Modelle in Frage kommen
und in der Literatur beschrieben sind. Die ersten Modelle basierten auf Affen. Moglich
ist auch die Verwendung von Schweinen, Hasen, Ratten und Mausen. Ferner gibt es
mehrere Maoglichkeiten, eine CNV in diesen Spezies auszuldsen. Die
Laserkoagulation der Bruch‘schen Membran ist die haufigste (Vgl. Grossniklaus et
al., 2010). Elizabeth Rakoczy et al. geben einen Uberblick Uber die verschiedenen
gangigen Mausmodelle fur die Forschung an der AMD (Vgl. Elizabeth Rakoczy et al.,
2006).
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1.10.1 Entwicklung des verwendeten Modells

1976 veroffentlichte Morton F. Goldberg von der Universitat lllinois in Chicago einen
Artikel, in dem er die Bedeutung der Bruch‘schen Membran bei der feuchten AMD
hervorhebt. Er schreibt, dass es viele Krankheiten gibt, bei denen ein Defekt in der
Membran zu einem Wachstum von abnormalen Blutgefal3en in den Raum unter dem
retinalen Pigmentepithel fuhrt. Durch Transsudation, Blutung, lokales Wachstum
kann die Funktion des Epithels gestort werden (Goldberg, 1976). Die Erkenntnis,
dass es durch eine Ruptur der Bruch'schen Membran zu den oben genannten
pathologischen Ereignissen kommt, fihrte wohl zum ersten Tiermodell fur die AMD.

Stephen J. Ryan veroffentlichte 1979 ein Modell fir die altersbedingte
Makuladegeneration, bei dem er mit einem Argonlaser gezielt die Bruch'sche
membran zur Induktion einer CNV rupturierte. Bei Rhesus Affen verursachte er kleine
Spots von 50-100um Durchmesser bei einer Laserintensitat von 200-900mW.

Ryan fand keine CNV bei seinem Versuch, allerdings fuhrte er erst nach 16 Wochen
eine histopathologische Aufarbeitung durch (Vgl. Ryan, 1979). Heute weil3 man, dass
sich die durch Laser ausgelosten Neovaskularisationen schnell wieder zurlckbilden
und nach einiger Zeit kaum noch nachweisbar sind (Kuroki et al., 2002). AuRerdem
waren die Farbemethoden damals noch nicht so ausgereift wie heute.

Ernest T. Dobi verdffentlichte als erster 1989 ein Lasermodell an Ratten (Vgl. Dobi et
al., 1989). In dieser Arbeit hat er nachgewiesen, dass es reproduzierbar mdglich ist,
eine CNV durch den Einsatz eines Lasers in Ratten auszulésen. Damit wurde eine
breitere Forschung an der AMD mdoglich, da es sich bei Ratten um niedere
Saugetiere als Affen handelt, Ratten einfacher zu halten und kostenglnstiger zu
beschaffen sind.

In der Augenheilkunde und speziell bei der Forschung an der AMD, bieten sich
seitdem sowohl Ratten als auch Mause als Versuchstiere an. Fur beide Arten sind in
der Literatur ahnliche Modelle, wie das in dieser Arbeit gewahlte, zu finden ((Vgl.
Elizabeth Rakoczy et al., 2006) und (Tobe et al., 1998)). Mause haben verschiedene
Vorteile. Sie sind einfacher und gunstiger in der Haltung, preiswerter in der
Anschaffung und es sind transgene Mausmodelle bekannt und etabliert. Ein
wesentlicher Nachteil ist das Fehlen einer Makula bei der Maus. Dieses erscheint
aber nicht so wichtig, da fur ein Modell zum Verstandnis der Pathologie, eine CNV
artifiziell durch den Laser an jeder Stelle der Retina ausgeldst werden kann. Aus
diesen Grinden wurde die Maus als Versuchstier gewahit.

1.11 Hypothese

Obwohl die Therapie der feuchten AMD erhebliche Fortschritte gemacht hat,
verbleibt dennoch ein signifikanter Bedarf flir neue Therapien, die entweder weniger
invasiv zu applizieren sind, oder eine noch hohere Wirksamkeit aufweisen. Um
solche Therapien zu testen, bedarf es eines Modells, indem man den
Therapiekandidaten mit dem Standard vergleichen kann. Aufgrund ihrer Spezifitat fur
humanes VEGF sind verfugbare Substanzen wie Ranibizumab und Bevazicumab an
Nagetieren nicht einsetzbar. Das Ziel dieser Arbeit ist daher, einen frei verfugbaren
VEGF Blocker auf Antikdrperbasis zu identifizieren, der als experimenteller Standard
dienen konnte.
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2. Material und Methoden

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Tiermodell zur Erforschung der feuchten
Altersbedingten Makuladegeneration am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf
(UKE) zu etablieren und eine im Mausmodell wirksame Anti-VEGF Standardsubstanz
zu finden.

2.1 Genehmigung

Tierversuche sind in Deutschland im Tierschutzgesetz §§ 7-9 (TierSchG) geregelt.
Versuche an Tieren mussen laut diesem Gesetz von einer Behdrde genehmigt
werden. Die Genehmigung erfolgt auf Grundlage der wissenschaftlichen
Voraussetzung und der vorhandenen Erfahrung sowie Ausstattung. Es wurde
ordnungsgemal ein Antrag zur Durchfihrung dieses Projektes gestellt und von der
Behorde fur Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz der Stadt
Hamburg genehmigt (Genehmigungsnummer 62/08).

2.2 Aufbau

Die Mause stammen aus der Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg
Eppendorf (UKE). In der vorliegenden Arbeit wurden die Ublichen Wildtypmause C
57/BL6 gewahlt. Es wurden acht Versuchsgruppen mit jeweils acht Tieren geplant.
Dabei sollten vier verschiedene Antikdrper gegen Maus-VEGF getestet werden. Als
Positivkontrolle dient ein gut etablierter Inhibitor, der in der Signalkaskade des VEGF
wirkt (Wortmannin). Dazu wurden noch zwei Anwendungsbeispiele von Substanzen
gewabhlt, die sich gerade in der klinischen Erprobung befinden. Da einige Vorarbeiten
mit Bevacizumab bestehen, wurde diese Substanz als zweite Negativkontrolle
verwendet. Die Gruppen gliedern sich folgendermalien:

Antikorper Dosis Anzahl Tiere
BSS (Kontrolle) ‘ 1ul 19
Wortmannin (Calbiochem) ‘ 1 ul (12,5 uM) 9
500-P131 (Peprotech Inc) ‘ 1ul (0,5 pg/ul) 13
Bevacizumab (Avastin ®) | 1l (25 ug /ul)
XP-5293 (ProSci Inc) | 1l (0,5 pg/ul)
5364-100 (Biovision) ‘ 1ul (0,5 pg/ul)
PTK787 (Vatalanib) ‘ 1ul (0,5 pg/ul) 10
Mecamylamine ‘ 1ul (0,5 pg/ul) 7

Tabelle 4:
Ubersicht Gber die verwendeten Substanzen, deren Konzentration und die Anzahl
der Tiere

Zur Bestimmung der Grof3e einer CNV eignen sich entweder die Fluoreszenz-
angiographie oder die Herstellung sogenannter choroidaler Flat Mount Praparate.
Beide Methoden sind in der Literatur anerkannt und gleichwertig (Vgl. Toma et al.,
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2010). Aufgrund der einfacheren Durchflihrbarkeit wurde die Herstellung von Flat
Mount Praparaten gewahlt. Auf die genaue Herstellung wird im Folgenden weiter
eingegangen.

2.3 Verwendete Substanzen

2.3.1BSS

BSS ist die Abkurzung fur balanced salt solution. Hierbei handelt es sich um eine
Lésung, die in der Augenheilkunde vornehmlich im OP verwendet wird und in der
Forschung als Negativkontrolle Anwendung findet. Wie der Name sagt, handelt es
sich um eine isotonische Salzlosung, die keinen Effekt auf die Bruch‘'sche Membran
und auf die Entstehung einer CNV hat. Diese Versuchssubstanz diente daher als
Negativprobe.

2.3.2 Wortmannin

Wortmannin ist ein gut etablierter Inhibitor des PI3K-Akt Signalweges (siehe Kapitel
1.9.4.1 ff) und dient in dieser Arbeit als Positivkontrolle. Matsubara et al haben in
einer Studie an Ratten gezeigt, dass bei der Entstehung einer CNV nach
Laserkoagulation, durch eine Dephosphorilierung, der Caspase-Signalweg aktiviert
wird (Matsubara et al., 2007). Wortmannin ist damit in der Lage durch eine
Hemmung dieses Signalweges die Grolle einer experimentellen Laser-CNV zu
vermindern.

2.3.3 Antikorper 500-P131 (Peprotech)

Beim Antikorper 500-P131 der Firma Peprotech Inc. handelt es sich um einen
polyklonalen Anti-Murine VEGF-Antikorper. Er wird aus Kaninchen gewonnen und
richtet sich unspezifisch gegen alle VEGF-Formen. Der Hersteller gibt eine
Wirksamkeit bei der Maus an.

2.3.4 Bevacizumab

Bevacizumab (Handelsnahme Avastin) ist ein humanisierter anti-VEGF-Antikorper,
der beim Menschen in der Therapie der feuchten Altersbedingten Makula-
degeneration eingesetzt wird. Er wird aus CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovarial
Cells) gewonnen und ist ein IgG1-Antikdrper gegen alle Isoformen des humanen
VEGF. Er besteht aus 7% murinen und 93% humanen Sequenzen (Vgl. Marzoll,
2006). Bisher hat diese Substanz im Nagetierexperiment keine Wirkung auf eine
laserinduzierte CNV gezeigt. Es gibt allerdings mehrere Arbeiten, die eine Wirkung
auf eine corneale Neovaskularisation von Bevacizumab im Nagetierexperiment
zeigen (Vgl. Dratviman-Storobinsky et al., 2009). Dabei wird eine Wirkung auf das
VEGF-System bei der Maus angenommen. Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei
Bevacizumab um einen humanisierten monoklonalen Antikorper handelt, der das
Maus VEGF nicht binden sollte, erscheint eine Wirkung auf die laserinduzierte CNV
sehr unwahrscheinlich. Diese Substanz wurde daher zur Bestatigung oder
Widerlegung in die Studie eingeschlossen.

2.3.5 Antikorper XP-5293 (ProSci)

Der Antikorper XP-5293 der Firma ProSci Inc. ist ein aus dem Kaninchen
gewonnener polyklonaler VEGF-Antikorper. Er ist nach den Herstellerangaben in der
Maus wirksam und richtet sich unspezifisch gegen alle Isoformen des VEGF.
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2.3.6 Antikorper 5364-100 (Biovision)

Der Antikorper 5364-100 der Firma Biovision ist ebenfalls ein polyklonaler anti-
Murine VEGF Antikorper. Der Wirt fur die Gewinnung ist ein Kaninchen und wirkt
unspezifisch auf alle Isoformen der VEGF Familie. Der Hersteller gibt eine
Wirksamkeit in der Maus an.

2.3.7 PTK 787 (Vatalanib)

Bei Vatalanib handelt es sich um ein smal molecule, dass unspezifisch die
Rezeptortyrosinkinasedomane des VEGF-Rezeptors inhibiert. Die grofte Affinitat
besitzt Vatalanib zum VEGF-R2. Es konnte gezeigt werden, dass eine Wirkung bei
subcutaner und oraler Applikation auf eine Laserinduzierte CNV besteht ((Vgl. Ozaki
et al., 2000) und (Kwak et al., 2000)). Bisher wurde die Wirkung bei intravitrealer
Injektion jedoch nicht untersucht und die Wirkung mit Anti-VEGF Antikdrpern
verglichen, daher wurde diese Substanz als Anwendungsbeispiel fur das in dieser
Arbeit vorgestellte Modell aufgenommen.

2.3.8 Mecamylamine

Mecamylamine ist ein unspezifischer Inhibitor des nAchR. Kiuchi et al haben gezeigt,
dass diese Substanz einen Einfluss auf die laserinduzierte CNV hat (Vgl. Kiuchi et
al., 2008). Die Wirkung bei intravitrealer Injektion wurde bisher jedoch nicht
untersucht. Mecamylamine wurde daher als Anwendungsbeispiel auch zum Vergleich
mit Anti-VEGF Antikérpern mit in die Arbeit aufgenommen.

2.4 Durchflihrung

2.4.1 Narkotisierung

Die Mause wurden mittels einer intraperitonealen Injektion von 16mg/kgkG Xylazin
und 120mg/kgKG Ketamin narkotisiert. Bei der Applikation der Narkose wurde
vordringlich darauf geachtet, dass keine inneren Organe der Maus verletzt werden.
Deswegen erfolgte die Narkose in fixierter Rickenlage etwa 2 cm medial des
Huftgelenkes der Maus. Bevor die Lasertherapie durchgefuhrt wurde, wurden die
Schutzreflexe der Maus uberpruft. Erst als keine Schutzreflexe mehr auslosbar
waren, die Narkose also tief genug war, wurde eine Behandlung des Tieres
vorgenommen.

2.4.2 Mydriatisierung und Laserkoagulation

Nach Erweiterung der Pupillen mittels eines Tropfens Mydriatikum Stulln® wurde in
jeweils einem Auge eines Tieres vier Laserspots um die Papille gesetzt. Diese durfen
nicht zu dicht an die Papille gesetzt werden und dirfen nicht zu nah beieinander
sein, da sonst die einzelnen CNV Spots zu einer grofieren CNV konfluieren (Vgl.
Kuroki et al., 2002). Durch die Laserbehandlung wird die Bruch‘sche Membran
rupturiert. Dies kann fundoskopisch anhand einer Blase im Bereich des Laserherdes
erkannt werden.

Die GrolRe des Laserspots wurde auf 75um bei 140 Watt fur 0,2 sec eingestellt. Als
Kontaktglas wurde ein Deckglaschen mit Vidisic-gel verwendet. Als Laser wurde ein
an einer Spaltlampe montierter doppelt gepulster Neodym YAG-Laser (Yttrium-
Aluminium-Granat) verwendet.
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2.4.3 Intravitreale Injektion

Direkt nach der Laserkoagulation folgte die Behandlung mittels intravitrealer Injektion
der oben genannten Substanzen. Die Linse des Mausauges ist sehr grof3 und nimmt
einen grolien Teil des Augeninnenraumes ein. Daher wurde mit einer feinen Nadel
limbusnah in einem steilen Winkel die Injektion vorgenommen. Dabei konnte unter
dem Mikroskop die richtige Lage der Nadel im Bulbus hinter der Linse verifiziert
werden. Nach erneuter Uberpriifung der Narkose wurde zunachst durch eine
Vitrektomie 1yl des Glaskorpers entfernt um keine akute Drucksteigerung
auszulésen. So bleibt der intraokulare Druck (IOD) nach Applikation der Substanzen
normal. AnschlieRend wurde 1ul der Testsubstanz injiziert. In einer Sitzung wurden
jeweils sechs Mause gleichzeitig behandelt. Um Tagesschwankungen bei den
Versuchsdurchgangen zu vermeiden, wurden immer mehrere Substanzen bei
unterschiedlichen Mausen in einer Versuchssitzung appliziert. Die Dosierung der
Testsubstanzen ist in der Tabelle 4 dargestellt. Nach der Laserkoagulation und der
intravitrealen Injektion wurde auf die Oberflache (Hornhaut) des behandelten
Mausauges Vidisic-gel zum Schutz und zur Pflege des Auges aufgetragen.

2.4 .4 Herstellung der Flat Mount Praparate

Die Augenentnahme erfolgte nach Injektion von Thiopental (die Dosis betrug 100mg
pro Kilogramm Korpergewicht der Maus) nach Ablauf von 14 Tagen. Der Zeitpunkt
wurde aufgrund einer Studie von Kuroki et al. gewahlt, die eine Ubersicht (iber die
Entwicklung einer Laserinduzierten CNV im zeitlichen Verlauf veroffentlichten (Vgl.
Kuroki et al., 2002). Demnach ist der ideale Zeitpunkt fur die Bestimmung der Grolie
um den 14. Tag nach Laserbehandlung. Nach Feststellung der erloschenen
Schutzreflexe, fehlendem Herzschlag und Atmung, erfolgte die Ennukleation und
Perforation des Bulbus. Dieser wurde anschlief3end mit einer feinen Nadel limbusnah
perforiert und fur 24 Stunden in 4%iger Paraformaldehydlésung (PFA) (pH 7,4) fixiert.
Die PFA-L6sung wurde vor jeder Enukleation frisch hergestellt. Das nicht behandelte
Auge wurde nach der PFA Inkubation in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS)
konserviert und aufbewahrt. Das jeweils behandelte Auge wurde nach der PFA
Fixierung zu einem Flat Mount Praparat weiter verarbeitet. Dazu wurde die Hornhaut
am Limbus abgesetzt. Anschlielend wurde die durch das PFA fixierte Netzhaut von
der Aderhaut getrennt und unter Schonung der Laserspots vier mal bis kurz vor der
Papille eingeschnitten. Etwaige Reste des Nervus Opticus oder der Augenmuskeln
wurden von der Ruckseite des Bulbus entfernt. Das fertige Praparat hat damit dann
die Form eines vierblattrigen Kleeblattes.

2.4.5 Farbung

Nach Abschluss der Praparation erfolgte die Farbung der Praparate. Hierzu wurden
die Flat Mounts zunachst mittels einer Blockierlosung vorbereitet. Die Blockierldsung
besteht aus 0,3% Triton-X100, 0,3% BSA (Bovine Serum Albumin) und PBS Puffer.
Die Blockierlosung dient der Trennung von korpereigenen Eiweilen von den
Proteinen an den Kapillaren, die im nachsten Schritt angefarbt werden sollen. So ist
sicher gestellt, dass auch nur die Kapillaren der choroidalen Neovaskularisation
sichtbar gefarbt werden. Die Flat Mounts werden eine Stunde in der Blockierldsung
auf einem Schwenktisch in 24Well Platten inkubiert.

Die eigentliche Farbung geschieht mittels Lectin FITC Praparat L4895 der Firma
Sigma-Aldrich in einer Konzentration von 1:50. Lectin FITC bindet spezifisch an die
unvollkommenen, bei der Laserkoagulation neu entstandenen Kapillaren. Hierzu
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werden fur jedes Praparat 200 pl Farbelésung angesetzt und anschlieRend die
Praparate in der Lésung flir mindestens zwei Stunden auf dem Schwenktisch
inkubiert. Aufgrund der Lichtsensibilitat des Antikorpers werden die 24\Well Platten fur
die Inkubation und alle weiteren Schritte in Aluminiumfolie gewickelt.

Im letzten Farbeschritt wird das fertig gefarbte Praparat gewaschen. Hierzu wird ein
Puffer mit folgender Zusammensetzung verwendet: 1% Triton-X100 und PBS. Die
Praparate werden jeweils funf Minuten in der in Aluminiumfolie gewickelten 24Well
Platte mit 400ml des Waschpuffers inkubiert. Nach drei Durchgangen ist die Farbung
beendet.

2.4.6 Fertigstellung und Sicherstellung mit dem Photomikroskop

Aufgrund der Lichtinstabilitat des Farbeantikdrpers wurden die Flat Mounts direkt auf
einen Tropfen Ol auf einen Objekttrager gelegt und mit einem Deckglaschen bedeckt.
Die Dokumentation am Fluoreszenzmikroskop folgte nach der Fertigstellung der
Objekttrager mit den Praparaten. Das Mikroskop verfligte Uber eine Kamera, die
direkt an einen Computer angeschlossen ist. Mithilfe des Programmes ,AnalySIS®"
auf dem PC wurde dann ein Photo von der jeweiligen CNV gemacht.

\l\

Abbildung 15:
Logo des Programms zum Photographieren der CNV

Durch einen blauen FluoreszenZzfilter wurde der Farbeantikdrper aktiviert und die
CNV sichtbar gemacht. Die einzelnen CNVs wurden immer in 100facher
VergroRerung aufgenommen.

2.4.7 Dokumentation

Die Beschriftung der CNV fand immer nach dem gleichen Schema statt. Zunachst
wurde der Name des Versuchstieres beschrieben, anschlieend welches Auge, dann
die Lokalisation und am Ende die VergrofRerung. Die Beschreibung der Lokalisation
folgte der Lage auf einer Uhr. Die CNV, die der 12 Uhr am nachsten lag erhielt die
eins, die weitere Beschreibung folgte im Uhrzeigersinn mit zwei bis vier. Beispiel:

Name 1 R 1 200
Name der Maus Auge Lokalisation VergréBerung

2.4.8 Auswertung

Die Auswertung der Flache der CNV folgte anschlieRend mit Hilfe eines Programmes
der Universitat von Texas aus deren ,Health Science Centre at San
Antonio® (UTHSCSA). Dort wurde das kostenfrei erhaltliche ImageTool® entwickelt.
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Es wurden noch verschiedene andere Programme zur Auswertung getestet. Das
ImageTool® stellte sich dabei aber als das geeignetste heraus.

Da eine CNV ein dreidimensionaler Prozess ist, wird in einigen Arbeitsgruppen
mittels Konvergenzmikroskop das Volumen einer CNV berechnet. In Ermangelung
eines solchen Mikroskopes und bestatigt durch die Studien, die es zur AMD schon
gibt (Vgl. Toma et al., 2010), wurde in der vorliegenden Studie die Bestimmung der
Flache der CNV als Abbild der Schwere gewahlt.

Bei der Auswertung der CNV wurde das Bild der CNV zunachst in das Programm
geladen.
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Abbildung 16:
Benutzeroberflache des ImageTool®

AnschlieBend wurde mit einem Zeicheninstrument ein Rahmen entlang der
fluoreszierenden CNV gezogen.

Abbildung 17:
Markieren der CNV Flache
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In der Tabelle am unteren Rand des Programmes wurde nach Schlielung des
Rahmens um die CNV die Flache innerhalb des Rahmens in Pixeln angegeben.

P ————————————————— ]

»

Abbildung 18:
Darstellung der Ergebnisse der ausgewahlten Flache

Wichtig war, dass die Bilder vor der Auswertung keiner Komprimierung oder
sonstigen Bearbeitung unterzogen wurden. Dieses hatte die Anzahl der Pixel
verandert und das Ergebnis verfalscht.

2.4.9 Statistische Auswertung
Aus der Flache der bis zu vier einzelnen CNVs wurde die DurchschnittsgroRe der
CNV flr diese Maus gebildet.

Die aus dem Programm gewonnenen Daten wurden mittels eines T-Test zu BSS
statistisch ausgewertet und der Signifikanzgrad berechnet. Es wurde auflerdem
sowohl der Standardfehler, als auch die Standardabweichung berechnet.

Jeder einzelne Schritt des Versuchs wurde fur jedes einzelne Tier auf einem Begleit-
bogen dokumentiert.

2.5 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Jede CNV, die mit dem Mikroskop gut gesichert werden konnte und nicht eine der
folgenden Ausschlusskriterien erfullte, wurde in die Studie eingeschlossen.

Ein Auge oder eine CNV musste unter bestimmten Voraussetzungen ausge-

schlossen werden. Die nachfolgende Aufzdhlung gibt eine Ubersicht (iber die
Kriterien, die zu einem Ausschluss fihrten:
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2.5.1 Blutung wahrend der Laserkoagulation

Bei der Laserbehandlung ist es immer mdglich ein kleineres Gefaly zu treffen. Durch
die unkontrollierte und Ubermaliige Freisetzung von angiogenetischen Faktoren ist
das Ergebnis dieser Behandlung verfalscht. Es kam insgesamt bei drei
Versuchstieren zu einer Blutung wahrend der Behandlung. Bei diesen Tieren wurde
anschlie3end das jeweils andere Auge behandelt und ausgewertet.

2.5.2 Katarakt

Durch das Mydriatikum oder die Narkose kann es bei einigen Tieren zur Bildung
einer reversiblen Katarakt kommen. Das erschwert die Laserkoagulation oder macht
sie in einigen Fallen unmdglich. Auch eine Erfolgskontrolle der Koagulation ist nicht
moglich. Wenn die Mause eine Katarakt entwickelten, wurde das jeweils andere
Auge verwendet. War auch dieses von einer Katarakt betroffen, wurde die Maus in
einer spateren Versuchsgruppe behandelt.

2.5.3 Konfluierung von mehreren Laserkoagualtionspunkten

Wenn zwei Laserkoagulationspunkte zu dicht beieinander liegen, kommt es zu einer
mehr als linearen VergroRerung der CNV (Vgl. Kuroki et al., 2002). Die beiden
Koagulationspunkte verstarken sich gegenseitig, so dass die entstehende CNV das
Gesamtergebnis verfalscht. In funf Fallen trat diese Konfluierung auf. Das Auge
beziehungsweise die gesamte Maus wurde aus der Auswertung genommen.

2.5.4 Infektion

Durch die Vitrektomie kann es zu einer Infektion des Auges kommen. Bei einer
Infektion kann es zu einer Verfalschung des Ergebnisses kommen, beispielsweise
durch eine Beeinflussung der zu untersuchenden angiogenetischen Faktoren. Eine
Infektion wurde nicht beobachtet.

2.5.5 Leckage des Bulbus

Bei drei Mausen erfolgte keine Abdichtung der perforierten Stelle nach der
intravitrealen Injektion. Dadurch konnte sich kein Druck mehr aufbauen und es
bildete sich ein Mikrophthalmus. Durch die veranderten Proportionen mussten diese
Augen aus der Arbeit ausgeschlossen werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Methodische Vorarbeit

Die vorgestellte Methode liel3 sich gut und standardisiert durchfuhren. Insgesamt
traten wenige kleinere Schwierigkeiten auf, die sich aber allesamt im Verlauf der
Arbeit mit steigender Erfahrung nicht mehr einstellten. Gerade zu Beginn ist in vier
Fallen die technische Durchfuhrung nicht gegluckt.

Bei der Aufbringung des Mydriatikums kam es zu einigen Fallen einer Katarakt.
Diese Mause wurden dann am anderen Auge oder in einer spateren Versuchsgruppe
behandelt. Keine Maus musste deshalb ausgeschlossen werden.

Die Fundoskopie des Mausauges erforderte zu Beginn eine gewisse Ubung, war
aber im Verlauf schnell und problemlos machbar. Die Versuche zeigen, dass mit
steigender Erfahrung am Laser, die Ergebnisse besser werden. Nicht jeder Versuch
einer Laserkoagulation fuhrt automatisch zu einer Ruptur der Bruch‘schen Membran
und damit zur Entstehung einer CNV. Der Laser muss direkt Uber der Netzhaut
fokussiert sein, um eine Ruptur zu erzeugen. Zum Schutz des Arztes und des
Patienten laufen die Laserstrahlen nicht primar parallel, sondern konvergent. Sie
haben damit nicht zu jedem Zeitpunkt die selbe Energie, sondern sie fokussieren
sich an einem Punkt zum eingestellten Energiemaximum. Der Fall einer
unvollstandigen Laserkoagulation ohne Blasenbildung und anschlieBender CNV trat
nur zu Beginn der Arbeit auf. Mit steigender Erfahrung am Laser war eine
unvollstandige Koagulation nur noch sehr selten zu beobachten. Da pro Auge
insgesamt vier Laserspots gesetzt wurden, und das Ergebnis der Flache der Spots
als Mittelwert Eingang in die Arbeit gefunden haben, wurde im Falle einer
unvollstandigen Koagulation der Mittelwert der gegliickten Spots verwendet.

Die anderen mdglichen Komplikationen der Laserbehandlung wurden ebenfalls
teilweise beobachtet. In insgesamt drei Fallen kam es zur Verletzung eines
NetzhautgefaRes und damit zu einer Blutung. Diese Mause wurden aus der Arbeit
ausgeschlossen. In funf weiteren Fallen musste eine Maus ausgeschlossen werden,
da zwei oder mehr Laserkoagulationspunkte konfluiert waren. Diese Falle traten zu
Beginn der Versuchsdurchfuhrung auf und waren im Verlauf der Arbeit mit steigender
Erfahrung am Laser nicht mehr zu beobachten.

Insgesamt erforderten alle Arbeitsschritte eine gewisse Ubung. Bei der intravitrealen
Injektion stellte sich das Problem, dass die Linse bei der Maus einen grof3en Teil des
Innenraums des Bulbus einnimmt. Es bestand immer die Gefahr, dass mit der
Injektionsnadel die Linse verletzt wird. Daher wurde die intravitreale Injektion immer
limbusnah mit einem steilen Winkel und unter dem Mikroskop durchgefuhrt. So
konnte die sichere Lage der Nadel kontrolliert werden. Mit steigender Erfahrung
konnte dabei eine hohere Geschwindigkeit bei der Durchfuhrung erreicht werden.
Durch die grof3e Sorgfalt und die Arbeit unter dem Mikroskop wurde bei der
vorliegenden Arbeit keine Verletzung der Linse beobachtet.

In drei Fallen erfolgte nach der Injektion keine Abdichtung der Perforation mit
anschlielender Bildung eines Mikrophthalmus. Die Falle traten etwa in der Mitte der
Versuchsdurchfuhrung auf und wurden aus der Arbeit ausgeschlossen. Es wurde auf
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hygienische Durchfihrung wahrend des gesamten Versuchsablaufes geachtet und
die Augen wahrend der Beobachtungszeit sorgfaltig gepruft. Eine Infektion wurde
nicht beobachtet.

Die Praparation wurde an den jeweils nicht behandelten Augen geprobt. Zu Beginn
kam es teilweise zu einer ungenugenden Fixierung der Netzhaut in der PFA Ldsung.
Dadurch wurde die Praparation extrem erschwert, da die Choroidea teilweise mit der
Netzhaut zusammen abgezogen wurde. Wenn das PFA zur Fixierung unmittelbar
vorher frisch angesetzt wurde, trat dieses Problem nicht auf. Daher gab es diese
Komplikation nur am Beginn der Versuchsdurchfiuhrung. Es musste kein Auge
deshalb aus der Wertung ausgeschlossen werden. Die Farbung erwies sich als
problemlos durchzufuhren. Beim anschlieBenden Mikroskopieren und Auswerten
wurde anfangs etwas mehr Zeit bendtigt bis alle Einstellungen beim Mikroskop
gefunden und auch das passende Programm gefunden wurde. Unter den getesteten
Programmen erwies sich das Image Tool® als am Besten zu handhaben. Nach
Finden der Einstellungen und des Programmes gab es keine Probleme bei diesem
Teil der Arbeit.

3.2 Ergebnisse der Interventionen

Im Folgenden werden, der Ubersichtlichkeit halber, die verschiedenen Anti-VEGF
Antikdrper nach ihrer Herstellerfirma benannt. Es folgt zunachst die Ubersicht iber
die erzielten Ergebnisse. AnschlieRend wird naher auf die einzelnen Gruppen
eingegangen.

Abbildung 19:
Beispiel einer Laserinduzierten CNV (Vergrolierung: 100fach) bei der Maus
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CNV -

Gruppe I\l:::‘t?ll(\;\a%rt Stacr1';:rd- Stacr:::izrd- Anzahl L Le;;zu
Pixel) abweichung fehler

BSS | 493 152 39 19

Wortmanin** | 269 70 22 9 0,000114
Peprotech* | 369 135 37 13 0,048
Bevacizumab | 460 260 87 9 0,315
ProSci Inc. | 570 194 65 9 0,423
BioVision | 641 189 67 8 0,093
Vatalanib** | 346 75 24 10 0,0048
Mecamylamine* ‘ 358 51 19 7 0,021
Tabelle 5:

Ubersicht iber die Ergebnisse (gerundete Zahlen) (Signifikanz: **=p<0,01; *=p<0,05)

der Untersuchungsreihen

In der vorliegenden Arbeit wurde ein T-Test fur zwei unabhangige Stichproben
verwendet. Der T-Test im allgemeinen dient der Untersuchung, ob sich zwei Gruppen
signifikant voneinander unterscheiden. Auch Untersuchungen innerhalb einer Gruppe
sind denkbar, finden hier aber aufgrund der Fragestellung keine sinnvolle

Anwendung.

420

CNV Grofe (in 1000 Pixel)

BSS

Wortmanin**

Peprotech’

Bevacizumahb

ProSci Inc

Biovision

Vatatanib**

Mecamylamin®

Abbildung 20:

Graphische Darstellung der erzielten Ergebnisse (Signifikanz: **=p<0,01; *=p<0,05)

der Untersuchungsreihen
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Die Tabelle und das Box Plot Diagramm zeigen, dass das Modell funktioniert. Es gibt
vier Substanzen, die bei intravitrealer Injektion eine signifikant kleinere CNV als bei
Injektion der Kontrollsubstanz zur Folge haben. Die anderen getesteten Substanzen
haben keinen signifikanten Effekt. Es fallt weiterhin auf, dass die Streuung der
Ergebnisse, insbesondere beim Bevacizumab, immens ist. Der Median ist zwar
verhaltnismallig niedrig, die GroRen der CNV variieren jedoch erheblich. Anders ist
es beim Antikorper von Peprotech. Der Peprotech-Antikdrper bewirkt eine geringere
Streuung der CNV Grofe und auch der Median ist niedriger als bei allen anderen
anti-VEGF Substanzen. Im T-Test ergibt sich eine Signifikanz (p=<0,05). Der frei
verfugbare Antikorper von Peprotech ist also in der Lage, eine laserinduzierte CNV
signifikant zu verkleinern.

Die gewahlte Positivkontrolle Wortmannin erweist sich, wie erwartet, in jeder Hinsicht
als wirksam. Der Signifikanzwert (p-Wert) des T-Tests zu BSS ist weit kleiner als
0,001 und damit hochsignifikant. Der Mittelwert der Flache der CNV ist fast halb so
klein, wie der Mittelwert der Kontrollgruppe. Der Median ist der niedrigste von allen
getesteten Substanzen und die Streuung der Werte ist sehr gering. Damit bestatigt
sich die Funktionsfahigkeit des Modells. Die hier vorliegende Arbeit bestatigt ebenso
die Arbeit von Matsubara et al. (Matsubara et al., 2007), Wortmannin ist ein
effizienter Hemmer einer laserinduzierten CNV.

Die Antikorper von ProSci Inc und BioVision zeigen einen ahnlich hohen Median wie
die BSS Probe, sowie eine ahnlich grol3e Streuung der einzelnen Ergebnisse. Beide
zeigen keine Signifikanz im T-Test und sind damit nicht in der Lage eine
laserinduzierte CNV im Mausmodell zu beeinflussen.

Die beiden Anwendungsbeispiele fur mogliche zukinftige Therapien erweisen sich in
diesem Modell als gut funktionsfahig. Vatalanib hat mit einem hohen
Signifikanzniveau von p=<0,01 eine Verkleinerung der CNV gegenuber der
Kontrollgruppe zur Folge. Auch Mecamylamine zeigt eine Beeinflussung der Grolie
der CNV. Hier liegt das Signifikanzniveau bei p=0,021 und damit im statistisch
signifikanten Bereich. Der Median dieser Testsubstanz liegt sogar niedriger als bei
Vatalanib. Insgesamt weisen beide Substanzen eine geringe Streuung der Werte auf
und nur eine geringe Standardabweichung und einen niedrigen Standardfehler.

Auch ein kommerziell frei erhaltlicher Anti-VEGF Antikorper ist in der Lage, die Grole
einer laserinduzierten CNV signifikant zu verringern. Der Antikérper 500-P131 der
Firma Peprotech Inc. reduziert die GroRe der CNV in der vorliegenden Arbeit mit
einem Signifikanzwert von p=<0,5.

Bevacizumab hat wie erwartet keinen Effekt auf die Grole einer laserinduzierten
CNV. Es zeigt sich keine signifikante Verkleinerung, der Mittelwert liegt in etwa auf
dem Niveau der Kontrollgruppe. Auffallig ist die groRRe Streuung der Ergebnisse und
der niedrige Median.

Die beiden weiteren kommerziell erhaltlichen Anti-VEGF Antikérper haben keinen
statistisch signifikanten Effekt auf die Grole einer laserinduzierten CNV. Es fallt
allerdings auf, dass beide Antikorper im Mittel eine leichte, wenn auch nicht
statistisch signifikante Vergrolierung der CNV bewirken.
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BSS ProSci Inc.

Wortmannin BioVision

Peprotech Vatalanib

Bevacizumab Mecamylamine

Abbildung 21:
Gegenuberstellung einzelner CNV Bilder der Versuchsgruppen (Grdélienangaben
gerundet in 1000 Pixeln)

Die Abbildung 21 zeigt einzelne Beispiele aus den jeweiligen Behandlungsgruppen.
Die Bilder zeigen in etwa, soweit moglich, den Mittelwert der jeweiligen
Behandlungsgruppe. Die weiRen Zahlen reprasentieren den gemessenen Wert der
jeweiligen CNV.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass ein frei verfigbarer Anti-VEGF Antikorper in der Lage
ist, eine laserinduzierte CNV im Mausmodell zu verkleinern. Es fallt weiter auf, dass
die gewahlte Positivkontrolle eine statistisch sehr signifikante Verkleinerung der
induzierten CNV bewirkt. Auch die beiden Anwendungsbeispiele fir andere
Substanzklassen auflerhalb der VEGF Antikérper haben Uberzeugt. Sowohl
Vatanalib als auch Mecamylamine sind in der Lage statistisch signifikant eine
laserinduzierte CNV im Mausmodell zu verkleinern. Wahrend die meisten
Veroffentlichungen mit diesem Modell mit systemischer Applikation von Substanzen
arbeiten, zeigt die hier vorliegende Arbeit die Funktionsfahigkeit der intravitrealen
Injektion.

4.1 Notwendigkeit der Forschung an der AMD

Bei derzeit in Deutschland rund 4,5 Millionen an einer der Formen der AMD
erkranken Menschen (Vgl. Congdon et al., 2004), ist eine weitere Forschung rund um
diese Krankheit notwendig. Auch die teils rasche Progredienz bis zur Erblindung und
der hohe Leidensdruck der Patienten scheinen die Notwendigkeit einer
weitergehenden Forschung zu untermauern (Vgl. Meyer-Ruesenberg und Richard,
2010). Vor der Entdeckung des VEGEF fir die Augenheilkunde war es nicht moglich
den Visus der Patienten mit AMD zu verbessern. Mit Pegaptanib wurde ein erster
grol3er Schritt in Richtung einer Verbesserung der Therapie gemacht. Heute ist das
Antikérperfragment Ranibizumab und der monoklonale Antikérper Bevacizumab der
Goldstandard und es ist erstmals mdglich, den Visus von Patienten mit AMD zu
verbessern. Trotzdem gibt es noch einen gro3en Bedarf an Verbesserungen. Nicht
jeder Patient spricht auf eine Therapie mit den VEGF Inhibitoren an, wieso bei diesen
Patienten die Krankheit fortschreitet, bleibt zu klaren. Da es sich bei den Anti-VEGF
Antikérpern um humanisierte monoklonale Antikdrper, beziehungsweise deren
Fragmente handelt, bleibt, zumindest theoretisch, auch das Problem von allergischen
Reaktionen auf die Substanzen. Bisher wurde allerdings trotz haufiger Anwendung
keine allergische Reaktion beschrieben. Daneben bereitet die intravitreale Injektion
potentielle Probleme. Die mdglichen Nebenwirkungen sind: Drucksteigerungen,
Blutungen bis hin zu GefalRverschlussen, Netzhautablosungen oder einer
Enophthalmitis (Vgl. Jager et al., 2004). Jede Injektion ist ein kleiner operativer
Eingriff am Auge. Idealldsung ware also eine Substanz, die topisch appliziert eine
Wirkung auf die AMD entfaltet.

4.2 Diskussion der Methode

Es zeigte sich, dass die Durchfihrung dieses Modells schon nach einer kurzen
EinfGhrungsphase sicher zu handhaben ist. Handwerklich ist die Fundoskopie an
einem Mausauge nach einer kurzen Eingewdhnung gut und reproduzierbar
durchzufihren. Zu Beginn fiel die Fundoskopie und damit verbunden auch die
Fokussierung des Laser auf der Netzhaut schwer. Zum Schutz des Untersuchers und
des Patienten verlaufen die Laserstrahlen nicht primar parallel. Die Strahlen laufen
konvergent und treffen sich in einem Brennpunkt. Nur an diesem Brennpunkt trifft die
eingestellte Energie des Lasers die Netzhaut. Wird der Brennpunkt nicht richtig auf
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der Bruch'schen Membran fokussiert, reicht die Energie nicht aus, um diese zu
rupturieren. Daher fihrte, besonders zu Beginn, nicht jeder Versuch einer
Laserkoagulation auch zu einer Ruptur der Bruch'schen Membran. Diese ist
erkennbar an der Bildung einer Blase nach der Laserkoagulation. Im anderen Fall
zeigt sich nur ein weiller Herd, der im Praparat nach 14 Tagen nicht erkennbar ist
und zu keiner Neovaskularisation fuhrt. Im Verlauf der Arbeit wurde durch die
steigende Erfahrung eine Ruptur in nahezu allen Fallen erreicht. Ein Phanomen,
dass ebenfalls eher am Anfang der Arbeit zu beobachten war, ist die Konfluierung
von zwei oder mehr Laserherden. Ist der Abstand zwischen zwei Spots nicht
ausreichend grofd, verbinden sich die Neovaskularisationen der Laserspots und
bilden einen Uberproportional grol’en Herd. Die Beobachtungen von Kuroki et al
konnten hier bestatigt werden (Vgl. Kuroki et al., 2002). Traten zwei konfluierte
Laserkoagulationsherde auf, wurde das Auge aus der Wertung ausgeschlossen.

Im Gegensatz zum Menschen besitzt die Maus keine Makula. Dies erscheint auf den
ersten Blick hinderlich fiir die Ubertragbarkeit des Modells auf den Menschen. Viele
Arbeiten zeigen jedoch, dass die Auslésung einer CNV durch eine Laserkoagulation
mittels Laser an jeder Stelle der Netzhaut madglich ist (Vgl. Grossniklaus et al., 2010).
Im Prozess der Entwicklung neuer Therapien steht dieses Modell am Beginn. Nach
einem Nachweis der Wirksamkeit auf die Laserinduzierte CNV bei der Maus, muss
die Toxizitat fur den Menschen ausgeschlossen und eine Wirksamkeit am Menschen
bewiesen werden. Das hier vorgestellte Modell ermdglicht eine erste Wirkprifung
und einen Vergleich von vielversprechenden neuen Therapieansatzen.

Die Bildung einer Katarakt durch das Mydriatikum oder das Narkotikum fand nur
selten statt. In der Regel konnte dann das zweite Auge problemlos behandelt
werden, oder die Maus wurde an einem anderen Tag behandelt.

Die intravitreale Injektion liel3 sich ebenfalls gut und reproduzierbar durchflhren. In
der vorliegenden Arbeit wurde entschieden, die Applikation der Substanz zunachst
durch eine intravitreale Injektion durchzufuhren. Dadurch war sicher gestellt, dass die
zu testende Substanz in ausreichender und annahernd gleicher Konzentration am
Wirkort vorhanden und eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Substanzen maoglich
ist. Durch die direkte Einsicht mit dem Mikroskop durch die erweiterte Iris ins Innere
des Bulbus, konnte jeweils sicher die Vitrektomie durchgefihrt und die jeweilige
Substanz in den Bulbus appliziert werden. Selten kam es dabei zur Verstopfung der
Nadel bei der Vitrektomie. Durch den Einsatz einer neuen Nadel konnte das Problem
geldst werden. Eine Infektion des Mausauges wurde nicht beobachtet. Leider kam es
in drei Fallen zur Bildung eines Mikrophthalmus durch eine Leckage aus der
Perforationsstelle des Bulbus. Diese Komplikationen verteilten sich Uber die gesamte
Dauer der Arbeit. Nach dem Beweis der Funktionsfahigkeit des Modells ist als
nachster Schritt die Testung von topisch applizierbaren Substanzen in diesem Modell
moglich.

Nach anfanglich gelegentlichen Schwierigkeiten mit der Fixation der Netzhaut durch
veraltetes PFA, gelang die Herstellung der Flat Mount Praparate im weiteren Verlauf
reproduzierbar gut. Auch die Anfarbung der CNV durch den Farbstoff Lectin-FITC
gelang problemlos. Es scheint eine gut geeignete Methode fur die Darstellung von
Laserinduzierten CNV Spots zu sein.
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Da eine CNV ein dreidimensionaler Prozess ist, stellt sich die Frage nach der besten
Auswertung der Flache beziehungsweise des Volumens der CNV. Toma et al. haben
gezeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied bei der Grollenbestimmung
anhand der Flache oder des Volumens einer CNV gibt (Vgl. Toma et al., 2010). Diese
Studie und die hohen Kosten flr die Anschaffung eines zur Bestimmung des
Volumens notigen Konvergenzmikroskops, fuhrten zur Entscheidung, die Flache der
CNV auszuwerten.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit soll in erster Linie zeigen, dass es reproduzierbar maoglich ist,
eine CNV in einem Mausmodell auszuldésen und dass es geeignet ist, verschiedene
Substanzen in der Wirkung miteinander zu vergleichen. Es sollte ebenfalls ein
geeigneter, frei verfugbarer Anti-VEGF Antikorper gefunden werden, der bei der
Maus wirksam ist und in Zukunft als Vergleichssubstanz dienen kann. In einem
weiteren Schritt sollte es mit diesem Modell mdglich sein, Substanzen die naher am
klinischen Einsatz beim Menschen sind, zu testen und zu vergleichen.

Beim Blick auf die Ergebnisse fallt vor allem auf, dass signifikante Unterschiede in
der Grole einer CNV durch den Einsatz von verschiedenen Substanzen zu
beobachten sind. Damit ist das Modell funktionsfahig. Es ist moglich, statistisch
signifikante Unterschiede zu erfassen.

4.3.1 Positivkontrolle Wortmannin

Das Ergebnis der gewahlten Positivkontrolle Wortmannin ist deutlich. Die klare
Signifikanz zeigt, dass das Modell funktionsfahig ist. Wie schon in der
Methodenbeschreibung erwahnt, handelt es sich bei Wortmannin um einen Inhibitor
der PI3 Kinase. Da sie ein zentrales Enzym in der Signaltransduktion der Zelle
hemmt, ist sie als hochgradig toxisch fur den Menschen anzusehen. Damit ist
Wortmannin keine therapeutische Substanz, die bei der Bekampfung der feuchten
AMD des Menschen Anwendung findet. Matsubara et al. haben in einem ahnlichen
Versuch die Wirkung von Wortmannin auf eine Laser-induzierte CNV im Tiermodell
an Ratten gezeigt (Vgl. Matsubara et al., 2007). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass
Wortmannin auch im Mausmodell effizient wirkt und durchaus als Positivkontrolle in
zukunftigen Versuchen verwendet werden kann. Es scheint damit unerheblich, ob
Ratten oder Mause als Versuchstiere verwendet werden.

4.3.2 Anti-VEGF Antikorper

Der Antikorper der Firma Peprotech bewirkt eine signifikante Verkleinerung. Bei
einem p-Wert von 0,048 und einem recht hohen Median (siehe Abbildung 20) bleibt
allerdings zumindest ein kleines Fragezeichen. Der verwendete Antikorper schopft
scheinbar das vorhandene Potential nicht aus. Auch ist es modglich, dass noch
andere Pathways aulierhalb des VEGF bei der Maus eine wichtige Rolle spielen. Ein
Hinweis dafur konnte die gute Wirksamkeit von Wortmannin sein, das intrazellular die
Signaltransduktion und damit alle extrazellularen Signale hemmt. Moglich scheint
auch, dass das vorhandene VEGF noch eine gewisse Restaktivitat trotz Bindung an
den Anti-VEGF Antikorper der Firma Peprotech Inc. behalt. Bei den vielen
verschiedenen Isoformen des VEGF scheint es auch denkbar, dass nicht alle gleich
gut von dem Peprotech Antikdrper gebunden werden. Die Isoformen, die nicht oder
nur schlecht an den Antikérper binden, konnten dann die verbleibende Wirkung
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vermitteln. Um diesen Antikdrper weiter zu untersuchen, waren Bindungsstudien zu
den verschiedenen VEGF Isoformen interessant. Auch ware eine Kombination dieses
Antikorpers mit Inhibitoren von anderen Pathways, wie beispielsweise des PLGF-
Pathway denkbar. Der hier beschriebene Antikdrper verkleinert statistisch signifikant
eine laserinduzierte CNV, trotzdem bedarf es hier weiterer Aufklarung zur Steigerung
dieses Inhibitionspotentials.

Die beiden anderen Anti-VEGF Substanzen von BioVision und ProSci zeigten
eindeutig keinen statistisch signifikanten Effekt auf die Laser-CNV. Diese Anti-VEGF
Antikorper wurden gewahlt, da sie kommerziell frei erhaltlich waren. Da es sich um
einen grofRen und damit finanziell reizvollen Markt handelt, ist davon auszugehen,
dass die Pharmaindustrie an Substanzen arbeitet, die ndher an einer klinischen
Erprobung sind und in einem zweiten Schritt in diesem Modell erprobt werden
konnten.

4.3.3 Vatalanib

Ozaki et al. und Kwak et al konnten zeigen, dass bei oraler, beziehungsweise
subcutaner Injektion von Vatalanib eine Verkleinerung einer Laserinduzierten CNV
moglich ist. Die hier vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass Vatalanib auch bei
intravitrealer Injektion in der Lage ist, signifikant eine laserinduzierte CNV zu
verkleinern. Vatanalib ist ein von der Firma Novartis hergestellter Inhibitor der
Tyrosinkinase. In der Onkologie findet diese Substanz schon Anwendung,
beispielsweise beim nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom (Vgl. Scagliotti und
Govindan, 2010). Fur die Anwendung in der Augenheilkunde hat es von 2005 bis
2008 eine Klinische Studie (,ADVANCED®, Phase 1/ll) gegeben (Vgl. http://
clinicaltrials.gov/show/NCT00138632, 2008). Bisher wurden keine Daten zum
Ausgang dieser Studie veroffentlicht. Nachdem eine Wirksamkeit bei dieser Arbeit
festgestellt wurde, lohnt sich eine weitergehende Erprobung dieses Wirkstoffes
eventuell. Es sollte auch uber eine Kombination von verschiedenen
Wirkmechanismen nachgedacht werden. Vielleicht ist hier die Kombination von Anti-
VEGF Antikorpern mit Inhibitoren der Rezeptortyrosinkinase wie Vatalanib ein guter
Weg. Eine Untersuchung auf etwaige Synergieeffekte sind mit dem in dieser Arbeit
vorgestellten Modell denkbar.

4.3.4 Mecamylamine

Mecamylamine (auch ATGO003) ist ebenfalls in der Lage, eine laserinduzierte CNV in
diesem Mausmodell zu verkleinern. Fur die Augenheilkunde haben Suner et al.
beschrieben, dass Nikotin die GroRe und Schwere einer experimentellen CNV
steigern kann (Vgl. Suner et al., 2004). Im Gegenzug lasst sich eine experimentelle
CNV durch Mecamylamine inhibieren (Vgl. Kiuchi et al., 2008). Kiuchi et al haben in
ihrer Studie Mecamylamine allerdings nicht intravitreal appliziert.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass Mecamylamine intravitreal
appliziert in der Lage ist, eine laserinduzierte CNV zu inhibieren. Von Januar 2003
bis Oktober 2010 wurde eine klinische Studie der Phase Il zu Mecamylamine
durchgefuhrt (Vgl. http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00607750, 2010). Allerdings
wurden bisher keine weiteren Daten dazu veroffentlicht. Da es sich bei dieser
Substanz um einen neuen und etwas anderen Ansatz bei der Bekampfung der AMD
handelt, scheint eine weitere Forschung in dieser Richtung lohnenswert.
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4.3.5 Bevacizumab

Die Ergebnisse der Bevacizumab Versuchsgruppe sind vieldeutig. Im T-Test zeigt
sich, wie erwartet, kein signifikanter Einfluss auf die GroRe einer laserinduzierten
CNV im Mausmodell. Der sehr niedrige Median weil}t allerdings auf eine eventuell
geringe Aktivitat gegentber dem Maus-VEGF auf einem subtotalen Niveau hin. Auch
die weite Streuung der Ergebnisse konnte erklaren, weshalb einige
Veroffentlichungen einen Effekt von Bevacizumab gegenuber Maus-VEGF finden.
Die weite Streuung weist in jedem Fall auf groRe Unterschiede in der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hin. Bei kleinen Versuchsgruppen scheint es
moglich, nur Versuchstiere in einem kleinen und statistisch signifikanten Bereich zu
finden. Leider gibt es keine verodffentlichten Bindungsstudien flir Bevacizumab mit
Maus-VEGF. Hier ware es interessant herauszufinden, ob Bevacizumab eventuell
eine Bindung zu einigen Isoformen des Maus-VEGF aufbauen kann. Je nach dem
welche Isoform oder genetische Variante die jeweilige Wildtypmaus vorwiegend
exprimiert, kdnnte Bevacizumab dann eine Wirkung entfalten oder eben keine
Wirkung haben.

4.4 Ausblick

Wie in der Einleitung dargestellt, dreht sich in der Augenheilkunde bei der Therapie
der feuchten AMD im Augenblick alles um VEGF. Die Abbildung 13 zeigt die
bisherigen Therapeutika und die Mittel zu denen bisher Veroéffentlichungen existieren.

4.4.1 Angriffspunkt VEGF
Im Wesentlichen sind die bisher identifizierten Angriffspunkte fur die Therapie die
VEGF produzierende Progenitorzelle. Die Bildung und Ausschittung von VEGF soll
hier gehemmt werden. Vielleicht ist dies mit den vorgestellten siRNAs (smal
interfering RNA) moglich.

Die bisher gangigen Mittel richten sich gegen das VEGF selbst. Durch Antikorper
gegen VEGF, wie bei Ranibizumab oder Bevacizumab oder einen I6slichen Rezeptor,
wie im Falle des VEGF Trap-Eye, soll die Konzentration des VEGF und damit die
Schwere der CNV gemindert werden. Die bisher gangigen Substanzen haben wie
erwahnt erhebliche Nebenwirkungen. Vor allem was die Form der Applikation angeht,
ist in diesem Bereich noch ein erhebliches Entwicklungspotential vorhanden. In der
Augenheilkunde ist es beispielsweise gut moglich und ohne nennenswerte Risiken
Augentropfen zu verwenden. Es wurde in Zukunft damit kein Eingriff am Auge mehr
notig sein und die Risiken von Netzhautablosungen, GefalRverschluss, akute
Drucksteigerung und Infektion sofort verringert beziehungsweise aufgehoben
werden. ldealerweise sollte also eine Substanz gefunden werden, die schon bei
topischer Applikation am Auge eine Wirkung entfaltet. Ein Test weiterer Substanzen,
auch solcher die eventuell topisch wirken, ware ohne weiteres mit dem in dieser
Arbeit vorgestellten Modell durchfuhrbar.

4.4.2 Angriffspunkt VEGF Rezeptor

Auf Ebene des Rezeptors wird auch versucht, in den VEGF-Pathway einzugreifen.
Durch Hemmung der Tyrosinkinasefunktion ist es vielleicht moglich, die Schwere
einer CNV zu mindern. Aber auch alle anderen Prozesse, die intrazellular bei der
Aktivierung des Rezeptors ablaufen (siehe Abbildung 14), waren dadurch gehemmt.
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Ein neuerer Ansatz bei der Therapie der feuchten AMD ist die Impfung gegen den
VEGFR2. In einer Studie wurde gezeigt, dass eine Impfung von Mausen gegen den
VEGFR2 zu einer signifikanten Verkleinerung einer Laserinduzierten CNV fuhrt.
Dieser Effekt ist scheinbar durch CD8+ T-Zellen vermittelt (Vgl. Mochimaru et al.,
2007).

Als vierten moglichen Therapieweg bei Betrachtung des VEGF Pathway, kommt die
Endothelzelle selbst in Frage. In der Einleitung der vorliegenden Arbeit wurde
ausfuhrlich auf die Signalkaskade des VEGFR eingegangen. Es ist vorstellbar, dass
hier selektive Hemmstoffe entwickelt werden kdnnen, die dann zu einer selektiven
Hemmung der intrazellularen Effekte von VEGF fihren. Die grolle Gefahr ist
allerdings dabei, dass in wichtige Signaltransduktionswege eingegriffen wird und die
Folgen des Eingreifens beim Menschen nur schwer absehbar waren. Viele Nuancen
der Signaltransduktion sind bisher nicht vollstandig verstanden.

4.4.3 Kombinationstherapie und Individualisierung

Wenn mehrere Mittel auf dem Markt zugelassen sind, ist es denkbar, mit einer
Kombinationstherapie den Patienten zu helfen. Aktuell wird an der Verbesserung der
aktuellen Moglichkeiten gearbeitet. So wird beispielsweise versucht, durch eine
Individualisierung der Anti-VEGF Therapie die Anzahl der Injektionen und damit das
Risiko einer Komplikation zu verringern. Dies soll durch eine individuelle Wahl der
Dosis in Kombination mit engmaschiger Messung des Visus und regelmaliger
Kontrolle durch ein OCT erreicht werden (Vgl. Sassa und Hata, 2010).

4.4.4 Genetik

Abgesehen von der Entwicklung im Bereich des VEGF-Pathway gibt es noch nicht
viele neue Ideen bei der Bekampfung der feuchten AMD. Ein grof3er Trend geht in
Richtung der Genetik. Es befassen sich viele Wissenschaftler schwerpunktartig mit
der Genetik in der Augenheilkunde. So stand beispielsweise der ARVO (Association
for Research in Vision and Ophthalmology) Kongress 2011 unter dem Motto
,Visionary Genomics®. Ein besseres Verstandnis fur die Genetik der AMD wurde
vielleicht helfen, auch die Pathogenese ein wenig besser zu verstehen. Durch die
jetzt schon entdeckten genetischen Risikofaktoren (Vgl. Jager et al., 2008), ist es
beispielsweise madglich, Risikopatienten zu entdecken und engmaschig zu
kontrollieren. Diese Praventionsarbeit ermoglicht es, die Folgen der Erkrankung
abzumildern. Vielleicht wird es auch irgendwann mittels Gentherapie machbar sein,
das Genom so zu verandern, dass die kranken Gene gegen gesunde ausgetauscht
werden. Heutzutage ist dies noch nicht moglich.

4.4.5 Immunsystem und Entzindung

Es konnte auch gezeigt werden, dass bei der AMD und speziell bei der Progression
von trockener zu feuchter AMD, Immun- und Entzindungsreaktionen eine Rolle
spielen. Scheinbar spielen Makrophagen die wichtigste Rolle, da sie bei der
Immunreaktion einer CNV die haufigsten Zellen sind (Vgl. Grossniklaus et al., 2002).
Mit diesen Erkenntnissen scheint es mdglich, durch eine Regulierung der Immun-
und Entzdndungsreaktion die Schwere einer CNV zu beeinflussen. Hier sind
vorwiegend Steroide in der Erprobung aber auch Komplementsysteminhibitoren (Vgl.
Ni und Hui, 2009).
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4.4.6 Andere Substanzen zur Antiangiogenese

Die Forschung an Substanzen zur Bekampfung der AMD konzentrieren sich
momentan ganz auf die Bekampfung der Angiogenese. Beispielsweise wurde
gezeigt, dass ein Analogon des Giftes der Herbstzeilosen (Combretum Caffrum)
Colchicin das Wachstum pathologischer Endothezellen hemmt. Dieses Analogon mit
Namen CA4P erlaubt scheinbar die normale Entwicklung der retinalen Gefalle und
hemmt die Entwicklung von pathologischen Gefalten (Vgl. Griggs et al., 2002).

Aus der Onkologie kommt ein weiterer moglicher Therapieansatz. Integrin a5p1 ist
der Hauptrezeptor flr Fibronektin. Fibronektin selbst ist ein wichtiger Faktor fur das
Zelliberleben und die Angiogenese. An HUVEC (human umbilical vein endothelial
cells) Zellen konnte gezeigt werden, dass eine Blockierung dieses Rezeptors mittels
eines Antikorpers zu einer Inhibition des Wachstums der HUVEC Zellen fihrte. Die
Inhibition dauerte auch bei Stimulation der Zellen durch VEGF an. Der Antikorper
gegen Integrin a5B1 fiihrte zu einem Uberleben von ruhenden HUVEC Zellen. Aktiv
proliferierende Zellen hingegen reagierten auf den Antikérper mit Apoptose (Vgl.
Ramakrishnan et al., 2006).

Ein anderer, mdglicherweise vielversprechender Ansatz ist vielleicht die
Beeinflussung der Aktivitat des PEDF (pigment epithelium-derived factor). In einer
Studie wurde Mausen, deren Photorezeptoren VEGF exprimieren (sogenannte rho/
VEGF mice), per viralem Vector das Gen fur die Expression von PEDF injiziert. Es
wurde gezeigt, dass die Mause mit der Expression von PEDF signifikant weniger
Neovaskularisationen hatten, als diejenigen in der Kontrollgruppe (Vgl. Mori et al.,
2002).

4.4.7 mTOR-Inhibitoren

Bei den von einer feuchten AMD betroffenen Patienten, kdnnte in Zukunft auch ein
MTOR-Inhibitor (mamalian target of rapamycin) zur Anwendung kommen. So hat
Rapamycin, dass auch als Antimykotikum eingesetzt wird, antiangiogenetische
Eigenschaften. Es kommt durch Rapamycin scheinbar zu einem Absinken der
Konzentration von VEGF. Im Tiermodell konnte eine Verkleinerung von
Neovaskularisationen unter intraperitonealer Therapie mit Rapamycin gezeigt
werden (Vgl. Dejneka et al., 2004).

4.4 .8 Der nicotinerge Acetylcholinrezeptor

Betrachtet man die Risikofaktoren, so fallt auf, dass es nur einen umweltbedingten
Risikofaktor gibt - das Rauchen (Vgl. Clemons et al., 2005). Tabakrauch besteht aus
sehr vielen Bestandteilen. Fur die Forschung an der feuchten AMD sind diese
Bestandteile am interessantesten, die angiogenetische Eigenschaften haben. Unter
diesem Gesichtspunkt gibt es eine Arbeit aus dem Bereich der Onkologie, die sich
mit der Wirkung, des nicotinergen Acetylcholinrezeptor (hAchR) bei der Angiogenese
beschaftigt (Vgl. Heeschen et al., 2001).

Es gibt Hinweise dafur, dass der Acetylcholinrezeptor (AchR) eine Rolle bei wichtigen
Zellfunktionen wie der Mitose, Organisation des Zytoskeletts, Lokomotion, Migration
und Ausdifferenzierung spielt (Vgl. Wessler et al., 1999). Auf der anderen Seite
konnte gezeigt werden, dass eine Blockade des AchR zu Dysfunktionen bis hin zum
Zelltod fuhrt. Der AchR scheint in der Pathogenese von einigen Erkrankungen von
grol3er Bedeutung zu sein (Vgl. Wessler und Kirkpatrick, 2008).
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Milner et al. haben zeigen kénnen, dass Endothezellen Substanz P und Acetylcholin
zur Regulation des Gefalitonus ausschutten (Vgl. Milner et al., 1990). Acetylcholin
scheint damit hier eine wichtige Rolle zu spielen.

Wie in der Einleitung beschrieben, besteht der nAchR aus fiinf Untereinheiten (Vgl.
Heeschen et al., 2002). Die Hauptaufgabe des nAchR besteht normalerweise in der
Signallbertragung eines Nervensignals an der motorischen Endplatte eines Muskels.
Kiuchi et al. haben allerdings gezeigt, dass der Rezeptor auch in anderen Geweben
exprimiert wird (Vgl. Kiuchi et al., 2008). Fur die Augenheilkunde ist das deshalb
interessant, da gezeigt wurde, dass auch in Retina und Choroidea der Rezeptor
vorhanden ist.

Nikotin ist ein starker Stimulus des nAchR. Was die angiogenetischen Effekte des
Nikotins angeht, so wurde gezeigt, dass es zu einer Proliferation von Endothelzellen
und zu einer DNA Synthese in diesen Zellen fuhrt. Die Proliferation der
Endothelzellen auf den Stimulus Nikotin erfolgt demnach schon bei geringeren
Konzentrationen, wie man sie beim Rauchen beobachtet (Vgl. Villablanca, 1998). Auf
der anderen Seite konnte gezeigt werden, dass durch eine Blockade des nAchR die
Netzwerkformierung von Endothelzellen in vitro verhindert werden kann (Vgl.
Heeschen et al., 2002). Die Blockierung des nAchR erfolgte durch Mecamylamine,
dem in dieser Arbeit ebenfalls verwendeten unspezifischen Inhibitor des Rezeptors.
Die in der Arbeit von Heeschen et al. ebenfalls getesteten Inhibitoren einer speziellen
Untereinheit des nAchR hatten keinen signifikanten Effekt auf die Gefallvernetzung.

Auf welchem Wege eine Blockade des nAchR zu einer Inhibierung der Grofde einer
Laserinduzierten CNV fluhrt, ist bisher nicht bekannt. Es ist denkbar, dass eine
Aktivierung des nAchR zu einer Transaktivierung des VEGFR fluhrt. Das Phanomen
der Transaktivierung ist in der Onkologie, speziell beim Pankreaskarzinom, bekannt
(Vgl. Fischer et al., 2003). Hier kommt es durch die Aktivierung eines G-Protein
gekoppelten Rezeptors Uber mehrere Metalloproteasen zu einer Transaktivierung
des EGFR (epidermal growth factor receptor). Es handelt sich zwar beim nAchR
nicht um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, doch hat der nAchR, wie oben
beschrieben, eine weite Wirkung auf die Zelle, die noch nicht abschlief3end
verstanden ist.

4.4.9 Ubersicht tber die in Erprobung befindlichen Substanzen

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tber die bisher in der Erprobung
befindlichen Substanzen bei der Therapie der AMD (Vgl. Ni und Hui, 2009). Es ist
prinzipiell denkbar diese mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Modell zu testen.
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Obergruppe ‘

Substanz

Eigenschaft

Ziel

Anti-VEGF

VEGF-Rezeptor |
Blocker

Antiinflamation
und
Immunkaskade-
hemmung

Andere

Tabelle 6:

VEGF-Trap-Eye
Bevasiranib (Cand5)
TG100801

Vatalanib

Pazopanib

Sirna-027
(AGN211745)

Retaane (anecortave
acetate)

Kenalog (triamcinolone
acetonide)

ARC1905

POT-4

OT-551

Zybrestat (CA4P)

JSM6427

Mecamylamine
(ATGO003)

Sirolimus (rapamycin)

E10030

Fusionsprotein aus
VEGFR und Fc Teil von
humanem IgG

siRNA
Tyrosinkinase-Inhibitor

Tyrosinkinase-Inhibitor

Tyrosinkinase-Inhibitor
siRNA

Steroid

Steroid

anti-C5 aptamer

C3 Inhibitor

Freier Radikalfanger
Colchicine-Analogon
Integrin alphaSbeta1-

antagonist

Mecamylamine
Macrolid

Drei Komponenten:
Aptamer

+ARC1905+volociximab

Bindet alle VEGF-
Isoformen und PIGF

VEGF-A mRNA
VEGFR, PDGFR

VEGFR,
PDGFR(beta), c-kit

VEGFR,
PDGFR(alpha und
beta), c-kit

VEGFR-1

Inhibition der
Proteolysekaskade

Inhibition der
Proteolysekaskade

Komplementfaktor
C5

Komplementfaktor
C3

Nuclear faktor
kappaB

Hemmung des
Endothelzell-
wachstums

Integrin alphabSbeta1

nAchR
mTOR/Akt

PDGF-B, Integrin
alphab5beta1, C5

Ubersicht Uber die bisher in der Erprobung befindlichen Substanzen bei der Therapie
der AMD (Modifiziert nach Ni und Hui, 2009)

4.5 Schlussfolgerungen

Die Etablierung des Mausmodells zur Erforschung der altersbedingten
Makuladegeneration am UKE war erfolgreich. Wie die Ergebnisse zeigen, funktioniert
das Modell und kann fur den Vergleich verschiedener Therapien bei der Bekampfung
der AMD verwendet werden. Eine Testung von Mitteln gegen die AMD bendtigt ein
standardisiertes und gut reproduzierbares Vergleichsmodell. Das in dieser Arbeit
beschriebene und durchgeflhrte Modell erfillt diese Anforderungen und kann einen
Beitrag leisten, um Antworten auf die gestellten Fragen zu finden. Es war auf vier
Wegen maoglich, eine Laserinduzierte CNV zu inhibieren. Wortmannin als gewahite

50



Positivkontrolle (akt Inhibition), der Anti-VEGF-Antikérper der Firma Peprotech Inc.,
Vatalanib (Tyrosinkinaseinhibition) und Mecamylamine (nAchR Inhibition) zeigten
allesamt eine signifikant inhibierte CNV gegenuber der Negativkontrolle. Es wurde
gezeigt, dass mit diesem Modell signifikante Unterschiede in der Wirksamkeit einer
Testsubstanz zu ermitteln sind. Das Modell ist damit trennscharf genug und geeignet,
um verschiedene Therapien zu vergleichen. Es kann damit einen Beitrag leisten,
aktuelle und zuklnftige Therapien zu vergleichen und gegebenenfalls neue
Therapien zu entwickeln.

Fir die weitere Forschung wird ein frei verfugbarer Anti-VEGF Antikorper bendtigt,
der als valide Kontrollprobe dienen kann. Der Antikorper der Firma Peprotech zeigt
zwar eine statistische Signifikanz, es sollten allerdings weitere Untersuchungen
folgen, die eine grof3ere Ausnutzung des Potentials dieses Antikorpers ermdglichen.

Wie der Ausblick zeigt, gibt es einige verschiedene Ansatze in der Therapie fur die
AMD. Die beschriebenen Ansatze sind prinzipiell mit diesem Modell gut zu
untersuchen und damit waren etwaige Effekte zu verifizieren oder zu falsifizieren.

In einem weiteren Schritt ist es denkbar und sinnvoll, Kombinationstherapien
verschiedener Substanzen zu testen und zu vergleichen. So konnten eventuell
Synergieeffekte der einzelnen Therapieansatze gefunden werden. Sinnvoll erscheint
beispielsweise eine Kombination auf verschiedenen Ebenen des VEGF
Stoffwechsels. Moglicherweise durch eine Hemmung der Produktion auf Ebene der
Progenitorzelle und gleichzeitiger Blockade des Rezeptors auf der Effektorzelle.
Auch kénnen Substanzen, die in die Signaltransduktion der Zelle eingreifen getestet
werden, ohne fur den Menschen gefahrlich zu werden. Das Modell kann einen
Beitrag leisten, um in Zukunft die Therapie fur die AMD weiter zu verbessern, neue
Ansatze zu entwickeln und diese zu testen.
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5. Zusammenfassung

Einleitung

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine schwere Erkrankung der
Netzhaut und in den westlichen Industrienationen eine der haufigsten
Erblindungsursachen. Derzeit sind in Deutschland rund 4,5 Millionen Menschen an
einer der Formen der AMD erkrankt (Vgl. Congdon et al., 2004).

Das Alter spielt bei dieser Erkrankung eine entscheidende Rolle. So findet man bei
bis zu 30% der Uber 70-jahrigen Zeichen einer fruihen Form der AMD und bei bis zu
8% Zeichen einer fortgeschrittenen Form mit erheblicher Sehkraftbeeintrachtigung
(Vgl. Thakkinstian et al., 2006).

In den letzten Jahren hat es erhebliche Fortschritte bei der Behandlung der AMD
gegeben. Die Therapie mit Anti-VEGF Antikorpern hat sich zum Goldstandard in der
Behandlung der AMD entwickelt. Allerdings muss die Applikation bei allen derzeitigen
Medikamenten intravitreal erfolgen, womit potenziell Komplikationen verbunden sein
konnen. Auch gibt es eine gewisse Zahl von Patienten, die auf die aktuellen Mittel
nicht ansprechen. Weitere Forschung scheint also notwendig.

Fragestellung

Ziel der Arbeit ist es, ein standardisiertes und gut reproduzierbares Mausmodell zu
etablieren, womit es mdglich sein soll aktuelle und zuklnftige Therapien zu
vergleichen. Es soll auch ein kommerziell frei verfugbarer Anti-VEGF AntikGrper
gefunden werden, der im Mausmodell wirksam ist und in zukunftigen
Untersuchungen als Referenz dienen kann. Daneben sollen zwei Substanzen, die
naher am Kklinischen Einsatz sind als Anwendungsbeispiele untersucht werden
(Vatalanib und Mecamylamine). Als Positivkontrolle soll Wortmannin verwendet
werden.

Material und Methoden

Die Induktion der CNV (choroidalen Neovaskularisation) geschieht mittels
Laserkoagulation. Die Bruch‘sche Membran der Mausretina wird dadurch gezielt an 4
Stellen in einem Auge rupturiert. Nach der Induktion der CNV werden die
Testsubstanzen intravitreal injiziert. Nach zwei Wochen wird ein Flat-Mount Préparat
des Mausauges angefertigt und mittels Fluoreszenzantikérpern die CNV sichtbar
gemacht. Unter dem Mikroskop wird ein Photo der CNV erstellt und am Computer
vermessen. Mittels eines T-Test werden die verschiedenen Behandlungsgruppen
miteinander verglichen.

Ergebnisse

Es wurden signifikante Unterschiede in der GréBe der Laserinduzierten CNV im
Mausauge gemessen. Die Positivkontrolle Wortmannin ist in der Lage die Grolke
einer laserinduzierten CNV hochsignifikant gegeniber der Negativkontrolle BSS zu
verringern (p= <0,001). Auch der Anti-VEGF Antikdrper der Firma Peprotech ist in der
Lage die Flache einer Laserinduzierten CNV im Mausauge signifikant zu verringern
(p-Wert = <0,5). Die Anwendungsbeispiele Vatalanib und Mecamylamine
verkleinerten erfolgreich die Flache einer Laserinduzierten CNV. Bevacizumab hat
keinen Einfluss auf die GrolRe der laserinduzierten CNV.

Fazit

Das in dieser Arbeit beschriebene Modell ist gut standardisiert durchzuflihren und
liefert reproduzierbare Ergebnisse. Es ist moglich verschiedene Substanzen in ihrer
Wirkung auf eine Laserinduzierte CNV zu vergleichen.
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