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Zusammenfassung

Deutsch:

Neben der diabetischen Retinopathie stellt die altersbedingte Makuladegeneration eine der h&u-
figsten Erblindungsursachen im Alter dar. Sie wird unterteilt in eine trockene oder ,nicht-neovas-
kulare“ sowie in eine neovaskulare Form. Therapeutisch hat sich bei der Zweiteren die Inhibition
des vascular endothelial growth factor (VEGF) etabliert, die durch die Injektion von Antikorpern
oder Fusionsproteinen in den Glaskdrperraum im Inneren des Auges erreicht wird. Dadurch kén-
nen zentrale pathophysiologische Prozesse der neovaskularen AMD, im Speziellen die Destabi-
lisierung bestehender und das Aussprossen krankhafter neuer Gefalde (sogenannter makularer
oder choroidaler Neovaskularisationen) begrenzt werden. Ziel des bisherigen Therapiestandards
ist eine Stabilisierung des Netzhautbefundes durch Einddmmung der Erkrankungsaktivitat. Ins-
besondere bei der AMD lasst sich die Ausgangssehscharfe vor Erkrankungsbeginn aber trotz
Therapie haufig nicht mehr erreichen und eine suffiziente Kontrolle der Neovaskularisation bleibt
in vielen Fallen aus. Dies schlagt sich letztlich in einer hohen Therapiefrequenz nieder, die mit
einer deutlichen Belastung flr den Patienten, aber auch sozio6konomisch fir das Gesundheits-
system einhergeht. Ein Grund daflr kdnnte die Ummantelung der neuen GefalRe durch Perizyten
sein, die zu einer, zumindest partiellen, anti-VEGF-Resistenz flihren und mafgeblich beteiligt an
der Ausbildung subretinaler Fibrosen zu sein scheinen. Die aktuell verfligbare Medikation ist nicht
auf diese, durch Perizyten hervorgerufene Stabilisierung bzw. Resistenz der GefélRe ausgelegt
und hat zumeist nur VEGF als Zielmolekiil (bzw. den VEGF-Rezeptor). Da Perizyten jedoch nicht
auf VEGF, sondern auf den Platelet derived growth factor (PDGF) ansprechen, ist eine Inhibition
dieser mit der blichen anti-VEGF-Monotherapie nicht suffizient moglich und eine Regression
solcher Neovaskularisationen unwahrscheinlich. In vorausgegangenen Arbeiten wurde bereits
der Wirkmechanismus von Axitinib, einem dualen VEGF-R/PDGF-R Inhibitor untersucht und be-
statigt. Allerdings zeigte sich unter Axitinib eine signifikant deutliche Hochregulierung von aSMA
in Perizyten, was eine profibrotische Dedifferenzierung von Perizyten zur Folge hatte und damit

im Hinblick auf makulare Fibrosen bei nAMD problematisch ware.

Die vorliegende Arbeit hatte demnach zum Ziel, weitere therapeutische Mdglichkeiten jenseits
von kombinierter VEGF/PDGF-Hemmung zu identifizieren, die zielgerichtet angiogenetische Ei-

genschaften in retinalen Perizyten hemmen.

Als potenzieller Inhibitor wurde Sirolimus (Rapamycin) und seine Wirkung als m-TOR-Inhibitor
untersucht. Das intrazellulare Protein mammalian target of rapamycin (m-TOR) ist ein Schlissel-
molekdil in der Regulation von Zellwachstum — und Proliferation. Eine Hemmung des Proteins
scheint in der Tumorangiogenese deutlich anti-angiogene Wirkung auf Endothelzellen und Peri-
zyten zu besitzen. Korrespondierend dazu wurde in dieser Arbeit untersucht, ob ahnliche Effekte
an auf humanen retinalen Perizyten zu beobachten sind. Nach Untersuchung der Toxizitat wur-
den klassische Angiogenese-Assays durchgefiihrt, um das Verhalten auf die Proliferation, Migra-

tion und die Ausbildung bzw. Destabiliserung endothelialer Tubes zu untersuchen.
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Sirolimus zeigte keine toxischen Effekte in den getesteten Konzentrationen und erzielte hohe,
dosisabhangige Hemmung der Proliferation um bis zu 60% mit einer mittleren inhibitorischen
Konzentration (ICso) von 423ng/ml. Entsprechend dazu zeigten sich auch deutliche inhibitorische
(und dosisabhangige) Effekte bei der Zellmigration in allen getesteten Konzentrationen bis zu
5ug/ml. Verglichen mit der unbehandelten Kontrolle bewirkte die Gabe von Sirolimus eine deutli-
che Hemmung der Perizytenmigration um 76,8% (p<0,0001) bei der maximal getesteten Dosis.
Bei der Ausbildung kapillarer Strukturen, den sogenannten endothelialen Tubes, sollte die physi-
ologische Koexistenz von Endothelzellen und stabilisierenden Perizyten nachgebildet werden,
weshalb eine Ko-Kultur beider Zelltypen etabliert wurde. Wahrend eine Mono- und Kokultur Tu-
bes ausbildeten, degradierte eine reine Monokultur mit Endothelzellen weitestgehend nach 24
Stunden Inkubation, wahrend die Proben mit zugegebenen Perizyten im gleichen Zeitraum sich
noch bestandig zeigten und somit maoglichst ein realitdtsnahes Szenario zur Situation in-vivo
schaffen. Der Effekt dieser Stabilisierung konnte jedoch dosisabhangig deutlich durch den Ein-
satz von Sirolimus reduziert werden und fiihrte bei der maximal getesteten Dosis zu einer Degra-
dation bis zu 94% verglichen mit den unbehandelten Kontrollen (p<0.0001). Ubertragt man diese
Beobachtung auf einen potenziellen in-vivo Einsatz, so kdnnte eine m-Tor Inhibition die begin-
nende anti-VEGF Resistenz durch Perizyten woméglich aufheben oder zumindest reduzieren.
Weitere Untersuchungen, insbesondere in-vivo, sind erforderlich, um diese Hypothese zu besta-

tigen.

English:

Age-related macular degeneration (AMD) is, alongside diabetic retinopathy, one of the most com-
mon causes of blindness in the elderly. It is categorized into a dry or "non-neovascular" form and
a neovascular form. In the latter, therapeutic inhibition of vascular endothelial growth factor
(VEGF) has become established, achieved by injecting antibodies or fusion proteins into the vit-
reous cavity of the eye. This approach aims to limit the central pathophysiological processes of
neovascular AMD, specifically the destabilization of existing and the sprouting of abnormal new
vessels (so-called macular or choroidal neovascularizations). The goal of the current treatment
standard is to stabilize retinal findings by reducing disease activity. However, with AMD, the orig-
inal visual acuity prior to disease onset is often not restored even with therapy, and sufficient
control of neovascularization remains elusive in many cases. This results in a high treatment
frequency, which poses a significant burden on both the patient and the healthcare system soci-
oeconomically. One possible reason for this could be the pericyte coverage of new vessels, lead-
ing to at least partial anti-VEGF resistance and potentially contributing significantly to the for-
mation of subretinal fibrosis. Current available medications primarily target VEGF (or the VEGF
receptor) and do not address pericyte-driven stabilization or resistance of vessels. Since pericytes
respond not to VEGF but to platelet-derived growth factor (PDGF), inhibition with the usual anti-
VEGF monotherapy is insufficient, and regression of such neovascularizations is unlikely. Previ-
ous studies have already investigated and confirmed the mechanism of action of Axitinib, a dual
VEGF-R/PDGF-R inhibitor. However, Axitinib showed a significant upregulation of aSMA in
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pericytes, which could lead to a profibrotic dedifferentiation of pericytes, raising concerns regard-
ing macular fibrosis in nAMD.

This study, therefore, aimed to identify additional therapeutic approaches beyond combined
VEGF/PDGEF inhibition that specifically target and inhibit angiogenic properties in retinal pericytes.
Sirolimus (Rapamycin) was investigated as a potential inhibitor due to its action as an m-TOR
inhibitor. The intracellular protein mammalian target of rapamycin (m-TOR) is a key molecule in
regulating cell growth and proliferation. Its inhibition has shown significantly anti-angiogenic ef-
fects on endothelial cells and pericytes in tumor angiogenesis. Accordingly, this study investigated
whether similar effects could be observed on human retinal pericytes. After evaluating toxicity,
classic angiogenesis assays were performed to study the effects on proliferation, migration, and

the formation or destabilization of endothelial tubes.

Sirolimus exhibited no toxic effects at tested concentrations and achieved a high, dose-dependent
inhibition of proliferation by up to 60%, with a half-maximal inhibitory concentration (ICso) of 423
ng/ml. Correspondingly, there were also significant (and dose-dependent) inhibitory effects on
cell migration at all tested concentrations up to 5 pug/ml. Compared to untreated controls, the
administration of Sirolimus resulted in a marked inhibition of pericyte migration by 76.8%
(p<0.0001) at the maximum tested dose. In studies of capillary structure formation, known as
endothelial tubes, the physiological coexistence of endothelial cells and stabilizing pericytes was
modeled by establishing a co-culture of both cell types. While both mono- and co-cultures formed
tubes, a pure endothelial monoculture largely degraded after 24 hours of incubation, whereas
samples with added pericytes remained stable during the same period, creating a more realistic
in-vivo scenario. However, this stabilization effect could be significantly reduced in a dose-de-
pendent manner with Sirolimus treatment, leading to degradation of up to 94% compared to un-
treated controls at the maximum tested dose (p<0.0001). If these observations can be translated
to potential in-vivo applications, m-TOR inhibition might alleviate or reduce emerging anti-VEGF
resistance mediated by pericytes. Further investigations, especially in-vivo, are required to con-
firm this hypothesis.
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1 Einleitung

1.1 Das Sehorgan

Das menschliche Sehorgan besteht aus dem Augapfel (Bulbus oculi), den okularen Anhangsge-
bilden (Bindehaut, Lider, Tranenorgane) und der Sehbahn. Der Augapfel wiederum besteht aus
einem optischen Apparat, der das einfallende Licht biindelt, und der Netzhaut, die fiir die Wahr-

nehmung, Integration und Weiterleitung der Lichtreize zustandig ist.

1.1.1 Die Netzhaut

Die Netzhaut, oder synonym Retina (von lat. rete = Netz), entstammt entwicklungsgeschichtlich
dem Diencephalon und ist somit ein vorgeschobener Gehirnteil. lhre Aufgabe ist die Umwandlung
von Lichtreizen in elektrische Impulse, die Integration dieser Signale und die Weiterleitung der

Daten an den Sehnerv. Hierfiir sind drei Neurone hintereinandergeschaltet':

1. Der Photorezeptor nimmt Lichtreize wahr und wandelt sie Uber biochemische Prozesse
in elektrische Spannungssignale um.

2. Die Bipolarzelle integriert die Signale der Photorezeptoren und leitet sie an die Gangli-
enzellen (3. Neuron) weiter. Die Integration findet dabei tGiber On- und Off-Bipolarzellen
statt, die auf das nachfolgende Neuron erregend bzw. hemmend wirken. Dabei kann der
Informationsfluss konvergent (eine Bipolarzelle erhalt Reize von mehreren Photorezep-
toren) oder divergent (ein Photorezeptor Ubermittelt an zwei oder mehr Bipolarzellen)
sein.

3. Die retinale Ganglienzelle empfangt Reize von den Bipolarzellen und ist ebenso fiir die
Signalmodulation verantwortlich. Ihre Axone bilden den Sehnerv aus, der die visuelle In-

formation ins Gehirn leitet.

Zusatzlich zur vertikalen Verschaltung durch Bipolar- und Ganglienzellen findet eine laterale Ver-
schaltung statt. Horizontalzellen modulieren die Signallbertragung an den Synapsen zwischen
Photorezeptoren und Bipolarzellen, wahrend amakrine Zellen mit Bipolar- und Ganglienzellen

modifizierend in Kontakt stehen.

Aus den einzelnen Ebenen ergibt sich der schichtartige histologische Aufbau der Netzhaut (s.
Abbildung 1). Dabei liegen das retinale Pimentepithel und die Photorezeptoren am weitesten
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aufden (d.h. Richtung Sklera), wahrend die innere Grenzmembran und die Nervenfaserschicht
sich am weitesten innen (d.h. Richtung Glaskaorper) befinden'.

W
o
Amakrine Zellen -9 @ P2 O
Bipolarzellen o L 3\1!_3 §

Photorezeptoren
(Stabchen und Zapfen)

Basalmembran/Bruchs’ Membran

Abbildung 1: Histologischer Aufbau der Netzhaut?

In der optischen Koharenztomographie (OCT) lassen sich diese Schichten in vivo darstellen, was
in der okularen Diagnostik in den letzten Jahren sehr an Stellenwert gewonnen hat - insbesondere
bei neovaskularen Erkrankungen®# (s. Abbildung 2).
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ILM RNFL GCIP

GCL IPL

Abbildung 2: Netzhautschichten in der OCT®: /LM = Internal limiting membrane, RNFL = Retinal nerve
fiber layer, GCL = Ganglion cell layer, IPL = Inner plexiform layer, INL = Inner nuclear layer, OPL = Outer
plexiform layer, ONL = Outer nuclear layer, ELM = External limiting membrane, ISOS = Inner Segment/Outer
Segment oder auch EZ = Ellipsoid Zone, RPE = Retinal pigment epithelium, BM = Bruch’s membrane

1.2 Blutversorgung der Netzhaut

1.2.1 Das BlutgefaR

Blutgefalle sind rohrartige Gebilde, die in ihrem Inneren, dem Lumen, den Fluss des Blutes er-
maoglichen. Als Arterien werden Gefalle bezeichnet, die Blut vom Herzen weg leiten, Venen fiih-
ren es dem Herzen zu. Zwischen arteriellem und venésem System befinden sich die Kapillaren,
die Uber ein Mikrozirkulationsnetz effizienten Stoffaustausch zwischen Gewebe und Gefal} er-

moglichen. Vom Herz kommend lassen sich BlutgefaRe in folgende Gruppen gliedern™*:

Aorta — Arterien — Arteriolen — Kapillaren — Venolen — Venen — Hohlvenen

—->-> Durchmesser nimmt ab > > ->-> Durchmesser nimmt zu >->

Arterien (so auch die A. centralis retinae) haben einen klassischen dreischichtigen Wandaufbau’:

1. Die Intima wird aus einer einzigen Endothelzellschicht gebildet, die einer Basal-
membran aufsitzt. Zum Lumen hin schlie3t sich eine Membrana elastica interna
an.

2. Die Tunica media besteht aus zirkuldr angeordneter glatter Muskulatur, Binde-
gewebe und elastischen Fasern.

3. Die Adventitia ist eine bindegewebige Schicht, die das Gefall im umliegenden

Gewebe verankert.
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Arteriolen entsprechen in ihrem Wandaufbau dem der Arterien, einzig die Membrana elastica
interna ist nicht durchgangig.

Kapillaren zeigen einen zweischichtigen Aufbau®:

1. Endothelzellen, die durch tight junctions verbunden sind, bilden durch Veranke-
rung in der Basalmembran die innere Blut-Retina-Schranke.
2. Perizyten umfassen mit ihren multiplen Zellfortsatzen die Endothelzellschicht von

aullen.

1.2.2 Retinale Kreislaufe

Die retinale Perfusion wird von zwei unabhangigen Kreislaufen bewerkstelligt®:

1. A. centralis retinae: Die A. centralis retinae tritt kurz hinter dem Bulbus in den
Sehnerv ein und verzweigt sich in die Netzhautarteriolen, die sich wiederum in Ka-
pillaren aufteilen. So werden die inneren zwei Drittel der Netzhaut bis zur inneren
Kérnerschicht versorgt.

2. Choriocapillaris: Das auftere Netzhautdrittel wird direkt von der Choriocapillaris

ernahrt, welche das Blut Uber vier bis sechs Aa. ciliares posteriores breves erhalt.

1.3 Physiologische Etablierung von GefaBsystemen

1.3.1 Vaskulogenese

Die Entstehung neuer GefalRe kann in zwei verschiedene Entitdten eingeteilt werden: Vaskulo-
genese und Angiogenese®'°. Vaskulogenese beschreibt dabei eine de novo-Bildung vaskularer
Strukturen, d.h. es liegt an der Stelle der Gefallentstehung noch keinerlei Gefalsystem vor. Ak-
teure der Vaskulogenese sind multipotente Vorlauferzellen, sog. Hdmangioblasten, die auf lokale
pro-angiogenetische Stimuli wie Wachstumsfaktoren oder extrazellulare Matrices mit Differenzie-
rung in Blut- und Gefalizellen reagieren. Vaskulogenese ist vorwiegend ein Mechanismus der
embryonalen Entwicklung. Allerdings sind auch beim Erwachsenen sog. endothelial progenitor
cells (EPC) nachgewiesen worden, die wahrscheinlich die adulte Version von Hamangioblasten

darstellen'; ihre Funktion ist groBtenteils unklar.

1.3.2 Angiogenese

Angiogenese dagegen ist definiert als Neubildung von Blutgefaflien aus differenzierten Endothel-
zellen bereits bestehender Kapillaren. Hierbei gibt es wiederum zwei verschiedene Formen:
sprouting angiogenesis beschreibt die Gefalbildung durch Aussprossung zellularer Verbande
aus bestehenden Kapillaren, wahrend die intussuszeptive Angiogenese durch die Zweiteilung

bestehender GefaRe durch endovaskulare Wandbildung definiert ist'2.
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Die klassische sprouting angiogenesis besteht aus verschiedenen Teilschritten (nach Potente et
al. 2011'2):

1. Degradierung der Basalmembran: Aktivierte Endothelzellen sezernieren Matrix-Me-
talloproteinasen, die die Basalmembran des bestehenden Gefalles abbauen, sodass
sich Endothelzellen und Perizyten daraus I6sen kénnen.

2. Migration: Endothelzellen wandern ins Interstitium aus. Die Spitze des entstehenden
Sprosses leitet die sog. tip cell, wahrend die ihr folgenden Zellen stalk cells genannt wer-
den.

3. Proliferation: Es kommt zum verstarkten Zellwachstum, das zusammen mit der Migra-
tion die vaskularen Sprosse verlangert, bis Kontakt mit dem nachsten Gefall hergestellt
ist.

4. Rohrbildung (tube formation): Stalk cells bilden durch eine rohrférmige Anordnung ein

Lumen aus und synthetisieren eine neue Basalmembran.

1.3.3 GefaBreifung

Von Benjamin et al. wurde 1998 postuliert, dass fiir endotheliale GefaRstrukturen nach Vollen-
dung der klassischen Schritte der Angiogenese ein kurzes Zeitfenster der vaskularen Plastizitat
besteht, in dem sich eine vaskuldre Regression gerade erst etablierter Gewebe zeigen kann.
Diese Plastizitat ist notig, da endotheliale GefaRbette zunéchst im Uberschuss gebildet werden,
woraufhin sich je nach lokalen Perfusionsbediirfnissen nicht notwendige Aste durch Entzug des

vascular endothelial growth factor (VEGF) wieder zuriickbilden (sog. vascular pruning).

Bei der Beobachtung der postnatalen Vaskularisierung von Rattennetzhduten machten Benjamin
et al.’® die Beobachtung, dass der Schluss dieses plastischen Zeitfensters mit der Besetzung
endothelialer GefaRstrukturen mit Perizyten zusammenfallt. Deshalb wird der klassischen Angio-

genese ein funfter Schritt hinzugefigt:

5. GefaBreifung (vessel maturation): Durch die Rekrutierung vaskularer Gefalwandzel-
len (Perizyten, glatte Muskelzellen) und Produktion extrazellularer Matrix entsteht ein rei-
fes Gefal3, das den lokalen Perfusionsbedirfnissen entspricht. Der Zellverband dieses
Gefales ist in seinem Uberleben nicht mehr VEGF-abhangig, sondern wird durch die

Interaktion zwischen Endothelzelle und Perizyt stabilisiert.

1.3.4 Vaskularisierung der Netzhaut

Die Vaskularisierung der Netzhaut beginnt in der 14. Schwangerschaftswoche mit der Differen-
zierung des Mesoderms in endotheliale Vorlauferzellen'*. Ausgehend vom Sehnervenkopf mig-
rieren ab der 16. Schwangerschaftswoche spindelférmige Zellen nach peripher'. In der 22.
Schwangerschaftswoche ist die Choroidea etabliert, wahrend die Retina etwa in der 36. Schwan-
gerschaftswoche komplett nach nasal, in der 40. Schwangerschaftswoche komplett nach tempo-

ral vaskularisiert ist'516,
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1.4 Pathologische Angiogenese

1.4.1 Vaskulare Erkrankungen der Netzhaut

Nach spatestens der 40. Schwangerschaftswoche ist das retinale Gefalisystem ausgereift und
unterliegt danach unter physiologischen Umstanden keinen gréReren Veranderungen mehr. Die
Gesamtheit der retinalen Gefallerkrankungen definiert sich daruiber, dass es zu einer Stdrung
dieser vaskularen Homdostase kommt. Als Antwort auf unterschiedliche pathologische Stimuli
wie beispielsweise Hypoxie oder Inflammation kommt es zu einer vaskularen Destabilisierung,
die Uber eine erhohte Gefalleckage zum Netzhautddem fiihrt. Tritt dies in der Makula auf, kommt
es zum Visusverlust. Die Bildung von Neovaskularisationen kann als Endstrecke einer Vielzahl
von retinalen vaskularen Erkrankungen gesehen werden, die entweder von der Choroidea (CNV)
oder der Retina (RNV) ausgehen. Zu den haufigsten retinalen GefaRerkrankungen gehdren die
neovaskulare, auch ,feuchte” altersbedingte Makuladegeneration (AMD), die Diabetische Retino-
pathie mit dem diabetischen Makuladdem (DMO) und die proliferative bzw. nicht-proliferative di-
abetische Retinopathie (PDR bzw. NPDR), die Retinopathia praematurorum (ROP), choroidale
Neovaskularisationen aufgrund pathologischer Myopie (myope CNV) und der retinale Zentralve-
nen-/Venenastverschluss (ZVV/VAV) mit Makulabdem und Neovaskularisationen. Soziodkono-
misch sind die neovaskulare AMD und die diabetische Retinopathie am bedeutendsten'”:8,

1.4.1.1 Nicht-neovaskulare und neovaskulare AMD
Epidemiologie

8,7% der Weltbevdlkerung zwischen 45 und 85 Jahren leiden unter einer altersbedingten Maku-
ladegeneration'. Epidemiologische Daten aus den USA belegen die Préavalenz spater Formen
mit starker Visuseinschrankung mit 0,05% vor dem 50. und 11,8% nach dem 80. Lebensjahr'®.
Durch die aktuelle demographische Entwicklung wird eine starke Zunahme der Inzidenzen von
196 Millionen Erkrankten im Jahr 2020 auf 288 Millionen im Jahr 2040 erwartet'’.

Risikofaktoren

Die drei groften Risikofaktoren flr die Entwicklung einer AMD sind Alter?®, Rauchen?' sowie Ge-
netik (positive Familienanamnese)?. Als Altersschwelle zur Diagnose einer AMD wurde das 50.
Lebensjahr festgelegt 2%. Im Vergleich zu Nie-Rauchern betragt die Odds Ratio (OR) flr die Ent-
wicklung einer AMD fiir Raucher 3,1124, fir ehemalige Raucher 1,13%° bis 1,3424. Genetisch ist
das Komplement-System von grofRer Bedeutung?®?’. Homozygote Mutationen im Komplement-
Faktor H sind mit einer OR von 7,4 flr die Entstehung einer AMD verbunden (heterozygot: 4,6)%%.
Ebenso wird Faktor D und C3 eine groRe Bedeutung zugeschrieben?®30. Weitere Risikofaktoren
sind Hyperopie >0,75 dpt. (OR 2,4 im Vergleich zu anderen Refraktionsfehlern), kardiovaskulare
Erkrankungen, arterielle Hypertonie, Storungen im Cholesterin- und Fettstoffwechsel, Uberge-
wicht und weibliches Geschlecht®!32,
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Klassifizierung

Traditionell Iasst sich die AMD in eine ,trockene” und eine ,feuchte”, neovaskulare Form einteilen,
wobei letztere durch das Aussprossen von choroidalen Neovaskularisationen (oder auch retina-
len Neovaskularisationen bei der retinalen angiomattsen Proliferation) aus der Aderhaut charak-
terisiert ist®3. Neuere Klassifizierungen unterscheiden nicht in ,feucht* und ,trocken®, sondern in
friihe, intermediére und spate AMD'82334_ Klassisches Unterscheidungsmerkmal ist die Auspra-
gung von Drusen, welche als friihestes Zeichen der AMD als kuppelférmige, eosinophile Struk-
turen zwischen der Bruch-Membran und dem retinalen Pigmentepithel (RPE) entstehen®.

1. Frihe AMD: Vorhandensein einzelner kleiner (<63 pym) oder intermediarer (63-124 um)
Drusen.

2. Intermediare AMD: Vorhandensein zahlreicher kleiner oder intermediarer Drusen oder
Auftreten groRer (=125 um) Drusen.

3. Spate AMD: Auftreten einer geographischen Atrophie durch progressiven RPE- und
Photorezeptoruntergang (Spatform der ,trockenen® AMD) oder Auftreten von choroidalen
Neovaskularisationen (CNV; ,feuchte® AMD).

Pathogenese

Die Pathogenese der AMD ist noch nicht génzlich geklart. An der Ausbildung einer AMD sind
folgende Strukturen beteiligt: Photorezeptorzellen, RPE, Bruch-Membran und die Choriokapilla-
ris. Veranderungen dieser Strukturen flihren letztlich zum typischen Erscheinungsbild der friihen
AMD, jedoch mlssen nicht alle Veranderungen gleichzeitig vorkommen, um zu einer Ausbildung
der Erkrankung zu fiihren. Auf histopathologischer Ebene gehen dem drei altersbedingte Pro-

zesse voraus, die bei Patienten mit AMD starker ausgepragt sind als bei nicht Betroffenen:

Atrophie der Choriokapillaris

Histologische Studien weisen darauf hin, dass die Dichte der Choriokapillaris mit zunehmendem
Alter abnimmt und diese eine mehr tubuldre Form annimmt®. Dieser Verlust bzw. diese Veren-
gung der Strukturen scheint bei der AMD deutlich stérker ausgepragt zu sein. Eine Degeneration
der Choriokapillaris ist insbesondere bei der frihen AMD zu beobachten, noch bevor eine echte
Atrophie des RPE stattfindet. Die Veranderungen scheinen tatséchlich auch nur auf die Chori-
okapillaris begrenzt zu sein, wahrend die au3ere Choroidea unabhangig vom Krankheitsstadium

nicht bzw. nur wenig betroffen ist®.
Verdickung der Bruch’schen Membran.

Eine Ursache dafiir ist die pathologisch verdickte Bruch-Membran, die eine Diffusion von VEGF
aus dem RPE choroideawarts erschwert, wodurch sich die durch diesen Wachstumsfaktor ge-
pragte Struktur der Choriokapillaris verandert®2°. Bei der AMD ist eine signifikant dickere Bruch-

Membran beschrieben als durch das normale Altern zu erklaren ware und zwar durch die
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Akkumulierung von sog. ,basal laminar deposits“° (zu deutsch: Basale laminare Ablagerungen).
Die Bestandteile der basalen laminaren Ablagerungen wurden in der Vergangenheit mehrfach
untersucht. Als mitursachlich nahm man einen hohen Lipidgehalt der Bruch-Membran an, da die
hydraulische Leitfahigkeit eben dieser im Alter deutlich abnimmt und es im sub-RPE-Raum zu
Wassereinlagerungen kommt 4. Es folgten mehrere Studien in denen nicht eindeutig geklart wer-
den konnte, ob der Anteil an Phospholipiden #? oder der Anteil an Cholesterol oder Cholesterol-
Estern hoher ist*3. Deutlich wurde jedoch, dass die Lipide zellularen Ursprungs zu sein scheinen
und aus dem RPE entstammen. Letztlich ist anzunehmen, dass die verdickte Bruch-Membran
und die Lipidakkumulation zu einem verminderten Durchfluss von Wasser und Metaboliten zwi-
schen dem retinalen Pigmentepithel und der Choroidea fiihren. Hierbei ist zu bedenken, dass
eine bereits verdickte Bruch-Membran eine Bedingung fir die Lipid-Akkumulation zu sein scheint
und das bereits vorher eine Reihe von Proteinen zu einer beginnenden Verdickung fiihren. Eine
Akkumulation von R-Amyloid*4 und Vitronectin*>#’ scheint in dieser Friihphase eine zentrale Rolle
zu spielen, gefolgt von einer Anreicherung von Elementen des Komplementsystems und Me-
talloproteinasen. Insbesondere C3, C5b — C9 und Komplementfaktor H (CFH — complement fac-
tor H)*¢; MMP2, MMP9 und MMP1 wird eine zentrale Rolle in der reaktiven, chronischen inflamm-

atorischen Reaktion zugeschrieben, welche weiter zum Fortschreiten der AMD beitragt*°.

Verédnderungen des RPE: oxidativer Stress und sekretorische Aktivitat

Wie zu Beginn erwahnt tragt auch das RPE seinen Anteil an der Entwicklung der friihen AMD bis
zur geographischen Atrophie bei: Zum einen besetzen Residualkdrper einen immer grofieren Teil
des zytoplasmatischen Volumens und beeinflussen so den Zellmetabolismus®®. Zum anderen ist
das Lipofuscin als wesentlicher Bestandteil der Residualkérper ein Erzeuger von freien Radikalen
und kann so zu Zellschaden fiihren®'. Wie Zhou et al. bereits zeigte, scheint das Lipofuscin, be-
ziehungsweise dessen Oxidationsprodukte, eine Aktivierung der Komplementkaskade zu be-
gunstigen, welche wiederum zu einer Verdickung der Bruch’schen Membran fiihrt,5? und die oben

beschriebenen Mechanismen initiiert.

Wahrend folglich auch die duflere Retina beziehungsweise die Fotorezeptoren durch die oben
beschriebenen Vorgange Veranderungen durchlaufen kénnen, gibt es auch mehrere Beobach-
tungen, die zeigen, dass eine pathologisch veranderte Fotorezeptorschicht in der frihen AMD
auch ohne Veranderungen im RPE oder in der Bruch’schen Membran vorkommen kann. Hin-
weise darauf gab es zum Beispiel bei den Untersuchungen durch Coffey et al, in denen eine CFH-
" Maus deutliche Alterationen der Fotorezeptorschicht sowie einen deutlichen Anstieg der Kon-
zentration von Komplementfaktor C3 in der duBeren Retina zeigte®®. Passend dazu zeigte Kim
YH et al, dass CFH-Sekretion des RPE typischerweise apikal, statt choroideawarts stattfindet und
so zunachst eher Veranderungen in der dufderen Retina als in der Bruch’schen Membran verur-

sacht®.

Letztlich liegt bei der AMD (oder der frihen AMD) eine multifaktorielle Pathogenese vor, bei der
mehrere pathogenetische Prozesse unabhangig voneinander parallel stattfinden. Aus diesem

Grund wirkt sich die therapeutische Beeinflussung eines einzelnen Vorgangs nur modifizierend
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aus. Multimodale oder fiir den jeweiligen AMD-Subtyp modifizierte Therapieansatze konnten ein

vielversprechendes Konzept fir die Zukunft darstellen.

Neovaskulare AMD

Die Pravalenz der neovaskularen AMD (nAMD) betragt in den Industrienationen 0,17% zwischen
dem 55. und 64. Lebensjahr und steigt bei Giber 85-Jahrigen auf 5,8%24. Auch wenn sie nur 10-
15% aller AMD-Erkrankungsfalle ausmacht, zeichnet sie sich fiir iber 80% aller starken Visus-
verluste verantwortlich®®. Verzerrungen im Sehen, insbesondere beim Lesen, aber auch Zent-
ralskotome oder einfaches Verschwommensehen sind typische Erstmanifestationen der
nAMD?33%¢. Eine Vielzahl von Patienten zeigt jedoch auch keine friihe Symptomatik®®. Symptome
entstehen meist durch sub- oder intraretinale Flissigkeit, Elevationen des RPE und/oder Veran-
derungen bzw. Destruktionen der Photorezeptoren®-%°. Eine ,neovaskuléare® AMD als Verlaufs-
form der spaten AMD ist definiert durch das Vorhandensein einer choroidalen neovaskularen
Membran (oder retinochoroidalen Membran bei der retinalen angiomatdsen Proliferation), die ent-
weder unter dem RPE begrenzt bleibt oder je nach Typ durch die Bruchmembran bricht und in
einigen Fallen Anastomosen mit retinalen GefalRen (auch retinalen Neovaskularisationen) ausbil-
den kann®®. Der Stimulus dieser Angiogenese wird im folgenden Abschnitt genauer erlautert. Als
unbestritten gilt derzeit, dass der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) dabei eine Schlis-

selrolle einnimmt®0,

1.5 Wachstumsfaktoren in der Angiogenese

1.5.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

1.5.1.1 VEGF: Das Molekul

Die Existenz eines pro-angiogenetischen Wachstumsfaktors wurde erstmals 1948 von Michael-
son®! postuliert, der die Vaskulogenese der Netzhaut an Katzen beobachtete. Er stellte die Hy-
pothese auf, dass die sich entwickelnde Netzhaut eine biochemisch aktive Substanz sezernieren
misse, die die Bildung von Gefalien stimuliere — und dass die Sekretion dieser Substanz auf
einem veranderten Metabolismus der Netzhaut beruhe, der einer Optimierung der retinalen Per-
fusion bedirfe. Erstmals nachgewiesen wurde ein solches Protein 1983 von Senger®? in Aszites
von tumorkranken Tieren. Es hatte ein Molekulargewicht von 34-42 kDA und besal die Fahigkeit,
bestehende GefalRe permeabel zu machen — weshalb es zunachst vascular permeability factor
(VPF) genannt wurde. Ferrara®® gelang es schlielich 1989, dieses Protein zu isolieren und zu
klonieren. Da es eine stark stimulierende Wirkung auf das Wachstum vaskularer Zellen hatte,

wurde es von VPF in vascular endothelial growth factor (VEGF) umbenannt.

Die VEGF-Familie besteht aus Polypeptiden, die Uber Disulfidbriicken Homodimere mit einem
Molekulargewicht von etwa 43 kDA bilden. Zur Proteinfamilie gehéren VEGF-A, PIGF (placental
growth factor), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, virale Homologe von VEGF-E und VEGF-F, die in
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Schlangengift zu finden sind. Wahrend die anderen Wachstumsfaktoren unter anderem fiir Vas-
kulogenese und Lymphangiogenese verantwortlich sind, beruht die pathologische Angiogenese
des Erwachsenen (besonders im Rahmen okulérer neovaskularer Erkrankungen) hauptsachlich
auf VEGF-A®%, weshalb in dieser Arbeit der Fokus auf diesem Wachstumsfaktor liegt. Im Folgen-

den ist analog zur Literatur immer VEGF-A gemeint, wenn von VEGF die Rede ist.

Das VEGF-Gen besteht aus acht Exons, aus denen durch alternatives mRNA-Splicing verschie-
dene Isoformen entstehen konnen® 8. Diese Isoformen gliedern sich in zwei Gruppen: Findet
das Splicing am proximalen Exon 8 statt, entstehen VEGFxx-Isoformen, die pro-angiogenetisch
sind; am distalen Exon 8 dagegen entstehen VEGFx«-Isoformen, die anti-angiogenetisch sind®’.
Die bedeutendsten vier Isoformen stellen VEGF121/VEGF121b, VEGF165/VEGF 1650, VEGF189 und
VEGF206 dar; die tiefgestellte Zahl gibt dabei die Anzahl an Aminosauren des jeweiligen Molekiils
an. Unterschiede bestehen in der Fahigkeit der Bindung an Heparin und Heparansulfat, was die
jeweilige Diffusionsfahigkeit und Bioaktivitat bedingt. VEGF121 kann als saures Polypeptid Hepa-
rin nicht binden, weshalb es frei diffundibel ist. VEGF1ss und VEGF206 haben dagegen eine so
hohe Affinitat zu Heparansulfat, dass sie nach der Sekretion fast ausschliellich an Zelloberfla-
chen und extrazellulare Matrix gebunden sind®8. VEGF1es nimmt dabei eine Zwischenstellung ein;
es kann frei diffundieren, hat aber aufgrund der Heparinbindungsfahigkeit eine etwa 100-fach

erhohte biologische Aktivitat gegenliber VEGF121%°, was es zur wichtigsten Isoform macht™.

1.5.1.2 VEGF: Rezeptoren

VEGF vermittelt seine Wirkung hauptséachlich Gber die zwei Rezeptor-Tyrosinkinasen VEGFR-1
(FIt-1) und VEGFR-2 (Flk-1/KDR)"*73. Der ebenso zur Rezeptorfamilie gehérende VEGFR-3 (Flt-
4) bindet ausschliellich VEGF-C/D und hat seine Funktion in der Lymphangiogenese. Zusatzli-
che Signaltransduktion fur VEGF findet tGber Neuropilin (NRP1 und NRP2) statt.

Die Induktion pro-angiogenetischer Prozesse durch VEGF wird hauptsachlich Gber VEGFR-2 ver-
mittelt, wodurch es zur Aktivierung verschiedener Signaltransduktoren wie Phosphatidylinositol-
3’-Kinase (PI3-Kinase), Phospholipase C oder Ras GTPase-aktivierendes Protein kommt™. Da-
raus resultiert eine Vielzahl zellularer biologischer Funktionen (s. 1.6.1.3).

Die Funktion von VEGFR-1 (FIt-1) ist nicht eindeutig geklart. Es wird aber angenommen, dass
VEGFR-1 als Decoy-Rezeptor fungiert’®, d.h. VEGF zwar gebunden wird, aber keinerlei intrazel-
luldre Prozesse initiiert werden, wodurch dem Rezeptor eine anti-angiogenetische Funktion zu-
teilwird. Gestitzt wird diese Hypothese durch die Tatsache, dass die Deletion der Tyrosinkinase-
Domane von VEGFR-1 bei sonst intaktem Rezeptor Angiogenese und Lebensfahigkeit im muri-
nen Tiermodell nicht einschrankt’®, wahrend eine komplette Deletion von VEGFR-1 nicht mit dem
Leben vereinbar ist’’:"®, Zusatzlich kann durch alternatives Splicing eine Unterform von VEGFR-
1 entstehen, der die Transmembran- und Tyrosinkinasedomane fehlen. Dadurch wird dieser Re-
zeptor (sFlt-1) 16slich und antagonisiert durch Abfangen von VEGF dessen pro-angiogenetische
Wirkung™.

Neuropilin-1 und -2 (NRP1 und NRP2) sind Co-Rezeptoren fiir VEGF. NRP1 verstarkt bei gleich-
zeitiger Expression mit VEGFR-2 die Wirkung von VEGF1s an VEGFR-2 (nicht jedoch von
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VEGF121)%. In diesem Zusammenhang haben NRP1 und NRP2 keine eigene Signaltransduk-
tion®'. NRP2 ist Uiber die Bindung von Semaphorinen fiir die Flihrung von Axonen in der neuro-

nalen Entwicklung verantwortlich®?.

1.5.1.3 VEGF: Regulierung der Expression

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von VEGF durch eine Reihe von Signalmolekiilen
gesteuert wird. Hierzu gehéren Wachstumsfaktoren wie Epidermal growth factor (EGF), trans-
forming growth factor-a und B (TGF-a/B), insulin-like growth factor-1 (IGF-1), fibroblast growth
factor (FGF), keratinocyte growth factor (KGF) und platelet-derived growth factor (PDGF®5.7°,
Auch inflammatorische Zytokine wie IL-1a und IL-6 kénnen die Expression von VEGF induzieren,
wodurch die Hypothese gestiitzt wird, dass VEGF im Rahmen von Entziindungen fiir erhdhte
vaskulare Permeabilitat verantwortlich ist®#4. Eine ahnliche Funktion haben Hormone wie Thy-
roidea stimulierendes Hormon (TSH) bei Schilddriisenkarzinomen®®, Corticotropine® und Gona-

dotropine®’.

Unerlasslich fiir das Wachstum solider Tumoren jenseits der kritischen Gré3e von 1-2 mm ist die
Bildung versorgender Gefale. Es konnte gezeigt werden, dass die Mutation verschiedener On-
kogene die Expression von VEGF induziert; als prominentestes Beispiel sei hier die GTPase K-

Ras genannt®9,

Die Schlusselrolle in der Regulation von VEGF spielt allerdings die Hypoxie®™. Liegt in einem
Gewebe ein zu niedriger Sauerstoffpartialdruck vor, kommt es Gber die Induktion des Transkrip-
tionsfaktors HIF (hypoxia-inducible factor) zur vermehrten Expression von VEGF®', wodurch der
Hypoxie Uber eine vermehrte Vaskularisierung entgegengewirkt werden soll. HIF ist ein Hetero-
dimer, das aus den zwei Untereinheiten HIF-1a und HIF-1f besteht. Unter Normoxie ist HIF-1a
an zwei Prolylresten hydroxiliert, wodurch es von der von Hippel-Lindau-E3-Ubiquitinligase er-
kannt und dem proteasomalen Abbau zugefiihrt wird. Unter Hypoxie dagegen kommt es zur Bil-
dung des Heterodimers HIF-1a/HIF-1B, welcher die Transkription einer Reihe von Genen hoch-
reguliert, die fiir das zellulare Uberleben unter Sauerstoffmangel wichtig sind — unter anderem

VEGF, Erythropoetin und Enzyme der Glykolyse®'-*2,

1.5.1.4 VEGF: Biologische Funktionen

Die erste, von Senger 198352 dokumentierte Wirkung von VEGF war die Fahigkeit, GefalRe per-
meabel zu machen. In diesem Zusammenhang hat der Aspekt der Abdichtung von Gefaldlecka-
gen durch anti-VEGF in der ophthalmologischen Therapie von retinalen Odemen grolke Bedeu-
tung. Auf zelluldrer Ebene wirkt VEGF hauptsachlich auf Endothelzellen: Es induziert Prozesse
der Angiogenese wie Migration, Proliferation und Tube formation und erhéht die Aktivitat von
Matrix-Metalloproteinasen. In vitro wie in vivo wirkt VEGF auf Endothelzellen anti-apoptotisch®:%4,
Zusatzlich hat es Effekte auf die monozytare Migration®® und Koloniebildung von Granulozyten-

Makrophagen-Vorlauferzellen®®.
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Neure Daten belegen, dass die Funktion von VEGF je nach Ursprung des Wachstumsfaktors
differiert: Wahrend exogenes, d.h. nicht von der Effektorzelle (in diesem Falle Endothelzelle)
stammende VEGF-Prozesse der Angiogenese initiiert”’, ist die autokrine Sekretion und Wirkung

fur die vaskulare Homdostase unerlasslich®.

1.5.1.5 VEGF: Bedeutung fur okulare neovaskulare Erkrankungen

Aiello konnte 199454 erstmals VEGF in okularen Fliissigkeiten von Patienten mit aktiven neovas-
kularen Erkrankungen nachweisen (Kammerwasser, Glaskorper, subretinale Flissigkeit). Zudem
zeigten sich die Konzentrationen von VEGF bei Patienten mit aktiver Neovaskularisation signifi-
kant hoher als bei inaktiver, abgelaufener Neovaskularisation. Lagen keine neovaskularen Er-
krankungen vor, konnte nur in einem Bruchteil der Proben VEGF nachgewiesen werden, und die
Konzentrationen des Wachstumsfaktors waren sehr gering. Ein Jahr spéater konnte Aiello zeigen,
dass retinale Zellen (Pigmentepithelzellen, Endothelzellen und Perizyten) die Quelle des okularen
VEGF unter Hypoxie darstellen®®. Ebenso wies er 1995 nach, dass Neovaskularisationen im muri-
nen Modell der hypoxischen Retinopathie durch anti-VEGF-Antikérper signifikant reduziert wer-
den konnen'®. Durch eine Vielzahl kommerziell verflgbarer Antikorper fiir verschiedene Indika-
tionen wurde die Therapie okularer neovaskularer Erkrankungen in den letzten Jahren revolutio-

niert.

1.5.1.6 VEGF-R: Therapeutisches Ziel bei der neovaskularen AMD

Nach zunéchst erniichternden Ergebnissen mit einem VEGF-Aptamer (Macugen®)'%!, zeigte sich
eine Inhibition des VEGF-Molekiils mit intravitreal verabreichten Medikamenten als die wirkungs-
vollere Alternative. Durch intravitreale Gabe des humanisierten monoklonalen anti-VEGF Antiko-
rer Bevacizumab konnte erstmals die choroidale Neovaskularisation im Rahmen der AMD (und
auch anderer neovaskularer Netzhauterkrankungen) kontrolliert werden. Eine Zulassung erhiel-
ten spater eigens dafiir entwickelten Medikamente, allen voran Ranibizumab (Lucentis®, Novartis
AG), Aflibercept (Eylea®, Bayer AG), welches zusatzlich PIG (Placenta-Like Growth Factor)
hemmt sowie seit 2022 Brolucizumab (Bevou®, Novartis AG). Erst 2023 zugelassen wurde auch
der bivalente Wirkstoff Faricimab (Vabysmo®, Genentech), dessen primares therapeutisches Ziel
eine Hemmung von VEGF-A und Angiopoietin 2 ist'%2. Wahrend die ersten Zulassungsstudien
gute Ergebnisse insbesondere auf die Therapiefrequenz- und das Ansprechen zeigen'®?, stehen

noch sogenannte ,real-life“- Daten zum Zeitpunkt dieser Arbeit aus.

Ziel des bisherigen Therapiestandards ist eine Stabilisierung des Netzhautbefundes durch
Eindammung der Erkrankungsaktivitat. Oft lasst sich die Ausgangssehscharfe vor Erkrankungs-
beginn aber trotz Therapie nicht mehr erreichen'%. Hauptverantwortlich fiir diese Problematik ist
die Entstehung einer Netzhautfibrose im Sinne einer Wundheilungsreaktion, die bei etwa 50%
aller Patienten nach zwei Jahren auftritt'%. Es wurde gezeigt, dass ein grofer Teil dieser Narbe
aus durch anti-VEGF fibrotisch umgewandelten GefaRmembranen besteht'%%1%. Zusétzlich zu

eben erwahnten Limitierungen stellt die hohe Therapieintensitat der etablierten anti-VEGF-
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Wirkstoffe mit monatlichen bis zweimonatlichen Injektionen tGber mehrere Jahre, neuerdings auch
drei- und viermonatlichen Injektionen, sowohl fir die Patienten, als auch fiir das Gesundheitssys-

tem eine groRRe Herausforderung dar.

Eine weitere Erklarung fur das méglicherweise unzureichende Ansprechen auf anti-VEGF-Injek-
tionen ist eine partielle anti-VEGF-Resistenz durch (beginnende) Besiedelung der Neovessels

mit Perizyten3.107-110,

1.5.2 Perizyten und der Platelet-Derived growth factor (PDGF)

1.5.21 Perizyten

Perizyten sind vaskulare Gefalwandzellen, die in die vaskulare Basalmembran eingebettet
sind™°, lhre Lokalisation ist meist auf kapillare Strukturen bzw. Arteriolen und Venolen begrenzt,
wahrend in groRen Gefallen meist vaskulare glatte Muskelzellen zu finden sind, die sich in Loka-
lisation, Morphologie und Markerexpression von den Perizyten — trotz ihrer Verwandschaft — un-
terscheiden’""2, Morphologisch erscheinen sie als langliche, schlanke und polymorphe Zellen,
die Kontakt zur selben Basalmembran haben wie die Endothelzellen, auf3er in den Bereichen
eines direkten Kontakts zu lhnen ber Gap-Junctions''®'"3, |hre Funktion besteht vor allem in
Bildung und Erhaltung einer gesunden Mikrovaskulatur, so auch in der Retina. Perizyten sind
kontraktil, regeln die Permeabilitat und dienen als Wachstumsmodulator fiir Endothelzellen mit
betrachtlichem Potenzial zur mesenchymalen Transformation''®. Die GefaRmaturierung in der
Retina ist erst nach Besiedlung mit Perizyten abgeschlossen. Diese sind jedoch groftenteils
VEGF-unabhangig und werden insbesondere Uber den Platelet derived growth factor (PDGF)
gesteuert Ihre Konzentration ist in der Retina besonders hoch: Auf eine Endothelzelle folgt mit
einem Verhaltnis von 1:1 ein Perizyt. Im Gegensatz dazu liegt das Verhaltnis Endothelzelle zu
Perizyten in Arterien der Skelettmuskulatur bei 1:100"'4. Somit kommt gerade in der Retina dem
Perizyten eine besondere Bedeutung zu und es ist bei einer beginnend partiellen Maturierung der

choroidalen Neovaskularisation von einer zunehmenden VEGF-unabhangigkeit auszugehen's.

1.5.2.2 PDGF: Das Molekdl

Der Platelet derived growth factor (PDGF) wurde 1974 von Ross''® entdeckt, als er in der Arteri-
oskleroseforschung auf der Suche nach einem Molekiil war, dass nach einer Endothellasion va-
skulare glatte Muskelzellen zum Ort der Lasion migrieren und dort proliferieren liel3. Die PDGF-
Wachstumsfaktorfamilie besteht ahnlich wie VEGF aus fiinf Polypeptiden, die ein Molekularge-
wicht von 30 kDA haben und Heparin binden kénnen''®. Sie liegen als vier Homodimere und ein
Heterodimer vor; aus den Untereinheiten A, B, C und D bilden sich die Molekiile PDGF-AA,
PDGF-BB, PDGF-CC, PDGF-DD und PDGF-AB""""'2%_ |n vivo wird die Bildung von Homodimeren
bevorzugt. PDGF-CC und PDGF-DD werden als inaktive Vorstufen sezerniert und erst durch tPA
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(tissue plasminogen activator) oder Plasmin bzw. Urokinase oder Matriptase in ihre aktive Form
Uberfuihrt'21-123,

1.5.2.3 PDGF: Rezeptoren

Fir die Signaltransduktion stehen die zwei Rezeptor-Tyrosinkinasen PDGFRa und PDGFR zur
Verfligung, die bei Bindung von PDGF dimerisieren und sich autophosphorylieren'?4'2¢. PDGFRa
hat eine hohe Affinitdt zu PDGF-A, -B und -C, wahrend PDGFRp bevorzugt PDGF-B und -D
bindet'?’. In vivo scheinen die Bindung von PDGF-AA und -CC an PDGFRa und von PDGF-BB
(und wahrscheinlich -DD) an PDGFRB am bedeutendsten zu sein'?. Je nach Kombination der
PDGFR-Untereinheiten kdnnen aber verschiedene Rezeptordimere entstehen: PDGFRaa kann
durch Bindung von PDGF-AA, -BB, -CC und -AB entstehen, wahrend PDGFRBB durch PDGF-
BB und -DD induziert wird. Fir die Bildung von PDGFRaf sind PDGF-AB, -BB, -CC und -DD
verantwortlich'?®, Nach intrazellular wird das Signal Uber die Aktivierung von Tyrosinkinasen der
Src-Familie, die SHP-2 Tyrosinphosphatase, die Phospholipase C-y (PLC- y) und das GTPase-
aktivierende Protein (GAP) fir Ras weitergeleitet. Ebenso kommt es zur Aktivierung von STAT-
Molekiilen (signal transducers and activators of transcription), die in den Zellkern transloziert wer-

den und dort als Transkriptionsfaktoren wirken.

1.5.2.4 PDGF: Regulierung der Expression

Die Hauptquelle von PDGF stellen Epithel- und Endothelzellen dar. Induziert wird die Expression
von PDGF durch eine Vielzahl exogener Faktoren, zu denen Hypoxie'?°, Thrombin'° sowie die

Stimulation mit diversen Zytokinen und Wachstumsfaktoren gehoren.

1.5.2.5 PDGF: Biologische Funktionen

PDGF ist in humanem Plasma physiologischerweise nicht nachweisbar; experimentell intravends
appliziertes PDGF hat im Tiermodell (Pavian) eine Halbwertszeit von zwei Minuten''. Diese Tat-
sachen deuten darauf hin, dass die Wirkung von PDGF (iber lokale Synthese und Sekretion ver-
mittelt wird. Zellulare Effektoren der hauptsachlich parakrinen Signaltransduktion sind Fibroblas-
ten, Perizyten und glatte Muskelzellen, wodurch sich zwei grof3e Bereiche seiner Wirkung er-

schliefen: Wundheilung und Angiogenese.

Beim Erwachsenen moduliert PDGF die zellulare Funktion im Rahmen der Wundheilung durch
Foérderung von Proliferation und Migration von Fibroblasten und Induktion der Angiogenese im
Wundbereich.

Im Rahmen der Angiogenese spielt PDGF eine Schliisselrolle Giber die Induktion der Expression
von VEGF, wodurch die Endothelzellfunktion stimuliert wird. Zusatzlich ist PDGF das wichtigste
Molekdl in der Rekrutierung perivaskularer Zellen wie Perizyten und glatter Muskelzellen, die im
letzten Schritt der Angiogenese frisch entstandene Gefalle ,matur’ werden lassen und damit sta-

bilisieren. Quelle des PDGF wahrend der Angiogenese sind dabei die an der Gefaflibildung
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beteiligten Endothelzellen. Kernbestandteile dieser sog. ,vessel maturation’ sind die Migration
und Proliferation perivaskularer Zellen sowie die Induktion der Expression von pro-survival-Sig-

nalen an Endothelzellen’.

Embryologisch spielt PDGF eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Gehirn, Niere, Darm, Haut,
Hoden und des kardiovaskularen und respiratorischen Systems. Zusatzlich gibt es Hinweise,

dass PDGF beim Erwachsenen regulierend auf Erythropoese und Knochenbildung einwirkt'%132,

1.5.3 Mammalian Target of Rapamycin (m-TOR) und dessen Inhibitor

Rapamycin

Das mammalian (oder: mechanistic) target of rapamycin (mTOR) ist eine Serin-/Threonin Pro-
teinkinase, die eine katalytische Untereinheit von zwei unterschiedlichen Proteinkomplexen bildet
— das mTORC1 und das mTORC2'® - und eine zentrale Rolle in Zellwachstum, Differenzierung,
Autophagie, Immunantwort und Metabolismus spielt. Einen potenten Inhibitor von mTORC1, we-
niger von mTORC2, stellt das im Rahmen dieser Arbeit vorgestellte Metabolit Rapamycin (Medi-
kamentennahme: Sirolimus) dar, das in Abschnitt 1.5.3.4 genauer erlautert wird. Im Folgenden
wird zunachst ein grober Uberblick, Uber die komplexen Zusammenhéange der Up- und

Downstream Signalwege beider Untereinheiten von mTOR gegeben.

1.5.3.1 mTOR - Complex 1 (mMTORC1)

mTORCH1 spielt eine zentrale Rolle bei Zellprozessen, die wichtig fir Wachstum und Proliferation
sind, kontrolliert aber auch die Balance zwischen anabolischen und katabolischen Prozessen mit
dem obersten Ziel der Energiehomdoostase'®3. Der proproliferativen Aktivitat sind daher mehrere
negative feedback loops zwischengeschaltet. Wenn auch die Hauptfunktion in der Aktivierung
von Metabolismus und Proliferation zu suchen ist, so inhibiert mMTORC1 auch direkt katabole bzw.
autophage Prozesse, indem es durch Phosphorylierung von z.B. ULK1 (unc-51 like autophagy
activating kinase 1, wichtig fur die Formation von Autophagosomen) dessen Aktivierung durch
AMPK verhindert'*. Ebenfalls erfolgt durch die Hemmung von mTORCH1 ein schneller Anstieg

der Aktivitaten des Ubiquitin-Proteasom-Systems, welche aktiv zur Proteolyse beitragen?3%13¢,

Aus folgenden Bestandteilen setzt sich mTORC1 zusammen: mTOR, Raptor (regulatory protein
associated with mTOR) und mLST8 (mammalian lethal with Sec13 protein 8)'3"-13%, Seine zwei
inhibitorischen Untereinheiten sind PRAS40 (proline-rich Akt substrate of 40 kDa)'#%-142 und DEP-

TOR (DEP domain containing mTor interacting protein)'3.

Upstream-Signalwege von mTORCA1

Die mTORC1 Aktivitat wird durch zahlreiche Stimuli geregelt. Allen voran Wachstumsfaktoren,
Engergiebedarf, Aminosauren und Hypoxie. Insbesondere ein erhéhtes Energievorkommen (zum
Beispiel nach einer Nahrungsaufnahme) fiihrt zur unmittelbaren Aktivierung von mTORC1 und

dadurch zum gesteigerten Anabolismus'. Im Folgenden werden die verschiedenen Upstream-
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Signalwege vorgestellt, die zu einer Aktivierung von mTORCH1 fiihren kénnen, sowie die im Rah-

men dieser Arbeit wichtigen Signalwege im Rahmen der Hypoxie-gesteuerten Angiogenese.
Wachstumsfaktoren

Die mTOR Kaskade ist das Ziel multipler Wachstumsfaktoren'®3. Beispielsweise bindet Insulin an
die Rezeptortyrosinkinasen Insulin-Rezeptor und Insulin-like growth-factor 1-Rezeptor mit nach-
folgender Phosphorylierung verschiedener Insulinrezeptorsubstratproteine. Durch deren Phos-
phorylierung werden z.B. fiir Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) Bindungsstellen freigelegt,
wodurch der Phosphatiylinositol (3,4,5)-Triphostphat (PIP3)-Akt-Signalweg als direkter Up-
stream-Aktivator von mTORC1 aktiviert wird (siehe Abb. Downstream Aktivierung von
mTORC1)'*. Die Akt-PIP3-mTOR Achse spielt in durch mTORC1 vermittelten Prozessen eine

zentrale Rolle (siehe weiter unten ,Hypoxie und der Akt-Signalweg").

Bereits in friihen Studien zu Rapamycin konnte festgestellt werden, dass zahlreiche Signalwege
verschiedener Wachstumsfaktoren im Tuber&se-Sklerose-Komplex (TSC) enden, wodurch die
Aktivierung von mTORC1 gehemmt wird'®: Der TSC fungiert dabei als GTPase-aktivierendes
Protein (GAP), das den Austausch von GTP zu GDP vermittelt und die kleine GTPase Rheb
inaktiviert'514, |m aktivierten Zustand bindet Rheb direkt an mTORC1 und tragt zu dessen Akti-
vierung bei'%147_ Somit flhrt also die Inhibition von TSC zur Aktivierung von mTORC1, wahrend

eine Stimulation von TSC zu deren Inaktivierung flhrt.

Inhibierende Signale

Bei Signalen die inkompatibel mit Zellwachstum sind, wird iber Upstream-Wege die mTORC1-
Aktivierung gehemmt: Niedrige Glukoselevel und niedriges ATP fiilhren zu einer Aktivierung der
AMP-abhangigen Kinase (AMPK), welche mTORC1 durch Phosphorylierung und somit Aktivie-
rung von TSC2 (Tuberdse-Sklerose-Komplex 2) hemmt'4%:148.149 Auch DNA-Schaden fiihren p53-
vermittelt zur Aktivierung von AMPK und letztlich damit des TSC und einer Hemmung von
mTORC1"%,

Stimulierende Signale

Durch eine hohe Aminosaurenverfligbarkeit zum Beispiel nach Nahrungsaufnahme kommt es zu
einer erhohten Aktivierung von mTORC1 (ber heterodimere Rag-GTPasen'. Diese werden
durch Aminosauren stimuliert und in ein aktives Stadium versetzt, wodurch sie Raptor binden und
dann ebenfalls aktivieren. Diese Aktivierung fiihrt zu einer Rekrutierung von mTORC1 an die
lysosomale Oberflache wo das Rheb lokalisiert ist und dieses letztlich zu einer Aktivierung von
mTORCH1 fiihrt'®"-1%4, Desweiteren werden anabole Prozesse in Gang gesetzt, die mTORC1 zu

einem Schlisselregulator, zum Beispiel bei der Muskelsynthese machen'#4.
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Hypoxie und der AKT-Signalweg

Akt zahlt zu den wichtigsten Upstream-Molekiilen von mTORC1'%%. Der PI3K/Akt-Signalweg ist
ein wichtiger zelluldrer Signalweg und spielt eine Schllsselrolle in Proliferation, Zelladhéasion,
Migration und der Angiogenese. Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) sind Enzyme, die das
3’'OH des Inositol-Rings des Phosphatidylinositols phosphorylieren und bestehen aus drei ver-
schiedenen Klassen. Letztlich bewirkt PI3K die Aktivierung zur Phosphatidylinositol 3,4,5-triphos-
phatase (PIP3) welches wiederum eine vitale Rolle in vielen Signalwegen spielt und Uber eine
Aktivierung der Serin-/Threoninkinasen PDK1 und Akt auch mTORC1 aktiviert'®®-1%8, Wie oben
beschrieben geschieht dies liber eine Hemmung des Tuberdse-Sklerose-Komplexes. Parallel
dazu stimuliert Akt auch die Stickstoffmonoxid-Produktion in Endothelzellen, was wiederum zu
einer erhohten VEGF-Konzentration fihrt und somit indirekt auch zu einer mTOR-unabhangigen
Stimulierung der Angiogenese bzw. proangiogenetischer Wachstumsfaktoren (Siehe Abb. 3). Akt
selbst wird, nachdem es von PIP3 zur Plasmamembran rekrutiert wurde, von PDK1 und mTORC2
aktiviert'#*. Somit kann Akt als Down- und Upstreamregulator des gesamten mTOR-Komplexes
gesehen werden. Zuséatzlich scheint, neben der Aktivierung von mTORC1, Akt im Sinne eines
positiven Feedback Loops auch mTORC2 zu aktivieren (siehe Abschnitt mTORC2)'%.

Downstream-Effekte von mTORC1

Die Aktivierung des mTORC1 Komplexes erfolgt vermutlich an der lysosomalen Membran durch
GTP-gebundene Rheb Proteine (Rheb-GTP)'#. Aktiviertes mTORC1 fordert die Proteinsynthese
vor allem durch deren Initilerung. Dies geschieht direkt durch Phosphorylierung des ribosomalen
Proteinsp70S6 Kinase 1 (S6K1) und des eukaryotic initiation factor 4FE (elF4B)-bindenden Pro-
teins(4EBP). Phosphoryliertes S6K1 aktiviert in der Folge weitere Substrate (unter anderem
elF4B), die zur Translation der messenger RNA (mRNA) beitragen. 4EBP wiederum inhibiert im
nicht-phosphoryliertem Zustand die Translation, indem es einen Komplex mit elF4E bildet. Diese
Komplexbildung wird durch die multiple Phosphorylierung durch mTORC1 unterbunden und fiihrt

damit zu einer Beschleunigung weiterer Translationsprozesse'e°.

Des Weiteren wird durch die Aktivierung von SREBP (sterol responsive element binding protein)
die Lipidsynthese gesteuert und aktiv beeinflusst'®!. Die Aktivierung von SREBP erfolgt bei nied-
rigen Sterol-Konzentrationen oder durch Phosphorylierung von S6K1 und Lipin-1'62183_ Die
SREBP-Aktivierung fiihrt dariiber hinaus zu einem erhéhten Influx im oxidativen Pentose-Phos-
phat-Signalweg und somit zu einer erhdhten Ausbeute von NADPH, eines der wichtigsten Meta-
boliten fiir Proliferation und Wachstum'62, Letztlich wird durch mTORC1 auch die Expression von

MTHFD2 gefordert, die besonders wichtig fiir die Purin-Synthese ist'64.

Der Tumor-Suppressor Komplex TSC (tuberous sclerosis complex) 1/2, bestehend aus den pro-
teinen TSC1/hamartin und TSC2/tuberin stellt einen der negativen Hauptregulatoren des
mTOR/S6K1 Signalweges dar'®. Loss of function Mutationen im TSC-Komplex flihren zum
Krankheitsbild der tuberésen Sklerose, bei der es durch konstitutive Aktivierung von mTORC1 zu

einem unkontrollierten Zellwachstum mit Ausbildung von Hamartomen in multiplen Organen
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kommt. Der TSC Komplex hemmt mTORC1 dadurch, dass er dessen Aktivierung unterdriickt.
Dies ist der GTP-ase Aktivitat von TSC geschuldet, wodurch TSC die Verfugbarkeit der fir die
mTORC1 Aktivierung erforderlichen Rheb-GTP Proteine steuert'®%166_ Akt hat letztlich die Inhi-

bierung von TSC zum Ziel, was durch dessen Phosphorylierung erreicht wird'46:165,

Insgesamt hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass eine Inhibierung von mTORC1 insgesamt
zu einer eher moderaten und generellen Hemmung der mRNA-Translation flihrt. Besonders stark
werden jedoch Pyrimidin-reiche 5° ,TOP* oder ,TOP-ahnliche” — Motive beeinflusst, die wiederum

die meisten Gene enthalten, die in der Proteinsynthese involviert sind'¢7:168

Die wohl fiir die Fragestellung dieser Arbeit wichtigste Funktion von mTORC1 besteht in ihrer
Downstream-Aktivierung von HIF-1alpha, das, wie oben beschrieben, eine Schllsselrolle bei der

Angiogenese und in der Aktivierung von VEGF bestitzt'33162,

1.5.3.2 mTOR - Complex 2 (MTORC?2)

Upstream-Signalwege von mTORC2

Die Effekte von mTORC2 werden hauptsachlich iber dessen Untereinheit Sin1 — eine phosphoi-
nositid-bindende pH-Domane — vermittelt. Diese Untereinheit verhindert zunachst Aktivitat durch
mTORC?2. Diese Blockade wird durch das Binden von PIP3 geltst'®®. Letztlich ist mTORC?2 also
ein Effektor des Insulin/PI3K-Signalweges (siehe 1.5.3.4).

Ein nennenswerter Effekt ist auch eine Akt-vermittelte Aktivierung im Sinne einer positiven Feed-
backschleife: Guang et al zeigten, dass Akt die Untereinheit Sin1 an T86 phosphoryliert, was zu
einer erhéhten mTORC2-Kinaseaktivitdt und letztlich wieder zur Phosphorylierung von Akt
fahrt%,

Paradoxerweise wird mTORC2 auch durch mTORC1 hemmend reguliert, was durchaus thera-
peutische Konsequenz hat: Durch Phosphorylierung des Wachstumsfaktorrezeptor-gebundenen
Proteins 10 (Growth factor receptor-bound protein 10 = Grb10) entsteht eine negative Feedback-
Hemmung von PI3K'7%171 Dies wird zusatzlich durch eine negatives Feedback von S6K1 ver-

starkt, ein Protein das, wie oben beschrieben, durch mTORC1 aktiviert wird'4%172,

Downstream von mTORC2

Insgesamt ist iber mTORC2 weniger bekannt als Gber mTORC1. Wahrend Letzteres eher fiir
Zellwachstum und -metabolismus verantwortlich ist, ist mMTORC2 wichtig fiir Zellproliferation und
das Zelliiberleben3, Dabei wirkt es (iber verschiedene Wege: Zum einen iber die Phosphorylie-
rung von mehreren Substraten der AGC-Familie der Proteinkinasen'”3'7¢ und zum anderen Uber
die Aktivierung von Akt'”’. Die Aktivierung von Akt erfolgt dabei synergistisch zusammen mit
PDK1'44, Beide Substrate sind wichtig fiir die oben genannten Funktionen. Wie oben beschrieben
werden durch die Phosphorylierung von Akt, einem Hauptbestandteil des Insulin-/PI3K Signalwe-

ges, zahlreiche wichtige Signalketten aktiviert bzw. inaktiviert (wie zum Beispiel die Inhibition des
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Tuberose-Sklerose-Komplexes), die Zellwachstum- und Proliferation zur Folge haben'®'77. Dar-
Uber hinaus scheint Akt auch die Angiogenese Uber die Regulation des Stickstoff-Levels zu sti-

mulieren78,

1.5.3.3 mTOR, Angiogenese und der PI3K/Akt-Signalweg

Im Rahmen dieser Arbeit ist vor allem der Einfluss mTORs auf die Angiogenese entscheidend.
Neben der oben beschriebenen allgemeinen Wichtigkeit mTORs fir Zellproliferation, -wachstum
und -migration (somit auch geltend fiir Endothelzellen und Perizyten), sind insbesondere die kom-
plexen Signalwege entscheidend, die zu einer vermehrten Angiogenese flihren. Ausgangspunkt
ist, wie oben durch die Akt-Signalkette angedeutet, auch hier die Aktivierung des PI3K/Akt-Sig-
nalweges, der letztlich Gber mTOR und Beeinflussung des Stickstoffhaushaltes eine Hochregu-
lierung von HIF-1 und dariber einen Anstieg von VEGF bewirkt (siehe Abbildung 3)'78.

Wie bereits durch Phung et al beschrieben, ist insbesondere eine anhaltende Akt-Aktivierung ein
wichtiger Trigger fur pathologische Angiogenese mit Wachstum krankhafter BlutgefalRe und er-
hohter GefaBpermeabilitat'”®. Diese sind letztlich ursachlich fiir eine deutliche Visusminderung
durch andauernde Bildung von intra- und subretinaler Flissigkeit (Makuladdem)'’®. Die Serin-
/Threoninkinase Akt, gesteuert vor allem Uber PI3K, ist ein zentraler und wichtiger Regulator in
den komplexen Signalwegen der Angiogenese'’®8° Hauptsachlich wird dies tiber die Regulation
der Signalwege des Stickstoffoxids (NO) erreicht. Die Synthese des NO wird tber die NO-Syn-
thase (NOS) reguliert, von der mehrere Isoformen existieren: nNOS/NOS1, eNOS/NOS3 und das
iINOS/NOS2'8'. Sowohl in VEGF-induzierter Angiogenese als auch bei der GefaRpermeabilitat
scheint vor allem die endotheliale NOS (eNOS) von Bedeutung zu sein, wie Fukumura et al be-
reits in 2001 anhand von eNOS und iNOS — Knockout-Mausen zeigen konnte'82. Dariiber hinaus
kann NO die Expression und die transkriptionale Aktivitat von HIF-1 erhdhen, was letztlich in der
Induktion von VEGF-mRNA resultiert'®3, Kasuno et al. zeigten hier ebenfalls, dass unabhangig
von hypoxischer Umgebung, eine Inhibition von PI3K (Upstream-Molekiil von Akt) auch zur Hem-
mung der Expression von NO und HIF-1 fihrte. PI3K vermittelt seine Wirkung mit Hilfe von Akt'"8,
weshalb die Kinase Uber die Akt-Aktivierung ebenfalls eine Schlisselrolle in der Angiogenese
einnimmt. Wenn VEGF an den Rezeptoren normaler Endothelzellen bindet, so werden PI3K-Sig-
nalwege aktiviert, die Angiogenese stimuliert und die vaskulére Permeabilitat erhoht'84. Darliber
hinaus werden Uber den PI3K/Akt-Signalweg auch weitere kleinere Molekiile, die fir Angioge-
nese essenziell sind, reguliert: Survivin, beispielsweise ist ein anti-apoptotisches Protein, welches
als Antwort auf VEGF-Stimulation hochreguliert wird. Fehlt dieses Protein, so kann dies bereits
zu embyronalen Defekten in der Angiogenese fiihren'8®. Survivin kénnte ein wesentlicher Grund
dafir sein, warum einige Patienten schlecht oder nicht auf eine anti-VEGF-Behandlung anspre-
chen. So zeigten Tran et al, dass Survivin in Endothelzellen chemoprotektive Eigenschaften auf-
weist und diese Zellen vor medikamenten-induzierter Apoptose schiitzt'®. MTOR stimuliert die
Akt-Aktivierung ebenfalls, alternativ zum PI3K-Signalweg und tragt somit zur (auch unkontrollier-
ten) Angiogenese entscheidend bei'’8. Allerdings wird Akt tber die mTORC2-Unterinheit des
mTOR aktiviert und Rapamycin ist vorwiegend ein Inhibitor des mTORC1. Somit resultiert initial

zunachst keine klare Akt-Hemmung. Ganz im Gegenteil: Die alleinige Hemmung von mTORC1
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fuhrt zunachst einmal zur Hochregulierung des Insulin-Rezeptor-Substrat 1 welches wiederum
eine vermehrte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges zur Folge hat und das Medikament somit
potenziell in seiner antiproliferativen/antitumordsen Eigenschaft eingeschrankt sein kdnnte. Aller-
dings scheint eine verlangerte Inkubationszeit (24-72h) in gewissen Zelltypen ebenfalls mTORC2

und damit Akt zu inhibieren'’7.
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Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung des PI3K/Akt-Signalweges und die Bedeutung fiir die Angiogenese
(Darstellung angelehnt an Karar et al, 2011, CC BY-Lizenz)'™®

1.5.3.4 Rapamycin (Sirolimus)

Aus Bodenproben der Insel Rapa Nui (Osterinsel) wurde friih ein Metabolit des Bakteriums Strep-
tomyces hygroscopicum isoliert, welches antimykotische, immunsuppressive und antitumurése
Eigenschaften besitzt'8-8° Dieser Metabolit wurde folglich nach dem Entdeckungsort als Ra-
pamycin (klinischer Name: Sirolimus) benannt. Erst Chung et al beschrieben 1992 die genaue
Wirkungsweise: Rapamycin formt einen Gain-of-Function-Komplex mit der Peptidyl-Prolyl-lsome-
rase FK506 binding protein 12 (FKBP12). Erst zwei Jahre spater wurde mTOR als direktes Ziel-
protein des FKBP12-Komplexes in Saugetieren nachgewiesen, dass eine inhibierende Wirkung
auf mTOR (genauer mTORC1) hat'90-192,
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Heute wird das Medikament in einer Reihe von Krankheiten verwendet, zum Beispiel bei der
Lymphangioleiomyomatose,als effektives Immunsuppressivum nach einer Nierentransplantation
oder auch in Phakomatosen (Progressionshemmung eines Neurofibromatose Typ 1-assoziierten

plexiformen Neurofibroms oder in Formen der tuberésen Sklerose) 19319,

Rapamycin scheint primar wenig Einfluss auf mMTORC2 zu haben; es bindet und hemmt vor allem
mTORC1"75. Somit resultiert initial zunachst keine klare Akt-Hemmung. Ganz im Gegenteil: Die
alleinige Hemmung von mTORCH1 fiihrt zun&chst einmal zur Hochregulierung des Insulin-Rezep-
tor-Substrat 1 welches wiederum eine vermehrte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges zur
Folge hat und das Medikament somit potenziell in seiner antiproliferativen/antitumordsen Eigen-
schaft eingeschrankt sein konnte. Trotzdem zeigt eine verlangerte Inkubationszeit (24-72h)""”
bzw. eine langere Behandlungsdauer mit Rapamycin auch auf mMTORC2 einen inhibierenden Ef-
fekt, da an Rapamycin gebundenes mTORC1 sich nicht mit mTORC2 verbinden kann'®’. Wie
bereits friih durch Zhong et al und Guba et al. beschrieben besitzt das Medikament die Fahigkeit
die Produktion von VEGF deutlich zu drosseln, sowie zusatzlich antiproliferative und antitumurdse
Eigenschaften'1%° Die anti-angiogenetische Wirkung vermag es vor allem durch negative Sti-
mulierung der HIF 1-alpha Produktion zu vollbringen®81%°, Selbst unter hypoxischen Bedingungen
zeigte Rapamycin eine deutliche Aktivitdtsreduzierung von HIF1-Alpha wie durch Land and Tee
et al beschrieben?®. Wie stark die Wirkung potenziell sein kdnnte zeigt Phung et al (2006): Ra-
pamycin blockiert in Mausen trotz persistenter Akt-Aktivierung die Entstehung von Blutgefa-
Ren'’®. Auch antiproliferative Eigenschaften in Perizyten sind durch mTOR-Inhibition beschrie-

ben, welche besonders in dieser Arbeit genauer untersucht werden?°".

1.6 Ziel der vorliegenden Arbeit

Trotz groRer Fortschritte in der Therapie der neovaskuldaren AMD fehlen uns heute immer noch
wirksame Alternativen fir die Gruppe der sogenannten ,Non-Responder” oder ,Poor-Responder®.
Welch soziotkonomische Bedeutung dies hat, beleuchtet eine von Chopra et al veroffentlichte
Studie., die zeigt, dass es von 2009 bis 2019 einen insgesamt 11-fachen Anstieg der intravitrea-
len Injektionen gegeben hat und dass diese Zahl erwartungsgemaf (insbesondere durch eine
immer mehr alternde Bevolkerung'’) steigen wird?%2. Mit Faricimab erschien nun zum ersten Mal
ein bivalenter Wirkstoff, der in den Zulassungsstudien erfolgsversprechende Ergebnisse zeigte.
Dies beweist, dass eine alleinige Inhibition von VEGF, wie sie meist noch derzeitige Praxis ist,
keine ausgeschopfte Therapie darstellt und es sich lohnt, in den komplexen Signalketten der An-
giogenese weitere Faktoren zu analysieren, die zu einem Therapieerfolg fiihren kdnnten. kdnnte
Dies kdnnte bei besserer Wirksamkeit moglicherweise insgesamt auch die Therapiefrequenz bei
jenen Patienten reduzieren, die zwar auf anti-VEGF ansprechen, jedoch auf monatlich- bis zwei-
monatliche Injektionen angewiesen sind. Alle derzeit verfligbaren Therapien fokusieren insbe-
sondere VEGF, lassen jedoch die GefaBummantelung durch Perizyten, die eine potentielle anti-

VEGF-Resistenz bewirken, auBer Acht 107-109.203204 Rje Rekrutierung des Perizyten fiihrt also
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dazu, dass Neovaskularisationen vor einer (in der Angiogenese auch physiologischen) Regres-
sion durch VEGF-Entzug geschutzt sind. Zusatzlich sezernieren Perizyten Angiopoietin-1 (Ang1),
das Uber die Bindung des endothelialen Tie2- Rezeptors zu zellularen Mechanismen fiihrt, die
die Neovaskularisation stabilisieren252%_ Erster Beleg dafiir, dass die Aktivitat der Perizyten ein
weiteres therapeutisches Target darstellt, ist die Wirksamkeit des 2023 zugelassenen Fari-

cimab'%?,

Somit erschlieflt sich, dass eine duale VEGF/PDGF-Inhibition erfolgsversprechend bei patholo-
gischer Angiogenese sein konnte. Und in der Tat ist nicht nur in der Tumorforschung, sondern
auch in okularen in-vitro und in-vivo Modellen mehrfach bestétigt worden, dass die duale Inhibi-
tion durchaus eine wirkungsvollere Alternative, insbesondere auch fir Non-Responder, darstellen
konnte!07:108,110.207.208 "1n ynseren Vorarbeiten untersuchte auch unser zellbiologisches Labor (in-
vitro) die Auswirkung von Axitinib auf humane umbilikale Endothelzellen sowie plazentare hu-
mane Perizyten, die eine deutliche Wirksamkeit der dualen Inhibition best&tigten?°. Interessant
istin diesem Zusammenhang, vor allem mit Blick auf die Langzeitbehandlung, die Bedeutung des
Perizyten bei der Entwicklung subretinaler Fibrosen und ob eine Hemmung dieser und/oder des
PDGF-Signalweges langfristig zu weniger Fibrose fihrt als eine Monotherapie mit anti-VEGF.
Eine Assoziation des Perizyten mit subretinaler Fibrose ist in der Literatur bereits mehrfach be-
schrieben: Sie scheinen sich in anderen Organen wie zum Beispiel der Lunge und der Niere zu
Myofibroblasten differenzieren zu kénnen und dort die Fibroseentstehung anzutreiben2210, Lin
et al machten bereits 2008 die Beobachtung, dass in den Nieren von postnatalen Mausen noch
viele Perizyten mit ihren typischen Markern nachzuweisen sind, diese Spezifizierung jedoch in
der adulten Niere nach und nach verlieren?'!. In der adulten (und erkrankten) Niere zeigte sich,
dass Perizyten recht rasant diejenigen Gene aktivierten, die fir die Entstehung von Myofibroblas-
ten verantwortlich sind?'°. Auch fiir anderes Gewebe zum Beispiel im Gehirn oder im Auge wurde
dieser Effekt nachgewiesen %22, Nachzuvollziehen ist dies, wenn man die Herkunft der Peri-
zyten genauer betrachtet: Letztlich handelt es sich um Zellen mesenchymalen Ursprungs, die
zwar als vaskulare Gefalwandzellen betrachtet werden kénnen. Wenn jedoch Zellen mesench-
myalen Ursprungs keinen Kontakt zu Endothelzellen haben, so werden sie (in der Niere) zu so-
genannten ,perivaskularen Fibroblasten“?'32'%_ Erganzend dazu konnten wir bereits zeigen, dass
plazentare Perizyten unter dualer Inhibitionstherapie mit dem Thyrosinkinaseinhibitor Axitinib
(Pan-VEGFR/Pan-PDGFR-Inhibitor) in-vitro zwar beginnen einen proto-myofibroblastischen Pha-

notypen auszubilden, jedoch aktive profibrotische zellulare Mechanismen gehemmt werden'%.

Wie oben bereits beschrieben, zeigen Perizyten vor allem ein Ansprechen auf PDGF, weshalb
bereits eine klinische Studie mit dualer Inhibition durch Ranibizumab und Fovista (monoklonaler
anti-PDGF Aptamer) erfolgte. Wahrend Phase 2b zwar einen deutlich besseren Effekt erzielte,
zeigte sich in Phase 3 kein signifikant besseres Ergebnis als unter einer anti-VEGF-Monothera-
pie'%. Die ernlichternden Ergebnisse lieBen eine duale Inhibition von VEGF und PDGF zunachst
wieder in den Hintergrund riicken. Es besteht jedoch weiterhin dringend Notwendigkeit fir wirk-
same Alternativmittel. Die in-vitro als auch in-vivo Evidenz fiir eine Uberlegene Wirksamkeit der
dualen Inhibition von Endothelzellen und Perizyten in pathologischer Angiogenese bleibt jedoch

Uberwaltigend.
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Aufgrund seiner Schlisselrolle bei der HIF 1-alpha-Regulation, der Perizytenrekrutierung, sowie
bei Zellproliferation und -migration untersuchten wir mit dieser Arbeit eine Inhibition von mTOR
durch Sirolimus (Rapamycin) in vitro. Rein antiangiogenetische Eigenschaften zum Beispiel bei
pathologischer Tumorangiogenese aber auch bei okularen Modellen?'”2'8 sind bereits sehr evi-
dent. Dort zeigte sich in den Mechanismen der Angiogenesehemmung auch eine deutliche Inhi-

bition der Perizyten durch reine mTOR-Hemmung.

Zielsetzung dieser Arbeit war daher, zu klaren, ob eine Hemmung unkontrollierter Angiogenese
in Perizyten mittels Rapamycin mdglich ist, um die Vorteile einer Perizyteninhibition im Rahmen
einer nAMD zu nutzen, ohne aber myofibroblastische Transdifferenzierung zu induzieren wie zu-
vor mittels VEGF/PDGF-Inhibition beschrieben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Medien und Lésungen

2.1.1.1 Zellkulturmedien

Die Zellkulturmedien fiir humane umbilikale vaskulare Endothelzellen und humane plazentare
Perizyten wurden mit 2% einer Penicllin/Streptomycin-Losung (Sigma) versetzt, die 5000 U/ml
Penicllin und 5 mg/ml Streptomycin enthalt. Das Zellkulturmedium der humanen retinalen Perizy-
ten wurde entsprechend der Herstellerangaben mit dem mitgelieferten antibakteriellem Mittel
Bac-Off® (Cell Systems) behandelt. Der Hersteller gibt an, das Bac-Off® die minimale Hemm-
konzentration eines Chinolons enthalt und die meisten Kontaminationen bekampfen kann, ohne

toxisch zu wirken. Weitere Angaben (z.B. genauer Wirkstoff) werden durch den Hersteller nicht

gemacht.
Medium Zusitze Hersteller
Dulbecco’s modified eagle +10% FCS Biochrom

medium (DMEM)

Endothelial cell growth me- + Supplement Mix Promocell
dium
Pericyte Growth Medium + Supplement Mix Promocell

Complete Classic Medium®
Cell Freezing Medium® + Bac-Off® und CultureBoost® Cell Systems

Cell Systems
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21.1.2 Medien zur Passagierung

PBS-Dulbecco NaCl 137 mM 8¢
KCI 2,7 mM 0,24
NA2HPO4 10 mM 1,44 g
KH2PO2 2mM 0,24 g
Aq. dest. ad 1000ml

Anm: auf pH=7,4 einstellen

0,025% Trypsin Trypsin 0,25% 10% 10ml
Versene (1x) 100ml
Passage reagent EDTA-dPBS

Group 1 (PRG 1)

Passage reagent Trypsin

Group 2 (PRG 2) EDTA-dPBS
Passage reagent Trypsin-Inhibitor
Group 3 (PRG 3) EDTA-dPBS

2.1.2 Medikamente

21.21 Sirolimus (Rapamycin)

Rapamycin-Pulver (Sigma, St Louis, USA) wurde in 100% Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma, St.
Louis, USA) aufgel6ost. Die gewlinschte Konzentration an Rapamycin pro Experiment wurde
ebenfalls durch Verdiinnung mit dem jeweiligem Zellkulturmedium erreicht, mit einer finalen Kon-
zentration von DMSO von 0,1% fir in-vitro Studien. DMSO der gleichen Konzentration ohne Ra-

pamycin wurde den unbehandelten Proben als Losungsmittelkontrolle zugegeben.
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2.1.3 Zelllinien

2.1.3.1 Humane Endothelzellen

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) wurden von der Firma Promocell (Heidelberg,
Deutschland) bezogen und nach Angaben des Herstellers in Endothelial Cell Growth Medium
(Promocell, Heidelberg) unter Zugabe von 2% Penicillin/Streptomycin (50x, Sigma, St. Louis,
USA) kultiviert.

2.1.3.2 Humane retinale Perizyten

Human retinal pericytes (HRP) wurden von Cell Systems (Seattle, USA) bezogen und entspre-
chend der Herstellerangaben im erforderlichen Zellkulturmedium mit beigefigtem Antibiotikum
(Bac-Off®, Cell Systems, Seattle, USA) und Wachstumsfaktor-Mix (Cultureboost™, Cell Sys-
tems, Seattle, USA) kultiviert. Alle Experimente erfolgten zwischen den Passagen 3-7 und als

Duplikate. Sie wurden an 3 verschiedenen Tagen wiederholt.

2.1.4 Software

Die statistische Analyse wurde mit SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgeflhrt. Ver-
gleiche zwischen mehreren Gruppen erfolgten durch ANOVA mit dem LSD-Post-Hoc-Test.
P<0,05 wurde als statistisch signifikant mit einem 95 %-Konfidenzintervall betrachtet. Die Dia-

gramme wurden in Microsoft Excel erstellt und zeigen die Standardabweichung.

2.2 Zellkultur adharent wachsender Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Laminar Flow-Werkbank (Hera safe, Thermo Scientific)

unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

2.2.1 Zellkulturbedingungen

Es herrschten zu jeder Zeit Standard-Zellkulturbedingungen (37°C, 5% CO:z unter Raumluft in

feuchter Atmosphare).

2.2.2 Kultivierung

Jede Zellreihe wurde auf Nunclon T-75 Flasks (Thermo Scientific, USA) unter Zugabe von 10ml
des jeweiligen Zellkulturmediums ausgesat; Kontrolle der Kultur und Mediumwechsel erfolgten
alle zwei Tage. Bei einer Konfluenz von 70-90% wurde subkultiviert. Folgende Reagenzien sind

hierfiir notwendig:
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HUVEC: (1) HepesBSS (30mM Hepes) 2ml
(2) Trypsin/EDTA Solution (0.04%/0.03 %) 2ml
(3) Trypsin Neutralizing Solution (TNS) 2ml
HRP: (1) PRG 1 (dPBS)
(2) PRG 2 (Trypsin + dPBS)

(3) PRG 3 (Trypsin-Inhibitor + dPBS)

Alle Reagenzien wurden vor Beginn der Subkultivierung auf 37°C erwarmt. Nach Absaugen des
Zellkulturmediums wurden die Zellen zunachst mit 2ml Lésung (1) gespllt. Nach Absaugen der
Spillésung wurden die Zellen fiir 3-5 Minuten mit 2ml Trypsin (=L&sung (2)) bei Raumtemperatur
inkubiert und mikroskopisch auf zellulares Detachment kontrolliert, was sich durch ein kugelfor-
miges Erscheinen der Zellen bemerkbar machte. Durch vorsichtiges, aber forciertes Klopfen an
die Kulturflasche erfolgten eine komplette Abldsung der Zellen und ein Ubergang in die Suspen-
sion. Anschliefsend wurden 2ml Lésung (3) (HUVEC und HRP) zugegeben. Das gesamte Flis-
sigkeitsvolumen der Kulturflasche wurde dann in ein 50ml Falcon-Tube Uberfuhrt. AnschlieRend
erfolgte eine Zentrifugation bei 220xg (HUVEC) oder 900xg (HRP). Nach Dekantieren des Uber-
standes wurde das Zellpellet im jeweiligen Medium wieder resuspendiert und auf die bendtigten

Kulturgefale verteilt.

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Schritte der Subkultivierung (s. 2.2.2) bis zur Gewinnung des
Zellpellets durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte pro T-75 flask die Resuspendierung in 1ml des
jeweiligen Zellkulturmediums, das fir die Kryokonservierung 10% DMSO bzw. die doppelte
Menge Supplement Mix (HUVEC) enthielt. Fir HRP wurde entsprechend das dafiir vorgesehene
Cell Freezing Medium (Cell System, USA) verwendet. Je 1ml wurde auf ein Kryoréhrchen verteilt.
In einem speziellen Einfrierbehalter wurden die Rohrchen bei -20°C lber drei Stunden um 1°C/Mi-
nute abgekihlt und danach in einen Gefrierschrank mit -80°C Uberfihrt.

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen langsam im Wasserbad erwarmt. Der Inhalt
wurde unter Zugabe von 10ml des jeweiligen Zellkulturmediums in T-75 flasks Gberfiihrt und wei-

ter kultiviert wie zuvor beschrieben.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl

Mittels eines Casy TT Cell Counters (OMNI Life Sciences, Bremen, Deutschland) wurde die Zell-
zahl bestimmt. Hierzu wurden nach Herstellerangaben 50ul Zellsuspension in 10ml Casyton-Puf-

fer verdiinnt und mittels 150uM-Kapillare gemessen. Die Bestimmung der Zellzahl beruht dabei
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auf einer Widerstandsmessung der durch die Kapillare flieRenden Lésung, wodurch ausschliel3-

lich lebendige Zellen gezahlt werden.

2.3 Funktionelle Assays

2.3.1 Zellulare Toxizitat

2.3.1.1 HUVEC und HRP

HUVEC und HRP wurden auf Nunc multidishes (Thermo Scientific, Waltham, USA) bis zur voll-
standigen Konfluenz kultiviert. 24 Stunden vor der Behandlung wurde die zellulare Proliferation
durch Wachstumsfaktorentzug gestoppt. Da bei HRP und HUVEC ein komplett serumfreier An-
satz in Zelltod resultierte, wurden beide Zellreihen fiir 24 Stunden in 1% Growth factor-Supple-
ment inkubiert. Alle Zellreihen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von Rapamycin von
0.005 bis 15 pg/ml behandelt. Nach 48 Stunden (HUVEC) bzw. nach 72h (HRP) Behandlung
wurde ein XTT-Assay wie unten beschrieben durchgefiihrt (s. 2.4.4). Unterschiede in der Absorp-
tion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurden als Unterschiede in der Stoffwechselakti-
vitdt und der Zellzahl aufgrund einer méglichen Toxizitdt von Rapamycin gewertet. Alle Experi-
mente wurden an Passagen 3-7 durchgefiihrt, als Duplikate ausgefiihrt und mindestens dreimal

an verschiedenen Tagen wiederholt.

2.3.2 Zellulare Migration

Die hPC-PL und HRP-Migration wurden mit Hilfe eines modifizierten in-vitro Scratch Assay beo-
bachtet, das zuvor von Liang et al. beschrieben wurde?'®. Die Zellen wurden auf Nunc-Multidishes
mit 12 Wells geziichtet und nach Erreichen der Konfluenz mit einer 10-pl-Pipettenspitze eine li-
neare Kratzwunde in die Zellmonolage eingebracht. Die Wunde wurde mit einem inversen Pha-
senkontrastmikroskop mit Digitalkamera (Leica Microsystems GmbH, Solms, Deutschland) foto-
grafiert und die genaue Stelle der Fotografie mit einem Filzstift auf dem Multidish markiert. Die
Zellen wurden dann mit Vehikel- oder steigenden Rapamycin-Konzentrationen von 0.005, 0.05,
0.5 bzw. 5 pg/ml (HRP) behandelt und unter Standard-Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach 24
Stunden wurden die Kratzwunden an genau der gleichen, zuvor dokumentierten Stelle, erneut
fotografiert. Der gesamte Wundverschluss (Abstand zwischen dem Rand der Wunde direkt nach
der Verletzung und nach 24 Stunden) wurde mit dem LAS-Flachenmessgerat (Leica, Solms,
Deutschland) bewertet. Die Ergebnisse werden als Prozentsatz der Verringerung des Wundver-
schlussabstands ausgedriickt, wobei die unbehandelten Kontrollen 100 % darstellen. Alle Expe-
rimente wurden an Passagen 3-7 durchgefiihrt, als Duplikate ausgefiihrt und mindestens dreimal

an verschiedenen Tagen wiederholt.
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2.3.3 Zellulare Proliferation

HRP wurde mit etwa 10-15%-iger Konfluenz (3x10% Zellen/cm?) auf Nunc multidishes (Thermo
Scientific, Waltham, USA) ausgesat und fiir finf Stunden in den Inkubator gestellt, um ein voll-
standiges Anhaften aller Zellen zuzulassen. Hierauf wurde mit Rapamycin-Konzentrationen von
0.005 bis 15ug/ml behandelt. Nach 48 Stunden wurde ein XTT-Assay durchgefiihrt (siehe 2.4.1).
Unterschiede in der Absorption verglichen mit der unbehandelten Kontrolle wurden interpretiert

als antiproliferative Effekte durch Rapamycin.

2.3.4 Tube formation

2.4.4.1 Tube formation: HUVEC Monokultur

Ein wichtiger Schritt der Angiogenese ist die Tube formation, die in vitro in basalmembranartigen
Matrices simuliert werden kann. Zur Formung dieser Matrix wird ein Proteingemisch genutzt, das
aus Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-Zellen isoliert wird, einer murinen Sarkom-Zelllinie, die reich
an Bestandteilen der Basalmembran ist (Laminin, Kollagen 1V, Entaktin, Heparansulfat-Proteo-
glykan). Das EHS-Sekret ist bei 4°C flussig, formt bei Raumtemperatur ein Gel und ermdglicht
durch seine Ahnlichkeit zur extrazellularen Matrix die Beobachtung komplexer zellulérer Pro-
zesse. Es werden verschiedene industrielle Zubereitungen des EHS-Isolats angeboten; zur Tes-
tung der Wirkung von Wachstumsfaktoren ist ebenso eine Wachstumsfaktor-reduzierte Zuberei-
tung erhaltlich. Fir diese Arbeit wurde Cultrex von R&D Systems in der nicht Wachstumsfaktor-
reduzierten Version genutzt.

Das Cultrex-Gemisch wurde Uber 24 Stunden vor dem eigentlichen Versuch bei 4°C aufgetaut.
Am Versuchstag wurden davon 50 pl pro well auf einer 96 well-Platte verteilt und zur Gelpoly-
merisation fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die HUVEC-Zellen passagiert
und die Zellzahl mittels Casy TT Cell Counter bestimmt. In vier 15 ml Falcon-Tubes wurden je 7,5
x 10* Zellen gegeben (500 pl pro Tube; Zellzahl 1,5 x 10%/ml). Die Falcon-Tubes wurden wie folgt
behandelt: Kontrolle (DMSO) — Rapamycin 0,005 pug/ml — Rapamycin 0.05 ug/ml — Rapamycin
0,5 pg/ml — Rapamycin 0,5 pg/ml. Zur dreifachen Probebestimmung wurden aus jedem Falcon-
Tube je 100 pl (behandelte) Zellsuspension auf drei Wells verteilt (15 000 Zellen/Well). Dabei
wurde darauf geachtet, die Zellsuspension gleichmaRig auf das Gel zu verteilen, ohne es zu be-
rihren. Nach Inkubation bei 37°C fiir sechs Stunden erfolgten drei Aufnahmen pro Well mit einem
invertierten Phasenkontrast-Mikroskop (Leica Microsystems GmbH, Solms, Deutschland). Die
Gesamt-Tubeléange wurde mit Hilfe des LAS Distance Tools (Leica Microsystems GmbH, Solms,
Deutschland) zur Quantifizierung der Lange des vaskularen Systems ermittelt. Alle Experimente
wurden an Passagen 3-7 durchgefihrt, als Duplikate ausgefiihrt und mindestens dreimal an ver-
schiedenen Tagen wiederholt.
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2.4.4.2: Tube-Formation: HUVEC/HRP Ko-Kultur

Nach der Vorbereitung von Cultrex wie oben in 2.4.4.1 beschrieben, wurden HUVEC auf 1,5x105
Zellen/ul und HRP auf 7,5x10% Zellen/ul passagiert. Ein Drittel der Wells wurde nun mit einer
reinen HUVEC-Monokultur beimpft. AnschlieRend wurden beide Zelllinien in eine Falcon-Tube
Uberfiihrt und durch mehrmaliges Suspendieren und Re-suspendieren miteinander vermischt. Die
neu entstandene HUVEC-HRP Ko-Kultur wurde nun unbehandelt auf die restlichen zwei Drittel
der Wells gegeben wie zuvor durch 1, et al beschrieben 22°. Erneut wurden nach 6 Stunden Inku-
bation bei 37°C drei Fotos je Well aufgenommen, um so die nun frisch entstandenen Tubes zu
dokumentieren. AnschlieRend an die Aufnahmen erfolgte die Behandlung aller Ko-Kultur-Wells
mit aufsteigenden Rapamycin-Konzentrationen (0.005, 0.05, 0,5 und 5 pg/ml) unter Auspaarung
von Kontroll-Wells, die auch hier lediglich DMSO erhielten. Nun wurden die Well-Platten erneut
fir 24h unter Standard-Zellkulturbedingungen inkubiert um die Stabilitat der Tubes zu beobach-
ten. Analog zur in 2.4.4.1 beschriebenen Monokultur wurde mit Hilfe des LAS Distance Tools
(Leica Microsystems GmbH, Solms, Deutschland) die Gesamtlange der Tubes gemessen.

Die Kontrolle stellt in diesem Fall 100% dar und die Veranderung der Tube-Gesamtlange als

Prozentsatz dieser dargestellt.

2.3.5 XTT-Assay

Der XTT-Assay wurde erstmals 1988 von Scuderio??' beschrieben und flr okulare Zellkulturen
durch Spitzer???und Wertheimer??® modifiziert. Er ermdglicht die Messung der metabolischen Ak-
tivitat eines Zellkollektivs durch photometrische Erfassung der Reduktion des Tetrazolium-Rea-
gens XTT ((2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) in blaue

Formazan-Kristalle unter Verstarkung durch die Zugabe von Phenazinmethosulfat (PMS).

Nach Inkubation der Zellen mit den entsprechenden Substanzen fir die Testung von Toxizitat
oder Proliferationshemmung wird das Zellkulturmedium abgesaugt. Die Zellen werden mit PBS
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany) gewaschen und es wird 1ml XTT-Lésung (50 Teile Zell-
kulturmedium: 2 Teile 2mg/ml XTT-Salz in PBS) pro Well dazugegeben. Nach 30minttiger Inku-
bation wird die gesamte Losung abgesaugt; durch Zugabe von DMSO werden die blauen Forma-
zan-Kristalle aufgeldst, die sich durch zellulare Reduktion gebildet haben. Mittels eines multiwell
spectrophotometer (Molecular Probes, Eugene, USA) wird die optische Dichte pro well bei 550nm
gemessen. Die Ergebnisse sind als prozentuale Anteile der optischen Dichte pro Konzentration
von Rapamycin angegeben, wobei die unbehandelte Lésungsmittelkontrolle 100% reprasentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung antiangiogener Eigenschaften von

Rapamyin auf humane retinale Perizyten

3.2 Toxizitat

3.2.1 XTT-Assay

Die Ergebnisse des XTT-Assays spiegeln die zellulare metabolische Aktivitat unter den jeweiligen
experimentellen Bedingungen wider. Durch Abnahme der optischen Dichte lassen sich toxische
Konzentrationen detektieren, da tote Zellen nicht mehr zur Metabolisierung des XTT-Farbstoffs
beitragen. Untersucht wurden potenzielle toxische Effekte von Rapamycin auf HUVEC und hu-

mane retinale Perizyten.

3.2.2 HUVEC und HRP

Um toxische Effekte von Rapamycin auf kultivierte HUVEC und HRP auszuschlief3en, wurde die
Lebensfahigkeit der Zellen nach Exposition gegeniiber steigenden Konzentrationen von Ra-
pamycin in Abhangigkeit von der Stoffwechselaktivitat, die mit dem XTT-Assay bestimmt wurde,
untersucht. Fir beide Zelllinien konnte keine statistisch signifikante Abnahme der Stoffwechselak-
tivitat bei Konzentrationen zwischen 0,005 pg/ml und 15 pg/ml beobachtet werden (p>0.05 fiir

alle getesteten Konzentrationen; Abb. 4+5, Tabelle 1+2).
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Abbildung 4: Toxizitdtsuntersuchung von Rapamycin (Sirolimus) auf HRP?24, Nach 72-stiindiger Be-
handlung konfluenter HRP Zellen unter serumreduziertem Medium: Es zeigen sich in allen getesteten Kon-

Zentrationen bis 15 ug/ml keinerlei toxische Effekte von Rapamycin auf humane retinale Perizyten
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Abbildung 5: Toxizitdtsuntersuchung von Rapamycin (Sirolimus) auf HUVEC?24, Nach 72-stiindiger
Behandlung konfluenter HUVEC unter serumreduziertem Medium: Es zeigen sich in allen getesteten Kon-
Zentrationen bis 15 ug/ml keinerlei toxische Effekte von Rapamycin auf humane retinale Perizyten
(p<0.05).
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Tabelle 1: Bestimmung der Toxizitat von Rapamycin auf HUVEC?*

P-Wert Mean Deviation 95% CI
Co —rapa 0.005 0.87 0.55 -6.1-7.1
Co -rapa 0.05 0.75 1.03 -76-5.6
Co-rapa 0.5 0.30 3.39 -3.2-10.0
Co-rapa 1 0.81 0.79 -74-58
Co-rapa 2.5 0.76 1.02 -7.6-5.6
Co-rapa5 0.28 3.55 -3.1-101
Co-rapa7.5 0.40 2.80 -3.8-94
Co-rapa 10 0.81 0.81 -58-74
Co-rapa 12.5 0.15 4.85 -1.7-114
Co-rapa 15 0.95 0.19 -6.8-6.4

Tabelle 2: Bestimmung der Toxizitat von Rapamycin auf HRP?

P-Wert Mean Deviation 95% CI
Co —rapa 0.005 0.76 1.22 -6.8-9.2
Co -rapa 0.05 0.78 1.22 -6.9-9.2
Co-rapa 0.5 0.97 0.15 -8.2-7.9
Co-rapa 1 0.51 2.69 -5.3-10.7
Co-rapa 2.5 0.30 4.22 -3.8-12.2
Co-rapa5 0.55 2.42 -104-5.6
Co-rapa7.5 0.77 1.21 -6.8-9.2
Co-rapa 10 0.62 2.03 -6.0-104
Co-rapa 12.5 0.29 4.32 -3.7-10.3
Co-rapa 15 0.76 1.27 -6.7-9.2

3.3 Proliferationshemmung der HRP

Der Proliferations-Assay beruht auf der Tatsache, dass eine Zunahme der Zellzahl eine Zunahme
an metabolischer Aktivitat bedeutet. Untersucht wurde die proliferative Aktivitat der humanen re-
tinalen Perizyten unter Behandlung mit Rapamycin in steigenden Konzentrationen analog zum

Toxizitats-Assay.

Bei der Behandlung von humanen retinalen Perizyten mit Rapamycin zeigte sich eine signifikante
Hemmung der Proliferation fiir alle getesteten Konzentrationen beginnend von 0,005 ug/ml bis
15 pg/ml (p < 0.05 fiir alle getesteten Konzentrationen). Der Effekt zeigte sich dosisabhangig bis
zu einer Konzentration von 1ug/ml mit einer maximalen Reduktion der Proliferationsaktivitat von
bis zu 59.0% (Abb. 6). Die halbe maximale inhibitorische Konzentration (ICso) errechnete sich bei
432 ng/ml.
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Abbildung 6: Effekte von Rapamycin auf die Proliferation von HRP?24, Rapamycin erzielte eine signifi-
kante Hemmung der Proliferation von subkonfluenten humanen retinalen Perizyten beginnend mit der ge-
ringsten Dosis von 0,005ug/ml bis 15ug/mi (p>0,05 fiir alle Konzentrationen). Der Effekt war dosisabhéngig
bis 1ug/ml. Die mittlere inhibitorische Konzentration (ICs) betrdgt 423 ng/mi.

3.4 Zellulare Migrationshemmung der HRP (Scratch Assay)

Die Effekte von Rapamycin auf die zelluldre Migration von Perizyten wurden mittels Scratch-As-
say ermittelt. Hierbei wurde die Prozentzahl der Strecke ermittelt, die von den Zellen zurtickgelegt
wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche, zur besseren Interpretation, auf 100% geeicht
wurde. Die getesteten Konzentrationen von Rapamycin von 0.005 ug/ml, 0.05 pg/ml, 0.5 pg/ml
und 5 pg/ml reduzierten die ,Wundheilung® um 25.7%, 42.0%, 56.7% und 76.8% respektive. Die
Wirkung von 0.05 pg/ml, 0.5 pg/ml erwies sich als statistisch signifikant. Diese Migrationshem-
mung war dosisabhangig zwischen 0.005 und 0.5 pg/ml, 0.005 und 5 pg/ml, 0.05 und 5 pg/ml
sowie zwischen 0.5 und 5 pg/ml (Tabelle 3+4, Abb. 8). Ein Beispiel der Auswertung zeigt Abbil-
dung 7.

Tabelle 3: Effekte von Rapamycin bei der Perizytenmigration zur unbehandelten Kontrolle??*

P-Wert Mean Deviation 95% CI
Co —rapa 0.005 0.01 25.7 9.2-422
Co -rapa 0.05 0.00* 42.0 25.5-58.4
Co-rapa 0.5 0.00* 56.7 40.2-73.2
Co—-rapa5 0.00 76.8 60.3 -93.3

Anmerkung:
*0<0.001
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Tabelle 4: Dosisabhangiger, hemmender Effekt von Rapamycin auf die Migration von Perizy-
ten224

P-Wert Mean Deviation 95% ClI
rapa 0.005 —rapa 0.5 0.00** 31.0 14.6 —47.5
rapa 0.005 — rapa 5 0.00* 51.1 34.7 - 67.6
rapa 0.05 —rapa 5 0.00* 34.8 18.3-51.3
rapa0.5 —rapab 0.02 201 3.6 —36.6

Anmerkung. *p<0.001; **p = 0.002

Abbildung 7: Beispiel einer Auswertung des Scratch-Assays. Es wurden mit dem LAS-Distance Tool
(Leica Microsystems, USA) jeweils 20 Absténde vermessen und daraus der Durchschnitt ermittelt.
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Migration HRP (Scratch assay; 24h)
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Abbildung 8: Hemmung der Perizytenmigration durch Rapamycin (Sirolimus)??4. Fiir alle getesteten
Konzentrationen, erzielte Rapamycin eine dosisabhéngige Reduktion der Perizytenmigration in die Wunde
(Co — Rapa 0.005: p=0.006; MD: 25.7; 95 % CI: 9.2 — 42.2; Co — Rapa 0.05: p<0.0001; MD 42.0; 95 % CI:
25.5—58.4; Co— Rapa 0.5: p<0.0001; MD 56.7; 95 % CI: 40.2 — 73.2; Co — Rapa 5: p<0.0001; MD 76.8; 95
% Cl: 60.3-93.3).

3.5 Tube-Formation: Fahigkeit zur Ausbildung

kapillarahnlicher Strukturen

3.5.1 HUVEC Monokultur

Die Bildung eines Tube-Systems auf reguldrem Cultrex wurde signifikant durch die Gabe von
Rapamycin in allen getesteten Konzentrationen (0.005, 0.05, 0.5 and 5 pg/ml) respektive um 26.0,
36.4, 40.9 und 45.1% relativ zur unbehandelten Kontrolle reduziert. Ein dosisabhangiger Effekt
konnte zwischen 0.005, 0.5 und 5 pg/ml (rapa 0.005 — rapa 0.5: p=0.021; MD 15.0; 95 % CI: 2.8
- 27.1; rapa 0.005 — rapa 5: p=0.006; MD 19.2; 95% CI: 7.0 — 31.4) beobachtet werden (Abb. 9
und Tabelle 5).
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Tabelle 5: Effekte von Rapamycin auf die HUVEC-Tubeformation verglichen mit der Kontrolle??*

P-Wert Mean Deviation 95% ClI
Co —rapa 0.005 0.00** 26.0 13.8-36.2
Co -rapa 0.05 0.00* 36.4 24.2 -48.6
Co-rapa 0.5 0.00* 40.9 28.7 — 53.1
Co-rapa5 0.00* 44 1 33.0-57.3

Anmerkung. *p<0.001; **p = 0.001
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Abbildung 9: Effekte von Rapamycin bei der HUVEC-Tubeformation??4, Ausbildung der rein endotheli-
alen Tubes nach 6 Stunden ist durch die Gabe von Rapamycin verglichen zur unbehandelten Kontrolle
signifikant und dosisabhéngig bis 5ug/ml auf 74.0%, 63.6%, 59.1% und 54.9% respektive reduziert (Ko —
Rapa 0.005: p=0.001; MD: 26.0; 95 % CI: 13.8 — 38.2; Ko — Rapa 0.05: p<0.0001; MD 36.4; 95 % CI: 24.2
— 48.6; Ko — Rapa 0.5: p<0.0001; MD 40.9; 95 % CI: 28.7 — 53.1; Ko — Rapa 5: p<0.0001; MD 45.1; 95 %
Cl: 33.0-57.3).
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3.5.2 HUVEC/HRP Ko-Kultur

In vivo werden endotheliale Tubes von Perizyten umklammert und stabilisiert. Um eine vergleich-
bare Situation in-vitro zu kreieren, etablierten wir eine Ko-Kultur von humanen retinalen Perizyten

und Humanen umbilikalen Endothelzellen.
Etablierung einer Ko-Kultur

Im Rahmen dieser Versuchsreihe wurde erstmalig eine Ko-Kultur mit humanen retinalen Perizy-
ten und humanen umbilikalen Endothelzellen etabliert, um eine mdglichst realitdtsnahe Situation
in-vivo zu schaffen. Dies ist besonders wichtig zur Untersuchung der Vaskulogenese, die unter
anderem (aber vor allem) durch die Interaktionen zwischen Endothelzelle und Perizyt entschei-
dend beeinflusst wird"'®. Diese Etablierung war mit einigen Schwierigkeiten verbunden. Initial
versuchten wir, ahnlich zur tatsachlichen Situation in der Retina, eine mdglichst gleiche Verteilung
von Perizyt und Endothelzelle zu erreichen. Bei Durchfiihrung der Versuche bildeten sich jedoch
keine strukturierten Tubes, sondern lediglich Zellhaufen (Abb. 10). Stratman et al. empfehlen in
einem ahnlich durchgefiihrten Assay, die Zugabe der Perizyten auf 20% der Endothelzellzahl zu
reduzieren??®, Allerdings wurden dort bovine retinale Perizyten verwendet und keine primare hu-
mane Zelllinie. Fir diese Versuchsreihe (HUVEC und HRP) schien eine Reduktion auf 20% nicht
zielfihrend zu sein, mit weiterhin nur ungenigender Ausbildung kapillarer Strukturen. Erst bei
einer HRP-Reduktion auf 5% der HUVEC-Zellzahl, fihrte die Ko-Kultur zur Ausbildung stabiler
Tubes, bestehend aus beiden Zelllinien.

Abbildung 10: Versuch der Etablierung einer Ko-Kultur von Perizyten und Endothelzellen in-vitro. A:
Eine 1:1 Verteilung von HRP und HUVEC fiihrte zur Ausbildung von unstrukturierten Zellhaufen. B: Eine
Reduktion der HRP auf 5% der HUVEC-Zellzahl fiihrte zur Ausbildung regelrechter Tube-Strukturen.

Rapamycin macht Stabilisierung der Tubes durch HRP wieder riickgéangig

Die reine Addition von HRP zu den Endothelzellen erbrachte tatséchlich auch in-vitro eine statis-
tisch signifikante Erh6hung der Tube-Stabilitat. Die reine Monokultur zeigte vergleichsweise nach

24 Stunden Inkubation 67.7% mehr Degradation der Tubes verglichen mit der unbehandelten Ko-
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Kultur aus HUVEC und HRP. Diese Stabilitat konnte durch die Gabe von Rapamycin wieder par-
tiell rickgangig gemacht werden. In allen getesteten Konzentrationen (0.005, 0.05, 0.5 und 5
pg/ml) wurde eine signifikante Reduktion der Gesamttube-Lange in der Ko-Kultur verglichen mit
der unbehandelten Kontrolle beobachtet. Dieser zeigte sich dosisabhangig von 0.005 ug/ml bis
5ug/ml (Tabelle 7, Abb. 11) und von 0.05 ug/ml auf 5 pg/ml (p = 0.47).

Tabelle 7: Effekte von Rapamycin auf die Tube-Stabilitat in einem Ko-Kultur-Modell?2*

P-Wert Mean Deviation 95% CI
Co —rapa 0.005 0.00** 451 30.2-59.9
Co -rapa 0.05 0.00* 78.9 64.1 —93.8
Co —rapa 0.5 0.00* 80.0 65-1—-94.8
Co-rapa5 0.00* 94.0 79.2-108.9

Anmerkung. *p<0.001; **p = 0.001
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Abbildung 11: Effekte von Rapamycin bei der Tubeformation einer HUVEC/HRP-Kokultur??. A: Die
HUVEC-Monokultur zeigt nach 24h Kultivierung 67% mehr Degradation der Tubes im Vergleich zur reinen
unbehandelten Ko-Kultur (HUVEC/HRP — HUVEC: p<0.0001; MD 67.7; 95 % Cl: 52.9 — 82.6). Zugabe von
Rapamycin kehrte den stabilisierenden Effekt wieder um und fiihrte zu einer statistisch signifikanten Reduk-
tion der Tube-Lange nach der gleichen Zeitspanne von 24 Stunden von 45.1, 78.9, 80.0 und 94% mit auf-
steigend genutzten Konzentrationen (0.005, 0.05, 0.5 und 5ug/ml). B: Beispielbilder der Tubes nach jeweils
6 Stunden und 24 Stunden in Zellkultur.
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4

Diskussion

Der Einsatz von Medikamenten zur Hemmung von VEGF hat die Behandlung der neovasku-
laren altersbedingten Makuladegeneration erheblich verbessert. Leider bleiben immer noch
viele Bedirfnisse unerfiillt, wie z.B. der Erhalt der langfristigen Sehkraft und die Verringerung
der Behandlungslast fiir die Patienten. Ciulla et al. konnten in einer Studie mit Gber 130,000
Augen zeigen, dass Patienten nach drei und fiinf Jahren mit einem deutlichen Visusverlust
trotz Behandlung rechnen missen??®. Diese Einschrankungen der reinen anti-VEGF-Thera-
pie sind groRtenteils darauf zuriickzufiihren, dass die anti-VEGF Monotherapie nicht immer
in der Lage ist, die CNV komplett wirksam zu behandeln'93227-228 Diese eingeschrankte Wirk-
samkeit gilt vor allem dann, wenn die Therapieinitiierung zu spat erfolgt. Wenn eine CNV
unbehandelt eine gewisse Zeit Angiogenese betreiben konnte, wird sie von Perizyten um-
mantelt, die eine Schisselrolle bei der Reifung und Stabilisierung der GefalRe haben'"”
109.203209 Hijer ist eine anti-VEGF-Monotherapie nicht mehr ausreichend wirksam, da Perizy-
ten parakrin VEGF sezernieren und die CNV mechanisch stltzten. Dartiber hinaus scheint
die Perizyten-Rekrutierung auch entscheidend bei der Entstehung subretinaler Fibrose mit-
zuwirken, eine grofRe und haufige Gefahr fiir langfristigen, irreversiblen Visusverlust bei an-

dauernder anti-VEGF-Behandlung'%>'%.

Die vorliegende Arbeit hatte somit zum Ziel, in vitro einen Therapieansatz fir eine potenziell
effektivere Hemmung der Angiogenese zu untersuchen, welcher unabhangig von einer Be-
siedlung und partiellen VEGF-Resistenz durch Perizyten ist. Von einem solchen Therapiean-
satz konnten nicht nur sogenannte ,Non-Responder profitieren, sondern auch Patienten mit

einem verspateten Therapiestart.

Dies war bereits auch die Rationale jener klinischen Studien, die eine additive Hemmung von
PDGEF als weiteren pathogenetischen Faktor in der Angiogenese bei AMD und in der Perizy-
tendifferenzierung zum Ziel hatten. Eine PDGF-Inhibition mittels Fovista® (anti-PDGF Apta-
mer) zeigte jedoch in einer Phase 3-Studie selbst in Kombination mit Ranibizumab keine
Uberlegenheit zur anti-VEGF-Monotherapie'®. Trotz der erniichternden klinischen Ergeb-
nisse bleibt die Evidenz einer dualen Inhibition von Endothelzelle und Perizyt weiterhin tber-
waltigend. Alternativ zur direkten PDGF-Inhibition untersuchten wir in dieser Studie daher
den Einfluss einer mTOR-Inhibition auf die Proliferation und Migration humaner Perizyten in
vitro. Diese Idee grindete aus Erkenntnissen in der Tumorangiogenese. Zahlreiche Vorar-
beiten konnten dort der mTOR Inhibtion bereits starke anti-angiogenetische Effekte zuschrei-
ben 178:204.229-231 ' A|s mTOR-Inhibitor wahlten wir das bereits bekannte und klinisch gut etab-
lierte Sirolimus (Rapamycin) und testeten die Effekte in verschiedenen Angiogenese-Assays
sowohl in einer primaren humanen Perizyten-Zelllinie (HRP) als auch in einer humanen vas-
kularen Endothelzlllinie (HUVEC) und in einer Ko-Kultur.

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass Rapamycin in-vitro aktiv angiogene Eigenschaften
in humanen retinalen Perizyten beeinflusst und hemmt. Wichtige Voraussetzung fiir die In-

terpretation der durchgefiihrten Experimente und zur Bestimmung einer mdglichst sicheren
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Dosierung war zunachst der Ausschluss toxischer Effekte. Durch die durchgefiihrten Toxizi-
tats-Assays konnten in allen getesteten Konzentrationen toxische Effekte sowohl auf HRP
als auch auf HUVEC ausgeschlossen werden und so sichere Behandlungskonzentrationen
fir in okularen Zellkulturen gut etablierten'4'6232 Proliferations- und Angiogenese-Assays er-
mittelt werden. Wir stellten eine signifikante Hemmung der Proliferation in humanen retinalen
Perizyten durch die Zugabe von Rapamycin in allen getesteten Konzentrationen mit einer
dosisabhangigen Wirkung bis 1ug/ml fest. Eine hohere Wirkstoffkonzentration erzielte keinen
weiteren Effekt. Im Scratch- bzw. Migrationsassay zeigte sich bestarkend eine deutliche und
signifikante Hemmung der Zellmigration um bis zu 76.8%, die bis zur maximal getesteten
Dosis von 5ug/ml dosisabhangig war. Rapamycin erwies sich auch in der endothelialen Tube-
Bildung hemmend auf die HUVEC-Zelllinie mit einer Reduktion zu 45.1% im Vergleich zu den
unbehandelten Tubes. Zur genaueren Untersuchung des synergistischen Effekts auf beide
Zelllinien etablierten wir eine Ko-Kultur zwischen HUVEC und HRP, in der gezeigt werden
konnte, dass rein endotheliale Tube-Strukturen unbehandelt nach 24h fast vollstandig degra-
dierten, die Zugabe von HRP jedoch diesen Zerfall verhindern konnte. Dies bekraftigt die
Hypothese, dass Perizyten selbst in vitro die Stabiltidt von kapillaren Strukturen verbessern
kénnen. Diese, durch die Perizyten neu gewonnene Stabilitdt, konnte durch die Zugabe von
Rapamycin erneut aufgehoben bzw. disruptiert werden. Dieser Stabilitatsverlust war dosis-
abhangig mit einem Maximalverlust von 94.0% der Tube-Lange verglichen mit der unbehan-

delten Kontrolle.

Die Ergebnisse der Toxizitdtsuntersuchungen sind mit Vorarbeiten allgemein schwer ver-
gleichbar. Zum einen lassen sich keine Versuche finden, die entsprechend toxische Effekte
von Rapamycin auf die gleiche Zelllinie (primare humane retinale Perizyten) untersuchen.
Zum anderen sind zwar vergleichbare Arbeiten zur HUVEC-Zelllinie vorhanden; weisen je-
doch einige Unterschiede auf, die eine direkte Vergleichbarkeit erschweren. Liegl et al. un-
tersuchten beispielsweise die Wirkungen des strukturverwandten und wirkungsahnlichen
Wirkstoffs Temsirolimus sowohl auf retinale Pigmentepithelzellen als auch auf HUVEC?%, In
dieser Arbeit zeigte eine Dosis von >=10ug/ml einen gewissen toxischen Effekt bzw. eine
leichte Reduktion der Zellviabilitat. Jedoch zeigten auch hier in der h6chsten getesteten Dosis
noch Uber 60% der Zellen weiterhin glykolytische Aktivitat?®*. Davon sehr unterschiedliche
Ergebnisse ergaben Toxizitatsversuche von Zhang et al., die bereits eine toxische Wirkung
ab 0,1ug/ml feststellen?33. Allerdings sind hier andere Zellilnien untersucht worden. Im Ge-
gensatz dazu konnten beispielsweise Eshleman et al. keine toxischen Effekte fiir Rapamycin
entdecken. Auch die intravendse Konzentration von 30mg bei Temsirolimus zur Behandlung
eines Nierenzellkarzinoms oder 6mg bei Rapamycin zur Verhinderung einer Transplantatab-
stoRBung ist deutlich hoher und wird selbst systemisch gut vertragen?34. Sicherlich sind hier
weitere Untersuchungen erforderlich und insbesondere Bestatigungen unserer Ergebnisse in
gleicher Zelllinie (HUVEC und HRP) wichtig. Wir entschlossen uns bei den weiteren Assays
(mit Ausnahme des Proliferationsassay) bei einer mdéglichst sicheren Konzentration von
5ug/ml zu bleiben, um geniigend Abstand zu den potenziell toxischen Effekten zu haben, die

in der Studie von Liegl et al bei 10ug/ml fir Temsirolimus gemessen wurden. Zusatzlich zeigte
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sich zwar insgesamt eine recht hohe Proliferationshemmung von 60%, jedoch bei einer ma-
ximalen Wirkdosis von 1ug/ml. So entschlossen wir uns fir die weiteren Angiogenese-Assays
grofitenteils unter 1ug/ml zu bleiben, schlossen in unsere Messungen aber ebenfalls eine
Konzentration Gber 1ug/ml ein, um auch rein anti-proliferative Effekte moglichst auszuschlie-
Ren: Sollte es dosisabhdngige Effekte bis zu 5ug/ml geben, so kann davon ausgegangen
werden, dass zum Beispiel die Hemmung der Zellmigration durch Rapamycin nicht durch

seine (zumindest allein) antiproliferativen Effekte verursacht wird.

Grundsatzlich jedoch sind die gemessenen antiproliferativen Effekte zur Behandlung der Ne-
ovaskularisationen vielversprechend. Diese greifen aktiv in die Rekrutierungs- und Prolifera-
tionsphase der Perizyten ein, was potenziell dazu fihrt, dass eine beginnende anti-VEGF-
Resistenz blockiert wird. Dies ist wichtig, da eine unkontrollierte Proliferation sowohl von En-
dothelzellen als auch von Perizyten einen wesentlichen Mechanismus fiir die pathologische
GefaRbildung, wie sie bei einer CNV auftritt, darstellt?®. Letztere sind zumindest partiell fiir
die Therapieresistenz verantwortlich, sobald sie entlang der Endothelzellen migrieren?32%,
Obwohl eine Regulation tber PDGF- und VEGF-Inhibition sicherlich auch die gewlinschten
antiproliferativen Effekte bewirken kann, so sind diese Angriffspunkte extrazellular gele-
gen?’. Die komplexen Signalwege des Zellwachstums und der Zellproliferation werden je-
doch hauptsachlich intrazellular gesteuert und sind abhangig von verschiedenen Signalmo-
lekilen. Limitierend bei einer extrazellularen Inhibition von PDGF beispielsweise sind Inter-
aktionen der Rezeptoren mit anderen Molekiilen. Beispielsweise zeigen sowohl PDGF-Re-
zeptoren eine hohe Interaffinitat zu VEGF?® als auch VEGF-Rezeptoren zu PDGFZ*®°. Somit
ist ein extrazellularer Ansatz, beispielsweise die duale Inhibition durch den Einsatz eines
PDGF-Aptamers (reine Hemmung von PDGF-BB)?%241| potenziell diesen Limitierungen un-
terlegen. Dieser Ansatz wurde in einer Phase 3 Studie als duale Inhibition mit Ranibizumab
und Pegpleranib (Anti-PDGF-BB Aptamer) untersucht, mit einer fehlenden besseren Wirk-
samkeit nach 12 Monaten im Vergleich zur reinen anti-VEGF-Monotherapie?*2. Eine reine
PDGF-Blockade durch einen PDGF-Antikorper kdnnte somit dazu fihren, dass die PDGF-R
Aktivierung durch potenzielle Kreuzreaktionen mit anderen Wachstumsfaktoren wie z.B.
PDGF-DD (ein gut beobachtetes und untersuchtes Phianomen in den hier erwahnten Tyro-
sinkinasen)?38243 weiterhin stattfindet. Ein weiterer Faktor konnte sein, dass die PDGF-R
schnell internalisiert werden und die eigentliche Aktivierung intrazellular weiterlauft. Insbe-
sondere der fiir die Perizytenaktivitat wichtige PDGF-RB scheint deutlich schneller internali-
siert zu werden als das PDGF-Ra, wie jlingst durch Rogers et al untersucht?*4. Alldem ge-
genber besitzt mTOR hier jedoch als intrazellulares Schliisselmolekiil eine zentrale Rolle in
der Regulation dieser Prozesse durch die Aktivierung von Akt'* und liegt somit als Angriffs-
punkt deutlich tiefer in der Signalkaskade als die extrazelluldren Wachstumsfaktoren oder
Rezeptor-Tyrosinkinasen.

Die Auswirkungen auf Proliferation und Migration decken sich gut mit friiheren Untersuchun-
gen. Liu et al konnte beispielsweise in Maus-Modellen des Mamma-Karzinoms zeigen, dass
eine Inhibition von mTOR eine deutliche Reduktion der Zelldichte von Endothelzellen (um

35%) und Perizyten (um 46%) in der Tumorvaskulatur bewirkt?'?. Zuséatzlich konnte durch die
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Zugabe von Rapamycin eine deutliche Reduktion der HIF-1alpha-Konzentration bewirkt wer-
den. Auch wenn die Tumorangiogenese sich mal3geblich von jener bei der neovaskularen
altersbedingten Makuladegeneration unterscheidet, so ist beiden Atiologien gemeinsam,
dass eine Gewebehypoxie zur vermehrten VEGF-Sekretion und schlief3lich zum Wachstum
neuer BlutgefaRe beitragt'3245.

Um der komplexen in vivo Situation etwas naher zu kommen, waren die durchgefihrten
Modelle der Tubulogenese besonders relevant, da sie ein dreidimensionales Modell darstel-
len, in dem die in-vivo Aktivitat von Rapamycin besser simuliert werden kann?'’. Insbeson-
dere Tube-Assays sind gut dazu geeignet, um (u.a. okulédre) Angiogenesemodelle zu simu-
lieren und untersuchen. So konnten Yang et al in einem solchen Modell nachweisen, dass
VEGFR-2 der Hauptregulator in der Tubulogenese ist und dass Uber diesen Rezeptor fiir die
Angiogenese grundlegende Prozesse wie Mitose, Migration und GefalBpermeabilitat gesteu-
ert werden?%®, Der Aufbau unserer Versuche folgte bewusst einer zweistufigen Methodik. Zu-
nachst sollten die Effekte auf ,junge” Kapillarstrukturen bzw. auf reine endotheliale Strukturen
ohne Ummantelung durch Perizyten untersucht werden. Es konnte eine deutliche dosisab-
héngige Hemmung der Tubulogenese bis zu 45.1% durch Rapamycin nachgewiesen werden.
Da, wie durch Zhang et al untersucht, die physiologische Tubulogenese vor allem VEGF-
gesteuert ist?*”, kann hier zumindest eine aktive Beeinflussung des VEGF-Signalweges ver-
mutet werden. Diese Beobachtung deckt sich zudem gut mit friheren Untersuchungen, die
zeigen, dass Rapamycin den VEGF-Signalweg tatsachlich aktiv beeinflusst®*®, und zwar
hauptsachlich tber die Modulation der S6-Tyrosinkinase (S6K1), Hemmung der Akt-Aktivie-
rung und Reduzierung des HIF1-alpha?'-249, Besonders beachtenswert ist die Hemmung der
S6K1, die bisher nicht direkt oder nur wenig in Zusammenhang mit einer unkontrollierten
Angiogenese gebracht wurde. Die, auch im Rahmen dieser Arbeit, meist diskutierte anti-an-
giogenetische Wirkung durch Rapamycin wird in der Literatur vor allem durch seine Modula-
tion in der Akt-Aktivierung und Reduktion des HIF1 erklart. Als zweiten synergistischen Effekt
konnte jedoch Xue et al eindeutig auch die Wirkung auf S6K1 nachweisen: Mauseohren, die
mit einem VEGF-A Adenovirus behandelt wurden, zeigten nach Injektion von S6K1-inhibie-
render shRNA (small hairpin RNA) eine starke Reduktion der Neovaskularisationen?!. Ne-
ben der vielseitigen und offensichtlichen Effekte auf den VEGFR-2 Signalweg zeigte Luo et
al, dass Rapamycin die Bildung von lymphatischen endothelialen Tubes auch tber eine Hem-
mung des VEGF — Rezeptors 3 signifikant reduziert?°°.

Bedeutend werden diese Ergebnisse vor dem Hintergrund, dass eine mTOR-Inhibition durch
Rapamycin potenziell allein ausreicht, um zum einen die endotheliale Angiogenese zu hem-
men und zum anderen auch einer beginnenden Gefalmaturierung durch Perizyten entge-
genwirkt. Dies bestétigt bisher jedoch nur, dass die Angiogenese potenziell auch zu einem
etwas spateren Zeitpunkt erfolgreich inhibiert oder gar riickgédngig gemacht werden kann.
Wie es sich bei bereits teil-maturierten (oder sogar fast vollstandig maturierten) Gefalen ver-
halt, kann hier noch nicht abgeleitet werden. Durch Xue et al wissen wir, dass bei bereits
maturierten Neovaskularisationen die Effekte von Rapamycin nicht mehr ausreichen, um zu

einer Regression der Gefale zu filhren bzw. dass ein Behandlungseffekt dann ausblieb?'.
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Um dies festzustellen, wurde in-vivo in Mauseohren die Angiogenese durch ein VEGF-A-
Adenovirus angeregt und diese Neovaskularisationen entsprechend ihrer jeweiligen Stadien
behandelt. Ein fehlender Effekt bei bereits vollstandig maturierten Gefalken im Rahmen der
neovaskularen AMD ware jedoch aus zweierlei Griinden nicht unbedingt bedenkenswert bzw.
mdglicherweise sogar von Vorteil. Zum einen soll das physiologische und vollstdndig matu-
rierte Gefallsystem der Retina und Choroidea eine Behandlung unbeschadet Uberstehen.
Zum anderen wissen wir, dass stabile und maturierte Neovaskularisationen, die insgesamt
keine exsudative Aktivitat ausiben, Schutz vor geographischer Atrophie bieten kdnnen?':252,
Problematischer sind teil-maturierte Gefalde, die weiterhin konstant durch VEGF stimuliert
werden, aber durch die bereits begonnene Perizytenakquise therapieresistent gegentber der
herkdbmmlichen anti-VEGF Medikation sind. Hier besteht weiterhin die Gefahr aktiver Exsu-
dationen und im Ernstfall eine subretinaler Blutung mit massivem Visusverlust. Von Interesse
in dieser Hinsicht ist, dass wir durch Etablierung einer Ko-Kultur als Tube-Assay zeigen konn-
ten, dass Rapamycin das Stadium einer partiellen, perizytenbedingten Stabilisierung der en-
dothelialen Tubes rickgangig machen kann, was letztlich eine Regression der Kapillarstruk-
turen zur Folge hatte. Auch hier ist jedoch anzumerken, dass es sich bisher nur um in-vitro
Ergebnisse handelt und auch einige andere Protokolle zur Durchfihrung von Assays mit An-
lage einer Ko-Kultur existieren. Stahl et al nutzte z.B. zwei unterschiedliche Kollagen-Schich-
ten fir jede Zelllinie, um die Effekte von Rapamycin auf ein Ko-Kultur-System von Endothel-
zelle und RPE zu untersuchen?32, Flr unsere spezielle Fragestellung jedoch war es wichtig,
dass die entstandenen Tubes HUVEC und HRP beinhalten und nicht durch Kollagenschich-
ten voneinander getrennt sind bzw. tatsachliche Zell-Zell-Kontakte entstehen. So konnte sich
eine einzige Tubestruktur ausbilden (statt zwei unterschiedlicher), was die tatsachliche Situ-

ation in-vivo besser nachahmen soll.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse unserer Experimente die weitreichenden Auswir-
kungen von Rapamycin auf Perizyten in zwei wichtigen Phasen der Angiogenese und Blut-
gefaBreifung. Erstens, wie bereits durch Benjamin et al beschrieben's, verzégert sich die
Rekrutierung und Abdeckung durch Perizyten wahrend der Angiogenese wodurch ein Zeit-
fenster fir den GefaBumbau entsteht. Durch die Zugabe von Rapamycin zur konventionellen
Anti-VEGF-Therapie kénnte so die Migration und Proliferation von Perizyten zu den Stellen,
an denen neue BlutgefalRe wachsen, eingeschrankt werden, was zu einer geringeren Perizy-
tenbedeckung der reifenden endothelialen Tubes fihrt. Zweitens reagierten bereits ausge-
reifte (oder teilweise gereifte), mit Perizyten bedeckte endotheliale Tubes empfindlich auf Ra-
pamycin, wenn das Medikament der Ko-Kultur zugesetzt wurde. In einer klinischen Umge-
bung kénnte dies moglicherweise zu einer Riickbildung neuer pathologischer Blutgefalie fiih-
ren, wenn eine Kombination aus Rapamycin und Anti-VEGF-Therapie eingesetzt wird. Bei
der nAMD kénnten so Teile der neuen Blutgefalie, die aufgrund der Perizytenbedeckung
nicht mehr von VEGF abhangig sind, wieder VEGF-abhangig werden, falls Rapamycin auch
in vivo zur Regression der Perizyten fiihren sollte.

Aus einer rein klinischen Perspektive ware insbesondere eine Regression der partiell ausge-

reiften Gefale wichtig. Mehrere Studien zeigen mittels Optischer Koharenztomographischer
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Angiographie (OCT-A), dass die choroidalen Neovaskularisationen zwar auf eine Behand-
lung mit aktuell verfiigbaren Mitteln kurzfristig mit einer Degradation der Gefalle und der Per-
fusion reagieren, jedoch hartnackige Persistenz an ihren recht volumindsen GefaRstammen

zeigen und bei sinkenden anti-VEGF-Leveln wieder beginnen zu wachsen?53.2%4,

In diesem Zusammenhang ist insbesondere die Frage nach der intravitrealen Halbwertszeit
von Rapamycin ausschlaggebend, die laut Sarbassov et al idealerweise mehr als 24 Stunden
betragen sollte, um eine ausreichende Hemmung auch von mTORC2 zu erreichen'”’. Jeeyun
Ahn et al. zeigt fir die aktuell in Verwendung befindliche Medikation eine Halbwertszeit von
sieben Tagen fiir Bevacizumab, vier Tage fiir Aflibercept und drei Tage fiir Ranibizumab?%°.
Mudumba et al untersuchte die Pharmakokinetik eines intravitrealen Depot-Systems fiir Ra-
pamycin und wies in Kaninchenaugen noch zwei Monate spater ausreichend hohe Konzent-
rationen intravitreal nach?%. Hier stehen sicherlich noch weitere Untersuchungen aus, um zu
klaren, welche Dauer oder Dosis ausreichend (und sicher) zur erfolgreichen Behandlung in
menschlichen Augen ist, um eine gegebenenfalls erforderliche mMTORC2-Hemmung zu errei-
chen. Dass eine suffiziente Hemmung des Akt-Signalweges durch Rapamycin nicht nur the-
oretisch moglich ist, zeigt Phung et al.: Mause mit einer transgenetischen myrAKT1-Aktivie-
rung (und dadurch persistierende Aktivierung des Akt-Signalweges) zeigten abnorme Angio-
genese mit erhohter Leckage und daraus resultierender Odembildung. Behandlung durch
Rapamycin inhibierte die endothelialen Akt-Signalwege und die daraus resultierenden unge-

bremsten Neovaskularisationen'®.

Obwohl in dieser Arbeit nicht untersucht, lage nach Datenlage in der Literatur der Vorteil von
Rapamycin gegenuber herkdbmmlicher Medikation darin, dass synergistisch zur potenziellen
Hemmung der Akt-Aktivierung durch mTORC2, der VEGF-Signalweg auch von mTORC1
Uber die Aktivierung des HIF moduliert wird und damit nicht nur Perizyten sondern auch En-
dothelzellen gehemmt werden?%7:2%, Somit kbnnte mit Rapamycin ein Wirkstoff ausreichen,
um eine simultane Hemmung mehrerer an der Angiogenese beteiligter Signalwege zu erzie-
len mit der Erwartung, dass eine Dissoziation der Perizyten nicht zu erhdhter fibrotischer Ak-
tivitat fihrt. Dieses Szenario ist allerdings denkbar, nachdem in Mausmodellen nachgewiesen
wurde, dass durch Laserphotokoagulation aktivierte Perizyten den subretinalen Raum infilt-
rieren und profibrotische Wachstumsfaktoren seznernierten?*®. Dass Perizyten eine signifi-
kante Rolle in der Ausbildung subretinaler Fibrosen spielen kénnten, konnten auch wir in
einer Vorstudie feststellen '%°. So zeigte sich, dass humane plazentare Perizyten, die mit
Axitinib, einem Pan-VEGFR-PDGFR-Inhibitor, behandelt wurden, zwar einen proto-myo-
fibroblastischen Phanotypen aufweisen, profibrotische zellulare Mechanismen unter konstan-
ter PDGF-Inhibition jedoch unterdriickt wurden. Welche Auswirkungen dies bei einer in-vivo
Hemmung durch Axitinib hatte und ob Rapamycin zu einer dhnlichen Veranderung flhrt,

wurde noch nicht untersucht

Eine subretinale Fibrose kann allerdings auch bei einer unbehandelten neovaskularen alters-
bedingten Makuladegeneration entstehen und ist bereits 1926 durch Junius und Kuhnt be-

schrieben worden (Heute auch als ,Junius und Kuhnt Narbe“ bekannt)?°26', Diese Folge der



4 Diskussion 56

Exsudation, unkontrollierten Produktion profibrotischer und proangiogenetischer Wachs-
tumsfaktoren sowie ungehemmtem fibrovaskularen Wachstum konnte durch die Einfiihrung
der intravitrealen anti-VEGF-Behandlung bereits deutlich reduziert werden. Nicht nur die bes-
sere Kontrolle und Minimierung der exsudativen Komponente, sondern auch die reine Re-
duktion des VEGF flhrt zur deutlich geringeren Narbenbildung. Dies zeigten bereits Wilgus
et al. durch die Messung der VEGF-Konzentration in fetalen, narbenfreien Wunden, die deut-
lich niedriger waren als in adulten Wunden mit reichem fibrotischem Narbengewebe. Eine
Zugabe von VEGEF fiihrte auch bei narbenfreien Wunden zu einer deutlichen fibrotischen Nar-
benreaktion?®2. Auch konnte gezeigt werden, dass in Wundheilungsreaktionen der Haut
VEGF nicht nur durch Keratinozyten, sondern ebenfalls durch dermale Fibroblasten und Mak-
rophagen sezerniert wird?63264_In der okularen Therapie der nAMD zeigte sich in Vergangen-
heit durch Bloch et al, dass eine 14-tagige Verzégerung der Behandlung bereits ausreicht um
ein um 2,24-Fach erhohtes Risiko einer subretinalen Fibrose zu entwickeln?®®. Der Grund
dafur ist hauptsachlich VEGF und die daraus folgenden Wundheilungsreaktionen: Der
Wachstumsfaktor sorgt fir einen Anstieg von Matrix-Metalloproteinasen, Plasminogenaktiva-
tor, Fibronectin und CTGF (connective tissue growth factor) in den Netzhauten von Ratten,
alles wichtige Bestandteile in Wundheilungsreaktion und fibrotischer Narbenbildung?®®. Dar-
Uber hinaus werden durch VEGF mehrere profibrotische Gene sowie a-SMA (alpha-smooth

muscle actin) und Kollagen hochreguliert?’.

Trotz der deutlichen Reduktion in fibrotischer Wundheilung durch die anti-VEGF-Therapie
zeigen Langezeitbeobachtungen in den CATT-Trials, dass die subretinale Fibrose weiterhin
mit einer Pravalenz von 45.3% in 2 Jahren ein stark visuslimitierender Faktor bei der nAMD
bleibt'942%%  Genau hier kénnte sich das zusatzliche Potenzial von Rapamycin entfalten:
MTOR ist ein sehr integraler Bestandteil des zellularen Metabolismus. Als zentraler Regulator
steuert er grundlegende Signalwege, die bei vielen verschiedenen Krankheiten dysreguliert
zu sein scheinen. So auch in fibrotischen Signalwegen: Jiang et al konnte zeigen, dass in
durch transforming growth factor-beta (TGF-B) aktivierte interstitielle Fibroblasten in Ratten-
nieren auch eine erhohte Aktivitdt im Rheb/mTORC1 Signalweg verursachten, wahrend die
Behandlung mit Rapamycin die Fibroblastenaktivierung wieder aufheben lie?%. In der Lite-
ratur sind zudem zahlreiche Hinweise bekannt, dass eine mTOR-Hemmung auch eine Hem-
mung fibrotischer Signalwege in vielen weiteren Organen wie z.B. in der Lunge oder der Le-
ber erzielen kann?6%-273, Erst jlingst zeigte Zhao et al (2022), dass eine Transition choroidaler
Perizyten zu Myofibroblasten eine ausschlaggebende Rolle in Bildung subretinaler Fibrose
spielt?®’. Gesteuert wird dies vor allem Uber das TGF-B2 aber auch den Akt/mTOR-Signal-
weg. Die Behandlung mit Rapamycin zeigte eine wirkungsvolle Reduktion der Transition von
Perizyten in Myofibroblasten und bekraftigt den mdglichst friihen Einsatz des mTOR-Inhi-
bitors zur Pravention oder auch potenziellen Behandlung subretinaler Fibrose. Zusammen
mit der ebenfalls wirkungsvollen Angiogenesehemmung zeigt Rapamycin einen multimoda-
len Therapieansatz, der deutliche Vorteile gegeniber einer reinen anti-VEGF-Behandlung

haben konnte.
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Einige Limitationen sind zu beachten. Die hier dargestellten Ergebnisse und Versuche sind
reine in-vitro Daten. Die komplexe in vivo Situation und die Interaktion verschiedener Zellen
und Wachstumsfaktoren lasst sich auf diese Weise nur anndhernd simulieren und kann tat-
sachlich in vivo zu anderen oder keinen wirksamen Ergebnissen flihren. Von Vorteil ist, dass
im Rahmen der Untersuchungen eine primare humane Zelllinie in Kokultur verwendet wur-
den, um eine maoglichst realitatsnahe Situation zu simulieren. Eine andere Limitierung ist be-
reits weiter oben angesprochen worden: Rapamycin ist ein mTORC1-Hemmer. Die Signal-
kette durch mTORC2 wird hier somit nicht direkt unterbrochen. Potenziell kann jedoch der
Akt-Signalweg durch mTORC2 ungehindert weiter stimuliert werden und somit auch die Ex-
pression von VEGF. Dies ist aber insbesondere bei einer zu geringen Dosierung bzw. einer
zu kurzen Inkubationszeit zu erwarten. Ob die Akt-Aktivierung durch ausbleibende mTORC2-
Hemmung tatsachlich eine Auswirkung auf die Angiogenesehemmung hat, ist unklar und
wurde nicht untersucht. In unseren Versuchen zeigte bereits die geringste Dosis einen anti-
migratorischen als auch einen antiproliferativen Effekt. Sicher ist jedoch, dass eine hohere
Dosis dazu fiihrt, dass an mTORC1-gebundenes Rapamycin keinen Komplex mit mTORC2
mehr bilden kann und dadurch indirekt eine Aktivierung ausbleibt'””.

Als letzter und dritter Punkt ist zu bedenken, dass eine mTOR -Hemmung insgesamt sehr
unspezifisch ist. Als recht zentraler Regulator vieler intrazellularer Mechanismen, darunter
auch Zellwachstum- und Proliferation, kann eine solche Hemmung potenziell zu Dysregulati-
onen fihren, die andere Konsequenzen zur Folge haben. Daher sind hier weitere Untersu-
chungen — insbesondere in vivo — erforderlich, um das Sicherheitsprofil besser zu identifizie-
ren. Hier ist jedoch gliicklicherweise anzumerken, dass Sirolimus bereits als intravitreales
Medikament zur Behandlung bei der Uveitis in-vivo auch in Menschen getestet wurde und
dabei ein gutes Sicherheitsprofil aufzuweisen scheint?’. Alternativ kdAmen auch moderne An-
satze wie eine suprachoroidale Gabe in Frage?’®. Brooks et al zeigten erst kirzlich, dass
suprachoroidal appliziertes liposomales Sirolimus in Kaninchenaugen ein gutes pharmakoki-
netisches Profil aufweist?’®. Beim uveitischen Makuladdem gibt es bereits Erfahrungen und
eine FDA-Zulassung fiir das suprachoroidal verabreichte Medikament Xipere® (Triamcino-
lon) mit einer verbesserten Effektivitat als die intravitreale Applikation bei gleicher Sicher-
heit?””. Um dies weiter zu evaluieren, waren im n&chsten Schritt in vivo Experimente im Tier-
modell anzustreben. Sinnvoll ist aber weiterhin eine moglichst lokale Verwendung, um syste-

mische Risiken zu reduzieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Arbeit eine signifikante Hemmung der Angi-
ogenese in humanen retinalen Perizyten und humanen umbilikalen Endothelzellen durch Ra-
pamycin eindeutig bestatigt. Somit kdnnte das Medikament potenziell Patienten helfen, die
auf die herkdmmliche Monotherapie nicht ansprechen (sogenannte ,Non-Responder®), als
auch durch die potenziell antifibrotischen Eigenschaften (zum einen durch die mTOR-Hem-
mung selbst und zum anderen durch die Hemmung der Perizyten) vor potenziellen Langzeit-
folgen einer subretinalen Fibrose und somit vor einem langsam einsetzenden Effektivitats-
verlust der reinen anti-VEGF-Therapie schiitzen. Mit einem Wechsel des therapeutischen

Ziels von VEGF hin zu mTOR werden die aktuell bedeutendsten Griinde fir ein
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Therapieversagen angesprochen. Letztlich sind jedoch weitere Untersuchungen (in-vitro und
in-vivo) erforderlich, um das Potenzial von Rapamycin als Monotherapie oder in Kombination
mit anderen anti-VEGF-Medikamenten fiir die Behandlung der neovaskuldaren AMD vollstéan-
dig zu verstehen. Mit Hinblick auf die potenziell fehlende mTORC2-Inhibition, sollte die Phar-
makokinetik und insbesondere die vitreale Eliminationszeit bzw. Halbwertszeit genauer un-
tersucht werden. Letztlich stehen vor allem klinische Studien aus, in denen auch untersucht
werden sollte, ob eine Monotherapie ausreicht, oder ob eine Kombinationstherapie mit her-
kédmmlicher intravitrealer anti-VEGF wirkungsvoller ist.

Die vorliegende Forschungsarbeit hat aufgezeigt, wie tiefgehend die duale Inhibition von En-
dothelzellen und Perizyten in Verbindung mit der m-TOR-Hemmung in den Mechanismus der
Angiogenese eingreift. Die umfassende Literaturanalyse untermauert die Bedeutung dieser
dualen Hemmungsstrategie fir die Regulierung von Angiogenesevorgangen. Gleichzeitig
wird die Wirksamkeit der m-TOR-Hemmung durch die Experimente in humanen retinalen Pe-
rizyten auf beeindruckende Weise bekraftigt, indem sie eine klare anti-angiogenetische Wir-
kung zeigt. Dies erdffnet nicht nur ein neues Verstandnis fir die molekularen Wege, die an
der Bildung neuer BlutgefalRe beteiligt sind, sondern legt auch den Grundstein fir potenziell
revolutionare Ansatze zur Behandlung der neovaskularen altersbedingten Makuladegenera-
tion. In Anbetracht der steigenden Pravalenz der altersbedingten Makuladegeneration in un-
serer alternden Gesellschaft sind solche Entwicklungen von grofter Bedeutung, um das Seh-
vermogen und die Lebensqualitat von Betroffenen zu verbessern. Insgesamt verweist aber
diese Arbeit auf die Dringlichkeit und den Nutzen weiterer Forschungsanstrengungen, bei
denen die hier gewonnen Erkenntnisse als Grundstein dienen kdnnen, um diese neuartigen

Therapiekonzepte zu entwickeln.
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