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ABSTRACT

ERGEBNISSE

KLINISCHE RELEVANZ

Fragestellung
In einer vorherigen Studie wurden Anti-
Drug-Antikörper (ADA) gegen Brolucizumab 
(BCZM) als potenzielle Risikofaktoren für 
intraokulare Entzündungen und retinale 
Vaskulitis identifiziert.4 Diese In-vitro-Studie 
untersucht, ob ADA – allein oder im Komplex 
mit BCZM – die Bildung des terminalen Kom-
plementkomplexes C5b-9 sowie eine proin-
flammatorische Aktivierung vaskulärer Endo-
thelzellen induzieren. 

Methodik
HUVECs wurden in verschiedenen Stimu-
lationsansätzen mit IgG-Molekülen aus ADA-
positiven oder -negativen Patientenseren mit 
oder ohne BCZM und humanem Komple-
mentserum (HCS) als standardisierte 
Komplementquelle inkubiert. Basalmedium 
(BM) und BM mit hitzeinaktiviertem HCS (HI-
HCS) dienten als Negativkontrollen, während 
Ansätze mit BM, HCS und Zymosan als 
Positivkontrolle dienten. Anschließend 
wurden die HUVECs mithilfe von FITC/Alexa-
Fluor-488-gekoppelten C5b-9-Antikörpern 
markiert und mittels (1) Fluoreszenzmikro-
skopie oder (2) Durchflusszytometrie (DZ) 
analysiert. In der DZ kam zudem ein 
Viabilitätsfarbstoff zum Einsatz. In den 
Überständen der stimulierten Zellen wurden 
Konzentrationen von IL-6, IL-8 und MCP-1 
mittels (3) ELISA bestimmt.
 

Ergebnisse 
Sowohl in der Immunfluoreszenz als auch 
der DZ zeigten Zellen der Positivkontrolle 
das signifikant stärkste C5b-9-Signal. Bei 
Zellgruppen mit IgG und/oder HCS lag das 
Signal zwischen der Positiv- und Negativ-
kontrolle. Dabei zeigten sich keine 
signifikanten Unterschiede zwischen IgG aus 
ADA-positiven oder -negativen Seren mit 
oder ohne Zugabe von BCZM. Bei C5b-9-
positiven Zellen war der Anteil toter Zellen 
erhöht. Das Muster der Zytokin-
Konzentrationen deckte sich mit dem des 
C5b-9-Signals.

Schlussfolgerung
Eine verstärkte C5b-9-Bildung war mit einer 
erhöhten Freisetzung proinflammatorischer 
Zytokine und reduzierter Zellviabilität asso-
ziiert, dies jedoch unabhängig von ADA – 
weder allein noch im Komplex mit BCZM. 
Funktionelle Eigenschaften von ADA gegen 
BCZM sollten weiter untersucht werden, um 
ihre Rolle bei okulären Entzündungen zu 
klären.

• VEGF-Inhibitoren wie BCZM können den 
Visus  bei Patienten mit altersbedingter 
Makuladegeneration oder diabetischer 
Retinopathie mit diabetischem 
Makulaödem stabilisieren oder verbessern

• entzündliche Nebenwirkungen stellen ein 
Behandlungsrisiko dar 

• die Rolle der ADA hierbei könnte für 
Therapieentscheidungen und 
Wirkstoffentwicklungen relevant sein
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METHODEN

HYPOTHESE

C5b-9

Lebend & 
C5b-9-negativ:

ø Anteil an 
Zellen [%]

BM 93,93%
HCS 94,50%
IgG (ADA-positiv) 91,94%
IgG (ADA-positiv)
+ BCZM 92,89%
IgG (ADA-negativ) 91,19%
IgG (ADA-negativ)
+ BCZM 92,34%
Zymosan 74,58%

Lebend & 
C5b-9-positiv: 

ø Anteil an 
Zellen [%]

BM 0,10%
HCS 0,18%
IgG (ADA-positiv) 0,17%
IgG (ADA-positiv)
+ BCZM 0,11%
IgG (ADA-negativ) 0,11%
IgG (ADA-negativ)
+ BCZM 0,14%
Zymosan 1,99%

Tot & 
C5b-9-positiv: 

ø Anteil an 
Zellen [%]

BM 0,12%
HCS 0,35%
IgG (ADA-positiv) 0,47%
IgG (ADA-positiv)
+ BCZM 0,51%
IgG (ADA-negativ) 0,73%
IgG (ADA-negativ)
+ BCZM 0,51%
Zymosan 11,30%

Tot & 
C5b-9-negativ: 

ø Anteil an 
Zellen [%]

BM 5,86%
HCS 4,98%
IgG (ADA-positiv) 7,42%
IgG (ADA-positiv)
+ BCZM 6,50%
IgG (ADA-negativ) 7,97%
IgG (ADA-negativ)
+ BCZM 7,00%
Zymosan 12,13%

Gesamtzahl toter 
Zellen

ø Anteil an 
Zellen [%]

BM 5,974%
HCS 5,330%
IgG (ADA-positiv) 7,890%
IgG (ADA-positiv)
+ BCZM 7,007%
IgG (ADA-negativ) 8,705%
IgG (ADA-negativ)
+ BCZM 7,517%
Zymosan 23,430%

Gesamtzahl C5b-9-positiver Zellen ø Anteil an 
Zellen [%]

BM 0,215%
HCS 0,536%
IgG (ADA-positiv) 0,640%
IgG (ADA-positiv) + BCZM 0,619%
IgG (ADA-negativ) 0,847%
IgG (ADA-negativ) + BCZM 0,656%
Zymosan 13,288%

SDS-PAGE isolierter IgGs
1) Marker; 2) BSA; 3-7) isolierte IgGs; 8) Serumprobe
Die Zellstimulation mit IgG aus ADA+ und ADA- 
Serumproben erfolgte in einem Verhältnis 1:1000 
(BCZM:IgG). Hierfür wurden IgGs m. H. eines Kits aus 
Serumproben isoliert. 

1.  Basalmedium + 2% FCS (BM)
2.  BM + 5% HCS
3.  BM + 5% HI-HCS
4.  BM + 5% HCS + IgG (ADA+)
5.  BM + 5% HCS + IgG (ADA+) + BCZM
6.  BM + 5% HCS + IgG (ADA-) 
7.  BM + 5% HCS +IgG (ADA-) +BCZM
8.  BM + 5% HCS + 5% 0,5%-iges Zymosan

Pro 6-Well Platte 3 Stimulationsansätze:
1.  Basalmedium + 2% FCS (BM)
2.  BM + 5% HCS
3.  BM + 5% HCS + IgG (ADA+)
4.  BM + 5% HCS + IgG (ADA+) + BCZM
5.  BM + 5% HCS + IgG (ADA-) 
6.  BM + 5% HCS +IgG (ADA-) +BCZM
7.  BM + 5% HCS + 5% 0,5%-iges Zymosan

Zellen eines Stimulationsansatzes 
werden in drei FACS-Tubes aufgeteilt:
1. Unstained
2. Fixable viability dye 660 (FVD)
3. Fully stained (FVD + C5b-9       

[Alexa Fluor 488])

IL-6 IL-8 MCP-1

* p < 0,05 Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur   ** p < 0,01 Kruskal-Wallis-Test mit Bonferroni-Korrektur


