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1. Einleitung

1.1 Altersabhangige Makuladegeneration

1.1.1 Uberblick

Weltweit ist die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) die dritthaufigste
Erblindungsursache nach Katarakt und Glaukom (WHO, 2019). In den industrialisierten
Nationen der westlichen Welt hingegen ist die AMD fiur die Mehrzahl der Erblindungen
verantwortlich (Resnikoff et al., 2004). Die AMD ist eine Erkrankung der zentralen Retina,
die vor allem altere Menschen betrifft (Friedman et al., 2004).

Auf der Grundlage der demographischen Entwicklung wird dementsprechend eine weitere
Pravalenzzunahme erwartet, wobei bereits jetzt uber 150 Millionen Menschen an AMD
erkrankt sind (Friedman et al., 2004; Wong et al., 2014). Es wird angenommen, dass im
Jahr 2050 ungefahr jeder vierte europaische Burger von der AMD betroffen sein wird (Li
et al.,, 2017).

1.1.2 Pathogenese

Der als am wichtigsten erachtete Risikofaktor ist das fortschreitende Lebensalter, welches
uber viele Studien hinweg stark mit der Entwicklung einer AMD korrelierte (Chakravarthy
et al., 2010a; Kawasaki et al., 2008; van Leeuwen et al., 2003; Varma et al., 2004). Die
multifaktorielle Genese der AMD =zeigt sich an dem Vorliegen zahlreicher weiterer
Risikofaktoren. Zu den konstanten und stark korrelierenden Risikofaktoren gehoren
neben dem fortschreitenden Lebensalter das Rauchen, die familiare Belastung mit AMD
und die Sonnenlichtexposition (Chakravarthy et al., 2010a; Klein et al., 2008; van
Leeuwen et al., 2003; Smith and Mitchell, 1998; Sui et al., 2013). Als ebenfalls signifikante
Risikofaktoren, die jedoch lediglich ein moderates Risiko hervorrufen, werden ein hoher
Body-Mass-Index (BMI), eine Historie von kardiovaskularen Erkrankungen, arterielle
Hypertension und ein erhdhter Fibrinogenspiegel im Plasma angesehen (Age-Related
Eye Disease Study Research Group, 2000; Chaine et al., 1998; Chakravarthy et al.,
2010a; Hogg et al., 2008; Smith et al., 1998).
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1.1.3 Stadieneinteilung und Symptome der AMD

1.1.3.1 Frihstadien

Die AMD kann in Fruh- und Spatstadien unterteilt werden (Pauleikhoff and Holz, 1996).
Die Frihstadien beinhalten die frGhe und die intermediare AMD, in welchen eine
Ansammlung von autofluoreszenten Drusen und Pigmentveranderungen des RPEs
ophthalmoskopisch beobachtet werden konnen (Buch et al., 2005; Klein et al., 2007).
Drusen bis zu einer GroRe von 63 ym werden jedoch als normale Erscheinung der
Gewebealterung angesehen (Ferris et al., 2013). Zur genauen Unterscheidung beider
Frahstadien werden GroRe, Konfluenz und Anzahl der Drusen sowie die Pigmentierung
beurteilt (Tab. 1). Bei den Betroffenen treten zu Beginn, also in den Fruhstadien der AMD,
nur kaum bemerkbare Symptome, wie eine erschwerte Dunkeladaptation und eine
verminderte Kontrastwahrnehmung, auf (Brown and Lovie-Kitchin, 1987; Steinmetz et al.,
1993). Daraus resultiert, als wahrscheinlich grof3te Alltagsbeeintrachtigung, ein

erschwertes Autofahren bei Dunkelheit (Scilley et al., 2002).

Tab. 1: Ubersicht (iber die Stadieneinteilung der AMD (Ferris et al., 2005, 2013, Holz et
al., 2012, 2014a).

Stadium Kennzeichen/ definierende Parameter
frihes Stadium ,early AMD" e viele Drusen <63 pm
oder
e Drusen zwischen 63 und 125 ym
intermediares Stadium ,intermediate e viele Drusen zwischen 63 und 125 um
AMD* oder

e Drusen ab 125 ym;

haufig kombiniert mit Hyper- oder
Hypopigmentierungen des RPEs
RPE- Abhebung

RPE- Einriss

disziforme Narbe nach Einriss
Hypopigmentierungen

Demarkierung

RPE- Degeneration

choroidale Neovaskularisation

Geographische Atrophie
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1.1.3.2 Spatstadien

Nach diesen weitestgehend symptomlosen Fruhstadien konnen sich zwei
unterschiedliche Spatformen der AMD entwickeln (Dewan et al., 2006). Zum einen die
langsam voranschreitende, trockene Spatform, die sogenannte geographische Atrophie
(GA) (Holz et al., 2004). Zum anderen die rasch verlaufende feuchte AMD, die durch
choroidale Neovaskularisation (CNV) gekennzeichnet ist. Das Risiko fur einen
Stadienwechsel zur CNV bei einer bereits bestehenden, intermediaren trockenen AMD
liegt zwischen 10 und 15 Prozent (Gehrs et al., 2006). Es herrscht jedoch keine strikte
Trennung zwischen der GA und der CNV, die sowohl ineinander Ubergehen oder
nebeneinander am gleichen Auge auftreten konnen (Ambati and Fowler, 2012; Sarks et
al., 2006).

1.1.3.2.1 Geographische Atrophie

Bei der GA imponieren betroffene Areale in der Funduskopie als hypopigmentierte,
demarkierte, scharf begrenzte Bereiche, in denen grolRere Gefalde der Choroidea besser
zu erkennen sind als in gesunden Arealen (Holz et al., 2014a).

In den beschriebenen Spatstadien treten irreversible Gesichtsfeldeinschrankungen auf,
die bis zur Erblindung reichen konnen (Ferris et al., 1984). Bei der GA zeigt sich der
zentrale Gesichtsfeldverlust erst spat, da die Fovea in aller Regel vorerst ausgespart wird
und vorwiegend der superior- temporal gelegene Bereich betroffen zu sein scheint
(Herrmann et al., 2013; Sarks et al., 1988; Sunness, 1999). Ein RPE-Zellverlust wird als
initialer Faktor fur die Entstehung einer GA angesehen (McLeod et al., 2009).

1.1.3.2.2 Choroidale Neovaskularisation

Fir die CNV hingegen gibt es Belege, dass eine Uberexpression des Vascular Endothelial
Growth Factors (VEGF) fur die Einsprossung neuer GefalRe verantwortlich ist. Diese
VEGF-Ausschuittung ist unter anderem durch Entzindungsprozesse bedingt (Mullins et
al., 2000; Nagineni et al., 2012). Auch die Ablagerung polarer Lipide steht als Ursache im
Fokus, da durch diese eine Diffusionsanderung der vom RPE gebildeten
Wachstumsfaktoren bedingt wird (Holz et al., 1994; Moore et al., 1995). Durch Leckage

der neuen Gefalle kommt es zu einem Makuladdem mit entsprechender Visusreduktion.
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Zudem kann es zur Ansammlung subretinaler Flussigkeit zwischen neurosensorischer
Retina und RPE, Flussigkeitseinlagerung zwischen dem RPE und der Bruch’schen
Membran im Sinne einer serdsen RPE-Abhebung (Ferris, 1983; Mdller et al., 2002) und
zu einem Riss des RPEs kommen. Das Endstadium stellt eine disziforme Narbe dar, die
ein zentrales Skotom bedingt (Ferris, 1983; Junius and Kuhnt, 1926; Verhoeff and
Grossman, 1937).

Fruhstadium

CNV

Abb. 1: Frihstadium mit Drusen, CNV und GA bei AMD. Bei der CNV kommt es durch
Leckage der einsprieRenden Gefalie zu Flussigkeitseinlagerung in die Retina, wahrend
die Degeneration von RPE und Photorezeptorzellen bei der GA im Vordergrund steht und
sich als hypopigmentierter scharf begrenzter Bereich prasentiert.
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1.1.4 Behandlungsoptionen

1.1.4.1 Behandlung der CNV

Zurzeit kann die CNV durch Anti-VEGF-Medikamente wie Ranibizumab oder
Bevacizumab effektiv behandelt werden (Brown et al., 2006; Campbell et al., 2012; Rich
et al., 2006; Rosenfeld et al., 2006). Dennoch ist diese Therapieoption begrenzt, da einige
Patienten nicht auf die Therapie ansprechen und andere die initiale Verbesserung des
Sehens im weiteren Verlauf wieder verlieren (Chakravarthy et al., 2010b; Eldem et al.,
2009).

1.1.4.2 Behandlung der GA

Fur die GA gibt es hingegen bisher noch keine genehmigte Therapieoption (Holz et al.,
2014b). Es wurde jedoch beschrieben, dass eine Einnahme von Zink und Antioxidantien
(Kombination aus Vitamin E, Vitamin C und beta-Carotin) das Risiko fur eine GA-
Entstehung reduzieren kann (Age-Related Eye Disease Study Research Group, 2001).
Aulerdem deuten einige Studien darauf hin, dass sich auch durch die Aufnahme von
Omega-3-Fettsauren das Progressionsrisiko der AMD verlangsamen lasst (Chong et al.,
2008; Chua et al., 2006). Die Daten der in Deutschland durchgefuhrten LUTEGA-Studie
zeigen eine Verbesserung der besten korrigierten Sehscharfe und eine erhohte
antioxidative Kapazitat nach Supplementierung von Lutein, Zeaxanthin und Omega-3-
Fettsauren (Arnold et al., 2013; Dawczynski et al., 2013). Eine andere neu entwickelte
und viel versprechende Therapieoption ist die subretinale Transplantation von human
embryonic stem cell-derived retinal pigment epithelial cells (Bartuma et al., 2015; Lund et
al., 2006; Plaza Reyes et al., 2016). Diese wird nun auch bereits in einer klinischen Phase-
2-Studie am Menschen erprobt (Schwartz et al., 2012, 2015).

1.2 Das retinale Pigmentepithel bei der AMD

1.2.1 Aufbau und Funktion
Das RPE ist eine einschichtige, polarisierte Zellreihe zwischen den neurosensorischen
Zellen der Retina und der Bruch’schen Membran, welche Choroidea und RPE

voneinander trennt. Durch Melanosomen ist das RPE braun pigmentiert und dient so der
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Lichtabsorption. Durch seine Lage und den speziellen Aufbau obliegt dem RPE die
Aufnahme, Degradierung und Erneuerung von abgestolienen
Photorezeptoraulensegmenten (POS) (Boulton, 2013; Mazzoni et al., 2014; Young,
1967).

Uberblick tiber die Aufgaben des RPEs im Einzelnen:

¢ Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schrank

e Bestandteil des Vitamin A Zyklus

e Phagozytose distaler POS

e Enzymatischer Abbau der aufgenommenen POS in den Lysosomen

e Ausschleusung der Abbauprodukte auf der basalen Zellseite durch Diffusion
e Nutrition der Photorezeptoren

e Synthese der extrazellularen Matrix

e Molekultransport innerhalb der Interphotorezeptorenmatrix

Durch diese vielfaltigen Aufgaben und aufgrund des hohen metabolischen Umsatzes ist
das RPE in einem hoheren Male als andere Zellpopulationen von oxidativem Stress
durch freie Sauerstoffradikale (reactive oxygen species - ROS) betroffen (Mitter et al.,
2012). Das Verstandnis dieser Umstande untermalt die Bedeutung der ROS als
Risikofaktor in Bezug auf die Entwicklung einer AMD (Jarrett and Boulton, 2012).
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Normale Retina

Makula

Retina

g Sauerstoff
) und
Nahrstoffe

Choroidea Retinales
Pigmentepithel
(RPE)

Abb. 2: Angepasste Darstellung der Lage des RPEs zwischen Bruch’scher Membran und
Photorezeptorzellen. Das RPE verstoffwechselt aufgenommene Produkte der
Photorezeptorzellen und versorgt diese mit Sauerstoff und Nahrstoffen (Quelle: Macular
Disease Foundation Australia; https://www.mdfoundation.com.au/content/what-happens-
macular-degeneration).

1.2.2 Alterung des RPE

Im Rahmen der AMD kommt es zu extrazellularen Ablagerungen in der dul3eren Netzhaut
(Wang et al.,, 2009). Diese werden als Drusen bezeichnet und imponieren als
extrazellulare Ablagerungen zwischen der Basalmembran der RPE-Zellen und der
inneren kollagenen Schicht der Bruch’schen Membran (Burns and Feeney-Burns, 1980).
Erstmals sind Drusen im spaten 18. Jahrhundert als symmetrische Erkrankung der
Choroidea und Retina beschrieben worden, die bei alten Menschen auftritt (Hutchinson,
1875). Sie weisen eine komplexe Zusammensetzung aus Phospholipiden, neutralen
Lipiden, Proteinen und Oligosacchariden auf (Mullins and Hageman, 1999; Pauleikhoff
and Holz, 1996; Pauleikhoff et al., 1992). Das RPE buft im Laufe des Lebens einen Teil
seiner Funktion in der Degradierung von anfallenden Stoffwechselprodukten der
Photorezeptorzellen ein (Gu et al., 2012; Mazzoni et al., 2014; Nandrot et al., 2004). Somit
wird der Ursprung dieser Bestandteile der Drusen auf das RPE zurlickgefuhrt und unter
anderem mit oxidativen Prozessen in Verbindung gebracht (Crabb et al., 2002; Pilgrim et
al.,, 2017). Weitere Forschungen deuten auf eine begunstigte Entstehung durch
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Inflammation und Sonnenlichtexposition hin (Anderson et al., 2002; Imamura et al., 2006).
Solange sie jedoch eine GroRe von 63 pym nicht Uberschreiten und in geringer Anzahl
auftreten, gelten die Drusen als physiologische Alterserscheinung (Ferris et al., 2013).
Drusen, die in groRer Anzahl und flachig vorkommen, werden als Risikofaktoren fur eine
Progression der AMD in eine der Spatformen verantwortlich gemacht (Gass, 1973;
Joachim et al., 2015; Mauschitz et al., 2012; Pauleikhoff et al., 1990; Sarks et al., 1988).
Mit zunehmender Grofde und Anzahl konnen eine verminderte Kontrastwahrnehmung
oder eine Abnahme der zentralen Sehscharfe bei den Betroffenen auftreten (Holz et al.,
1995; Midena et al.,, 1994). AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass
Photorezeptorareale, die direkt uber den Drusen oder lateral von diesen liegen, eine
geringe Dichte aufweisen und Zeichen einer Degeneration zeigen (Johnson et al., 2005).

1.2.3 Lipofuszinakkumulation

Lipofuszin  stellt  gelblich-braune, granulare, im  Zytoplasma  gelegene
Pigmentablagerungen mit einer GroRe von ungefahr einem Mikrometer dar (Feeney-
Burns et al., 1980). Von den Granula geht eine Autofluoreszenz aus, deren Intensitat
mittels eines Scanning-Laser-Ophthalmoskops (SLO) und dem
Fundusspektrophotometer in vivo dargestellt werden kann (Arend et al., 1995; Bellmann
et al., 1997; Delori et al., 1995; Holz et al., 2012). Diese Ablagerungen bestehen aus einer
heterogenen Mischung verschiedener Biomolekuile, die nicht mehr weiter abgebaut
werden konnen (Ng et al., 2008).

Die Akkumulation von Lipofuszin als auffallige Veranderung beginnt um das 20.
Lebensjahr und steigert sich weiter im Laufe des Lebens (Delori et al., 2001).
Schlussendlich kdnnen sie bei einem 80-jahrigen Menschen bis zu 19 % des gesamten
Zytoplasmas ausmachen (Feeney-Burns et al., 1984). Aufgrund der altersabhangigen
Anreicherung wird Lipofuszin auch das ,Alterspigment” genannt (Beatty et al., 2000).

Die genaue Entstehung der Lipofuszingranula ist zurzeit noch nicht bekannt. Es wird
jedoch schon seit einiger Zeit angenommen, dass eine Unfahigkeit der RPE-Zellen
phagozytiertes Material, wie retinol- und lipidreiche POS, abzubauen, die Ursache der
Lipofuszinogenese darstellt (Katz, 1989; Kennedy et al., 1995). Dieser Verlust der
Fahigkeit zur Autophagie wird als ursachlich fur eine erhohte Anfalligkeit des RPEs
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gegenuber oxidativem Stress angesehen und fur die Entstehung der AMD
mitverantwortlich gemacht (Mitter et al., 2014).

Areale, die zuvor mehr Lipofuszin angereichert hatten, degenerierten im Rahmen des
Krankheitsprogresses einer GA haufiger als Areale, die weniger Lipofuszingranula
enthielten (Holz et al., 2001).

1.2.4 Phototoxische Schadigung

Lipofuszin besitzt photosensibilisierende Eigenschaften und kann bei Akkumulation allein
oder mit weiteren toxischen Substanzen zu einem Untergang der RPE-Zellen fuhren,
indem durch Blaulichtbestrahlung ROS entstehen (R6zanowska et al., 1998; Schiutt et al.,
2002). Das Bestandteil N-retinylidene-N-retinyl-ethanolamine (A2E) im Lipofuszin konnte
als Ausloser fur eine LMP identifiziert werden (Taylor et al., 1992; Tomany et al., 2004).
Diese fuhrt wiederum nach photooxidativem Schaden zu konsekutivem Zelltod (Brunk et
al., 1995; Davies et al., 2001; Wihlmark et al., 1997).

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass stattfindende Lipidperoxidationen zu
einer lysosomalen Dysfunktion fihren konnen (Rézanowska et al., 1998; Wassell et al.,
1999). Neuere Untersuchungen zeigen, dass die phagozytische Aktivitat der RPE-Zellen
durch Lipofuszin-vermittelten Schaden abnimmt und antioxidative Supplemente wie
Zeaxanthin und alpha-Tocopherol einen protektiven Effekt besitzen (Olchawa et al.,
2017). Durch den Aktivitatsverlust des RPEs kann die Lipofuszinogenese verstarkt
werden, da POS nicht mehr regelrecht abgebaut werden konnen und somit

Erkrankungen, wie die AMD, begunstigt werden (Ferrington et al., 2016).

1.2.5 Oxidative Schadigung

Die Retina ist eines der Gewebe im Korper, welche die hochste Sauerstoffabsorption
aufweisen (Yu and Cringle, 2005). Trotz des altersabhangigen Funktionsverlusts der
Antioxidationssysteme bleibt die Retina auch im hoheren Alter diesen hohen
Sauerstoffpartialdricken ausgesetzt, wodurch eine Schadigung des Gewebes durch freie
Sauerstoffradikale (ROS) wahrscheinlicher wird (Beatty et al., 2000). Die ROS entstehen
unter anderem durch Photonenabsorption bei Lichteinfall und bei hoher mitochondrialer
Aktivitat (Gutteridge and Halliwell, 2000; Kruft and Greer, 2011; Winkler et al., 1999). Auch
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exogene Faktoren konnen die Entstehung von ROS begunstigen. Hier sind Nikotin- und
Alkoholkonsum, aber auch Luftverschmutzung und Entzindungsprozesse zu nennen
(Machlin and Bendich, 1987; Pryor, 1992; Tsukamoto and Lu, 2001). Im Alter kommt es
unter anderem durch die geringere Enzymaktivitat der Antioxidationssysteme und durch
die Abnahme des Makulapigments zu einer fehlenden Kompensation der ROS (Shamsi
and Boulton, 2001). Diese uberschussigen ROS sind in der Lage, Fettsauren,
Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder Proteine zu verandern und eine gestorte Funktion

der betroffenen Zellen zu bewirken (Gutteridge and Halliwell, 2000).

1.3 Das NLRP3-Inflammasom bei der AMD

1.3.1 Grundlagen: Bedeutung des NLRP3-Inflammasoms

Die Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms, das ein Bestandteil des angeborenen
Immunsystems ist, an vielen inflammatorischen und immunologischen Prozessen
veranschaulicht seine groRe Bedeutung (Guo et al., 2015).

Eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms konnte in verschiedenen Zellarten des
angeborenen Immunsystems, wie dendritischen Zellen, Mikroglia und neutrophilen
Granulozyten, nachgewiesen werden (Bakele et al., 2014; Hanamsagar et al., 2011;
Sharp et al., 2009). Aber auch in epithelialen Zellen, wie Keratinozyten oder Zellen des
bronchialen Flimmerepithels ist eine Aktivitat dieses inflammatorischen Systems
beschrieben (Feldmeyer et al., 2007; Peeters et al., 2013). Die Pathogenese vieler
Erkrankungen  mit  chronischer  Inflammation wird mit einer NLRP3-
Inflammasomaktivierung in Verbindung gebracht. Dazu gehdren unter anderem Gicht,
Diabetes mellitus Typ 2, Adipositas, Morbus Alzheimer und Arteriosklerose (Duewell et
al., 2010; Leemans et al., 2011; Robbins et al., 2014). Neue Erkenntnisse beschreiben
aullerdem eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an der Pathogenese von
Leberfibrose und verschiedenen Formen der Hepatitis (Csak et al., 2011; Wree et al.,
2014). Sowohl fur die atrophe, als auch fur die neovaskulare Spatform der AMD haben
aktuelle Studien ebenfalls eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms gezeigt (Tarallo et
al., 2012; Tseng et al., 2013).
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1.3.2 Grundlagen: Aktivierungskaskade des NLRP3-Inflammasoms

Das NLRP3-Inflammasom ist ein im Zytosol vorkommender Multiproteinkomplex, fur
dessen Aktivierung zwei Signale notig sind (Stutz et al.,, 2009). Der erste
Aktivierungsschritt ist als sogenanntes Priming-Signal definiert, durch welches der
Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert wird. Mogliche Priming-Signale sind die Stimulation
von Pattern Recognition Rezeptoren (PRR) und Toll-like Rezeptoren (TLR) durch TNF-a
und bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) (Bauernfeind et al., 2009). Auch die Zytokine IL-
1a und IL-1B sind in der Lage via IL-1 Rezeptoren das Priming- Signal auszulésen
(Franchi et al., 2009). NF-«B ist hierbei essentiell fur eine gesteigerte Transkription von
pro-IL-1B3, pro-IL-18 und NLRP3-mRNA (Bauernfeind et al., 2009). Das Priming-Signal ist
fur die Aktivierung zwingend notwendig, da die im Zytoplasma konstitutiv vorliegenden
NLRP3-Bestandteile fur eine Aktivierung nicht ausreichen und pro-IL-1 nicht konstitutiv
exprimiert wird (Bauernfeind et al., 2009; Hornung and Latz, 2010; Tseng et al., 2013).
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IL-1a
C5a
LPS
TNF-a

Abb. 3: Priming Signal. Durch ein Priming-Signal (IL-1a, C5a, LPS, TNF-a) wird durch
NF-«xB die Expression von NLRP3 und pro-IL-1( gesteigert.

Im zweiten Schritt leitet ein Aktivierungs-Signal die Rekrutierung des Adaptermolekiils
ASC und pro-Caspase-1 ein, wodurch pro-IL-13 oder pro-IL-18 in ihre aktiven Formen
umgewandelt werden (Franchi et al., 2012, 2014; Juliana et al., 2012).

Die Spaltung von pro-IL-1B zum maturen IL-1B8 erfolgt hierbei durch die aktivierte
Caspase-1 (Thornberry et al.,, 1992). Mdogliche Aktivierungssignale sind die
Uberproduktion von ROS, die Freisetzung von Cathepsin B aus destabilisierten
Lysosomen, ein Ausstrom von Kaliumionen aus der Zelle oder auch eine Veranderung
des Zellvolumens (Compan et al., 2012; Hornung et al., 2008; Mufoz-Planillo et al.,
2013a; Zhou et al., 2011).
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1.3.3 Aktivierung im RPE

1.3.3.1 Aktivierung durch oxidativen Stress

Neuere Studien untermauern die Annahme, dass ROS zu einer Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms und nachfolgend zu einer erhdohten IL-1B-Freisetzung fuhren konnen
(Choe and Kim, 2017; Zhang et al., 2015). Es wird angenommen, dass Mitochondrien, die
ROS generiert haben und nicht durch autophagische Prozesse weiter degradiert werden
konnen, diese NLRP3-Aktivierung auslosen (Shi et al., 2015; Youle and Narendra, 2011).
Demnach werden entstandene ROS durch Autophagie innerhalb der Zellen abgebaut, um
ein Gleichgewicht zu erhalten und auf diese Weise die Zellen zu schutzen (Zhou et al.,
2011).

1.3.3.2 Aktivierung durch lysosomale Membranpermeabilisation

Die LMP als Aktivierungsmechanismus ist ein Schlusselmechanismus in der
Aktivierungskaskade des NLRP3-Inflammasoms. Hierbei werden nachfolgend die Inhalte
der Lysosomen ins Zytosol freigesetzt (Hornung et al., 2008; Stutz et al., 2009). Nach der
LMP werden weitere Vorgange in Gang gesetzt, welche die NLRP3-Aktivierung,
autophagische Prozesse und den Zelltod umfassen (Okada et al., 2014). Weitere
Untersuchungen zeigen, dass eine durch Lipofuszin vermittelte LMP in geprimten RPE-
Zellen das NLRP3-Inflammasom aktiviert (Brandstetter et al., 2015a; Tseng et al., 2013).
Ursachlich hierfur kann unter anderem das Bestandteil N-retinylidene-N-retinyl-
ethanolamine (A2E) im Lipofuszin sein (Taylor et al., 1992; Tomany et al., 2004). Auch
das im Lipofuszin enthaltene Lipidperoxidationsprodukt HNE fuhrt zu einer Erhéhung der
NLRP3-mRNA und der vermehrten Freisetzung von IL-18 und IL-13 (Kauppinen et al.,
2012; Schutt et al., 2003). Vergleichbar mit der LMP durch die Phototoxizitat des
Lipofuszins ist die Wirkung von L-Leucyl-L-Methylester (Leu-Leu-OMe) (Mohr et al., 2015;
Tseng et al., 2013).

1.3.3.3 Aktivierung durch K*-Efflux

Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms kann aul’erdem uber den Efflux von
Kaliumkationen aus der Zelle erfolgen (Franceschini et al., 2015; Franchi et al., 2007,
Pétrilli et al., 2007). Dieser Efflux kann im Anschluss an eine LMP, nach der Behandlung
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von dendritischen Zellen mit Leu-Leu-OMe oder nach Aktivierung des P2X7-Rezeptors
auftreten (Katsnelson et al., 2015; Mufioz-Planillo et al., 2013a; Pelegrin and Surprenant,
2006; Sanz and Virgilio, 2000). Der P2X7-Rezeptor ist auch auf RPE-Zellen zu finden und
fuhrt nach Stimulation durch Adenosintriphosphat (ATP) zu einer NLRP3-Aktivierung und
zu konsekutivem Zelltod (Franceschini et al., 2015; Yang et al., 2011). ATP wird unter
anderem von retinalen, cholinergen Neuronen und dem RPE freigesetzt, im RPE
degradiert und kann somit zur NLRP3-Inflammasomaktivierung im RPE und zur
Pathogenese der AMD beitragen (Mitchell, 2001; Neal and Cunningham, 1994; Reigada
et al., 2005).

Blaulichtbestrahlung

IL-1a
C5a
LPS

Abb. 4: Aktivierungs-Signal. Durch ein Aktivierungs-Signal (LMP, K*-Ausstrom, ROS)
wird nach Priming der Zusammenbau des NLRP3-Inflammasoms eingeleitet und mittels
Caspase-1 wird pro-IL-1f in seine mature, inflammatorisch aktive Form transformiert.



25

1.3.4 Klinische Daten zur NLRP3-Inflammasomaktivierung im RPE

Die Ergebnisse von Tarallo et al. (2012) zeigten eine erhohte Konzentration der mRNA
von NLRP3, IL-18 und IL-1B8 im RPE von Personen, die an AMD litten, im Vergleich zu
Proben von gesunden, altersgleichen Kontrollaugen. Auch andere Autoren zeigten eine
Hochregulierung der genannten mRNAs in Proben aus dem Vitreus von Patienten, die
entweder an der GA oder an der neovaskularen Spatform der AMD erkrankt waren (Cao
et al., 2016; Wang et al., 2016). Auch der direkte Nachweis von IL-1 und IL-18 mittels
ELISA aus Glaskorperproben von Patienten mit AMD veranschaulicht die
inflammatorische Komponente der Erkrankung (Zhao et al., 2015). Eine andere
Untersuchung konnte eine Aktivitat von NLRP3 in den Regionen des humanen RPEs
nachweisen, die von der GA betroffen waren (Tseng et al., 2013).

1.4 Zytokinfreisetzung

Die Freisetzung der meisten Proteine in den Extrazellularraum (EZR) erfolgt Gber die
Beteiligung von Endoplasmatischem Retikulum (ER) und Golgi-Apparat (GoA), die
Bestandteile des Endomembransystems sind (Halban and Irminger, 1994; Palade, 1975;
Rothman, 1994). IL-18 hingegen folgt einem alternativen und unkonventionellen
Freisetzungsmechanismus, was darauf zurlckzufUhren ist, dass das Zytokin keine
Signalsequenz besitzt (Rubartelli et al., 1990). Der genaue Mechanismus der IL-1B-
Freisetzung konnte bisher nicht definiert werden, da mehrere Untersuchungen zeigten,
dass es verschiedene Wege gibt, auf denen IL-1B freigesetzt werden kann (Lopez-
Castejon and Brough, 2011). Bisher wird die Vermutung angestellt, dass der
Freisetzungsmechanismus vom Zelltyp oder auch vom aktivierenden Stimulus selbst

abhangig sein konnte (Monteleone et al., 2015).

1.4.1 Aktive Sekretion auf unkonventionellem Weg

Unkonventionelle Freisetzungsmechanismen von lebenden Zellen bezeichnen Wege der
Proteinfreisetzung, ohne dass diese das Endomembransystem mit ER und GoA
passieren (Nickel and Rabouille, 2009; Rabouille et al., 2012).
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1.4.1.1 Mikrovesikel-Abknospung

Die Abknospung von Mikrovesikeln ist durch eine Verschmelzung mit der
Plasmamembran der Zelle gekennzeichnet, wodurch die intravesikularen Stoffe in den
Extrazellularraum (EZR) gelangen (Simpson et al., 2008). Mikrovesikel werden von
zahlreichen Zelltypen gebildet und finden sich in diversen biologischen Flussigkeiten wie
Muttermilch, Blut, Speichel und Urin (Qin and Xu, 2014). Sie sind an zahlreichen
Zellvorgangen beteiligt, konnen eine immunmodulatorische Kompetenz besitzen, eine
Zellantwort durch Zytokinfreisetzung hervorrufen, Zellwachstum stimulieren, die
Angiogenese anregen oder zur Zellkommunikation dienen (Boilard et al., 2010; Holder et
al., 2012; Simpson et al., 2008; Skog et al., 2008). In menschlichen Monozyten konnte
nach der Aktivierung des P2X7-Rezeptors durch Applikation von ATP eine Abknospung
von Mikrovesikeln, die mit IL-13 beladen waren, beobachtet werden (MacKenzie et al.,
2001). Ahnliche Ergebnisse wurden auch in Mikroglia und humanen dendritischen Zellen
reproduziert (Bianco et al., 2005; Pizzirani et al., 2007).

1.4.1.2 Lysosomale Exozytose

Durch Verschmelzung mit der Plasmamembran konnen sekretorische Lysosomen ihren
Inhalt aus der Zelle freisetzen (Reddy et al., 2001). Die lysosomale Exozytose wurde unter
anderem bei der Freisetzung von Transmittern oder auch bei der Aussprossung von
neuronalen Zellfortsatzen beobachtet (Arantes and Andrews, 2006; Dou et al., 2012). In
menschlichen Monozyten konnte pro-IL-13 in Vesikeln des endolysosomalen Systems
nachgewiesen werden (Andrei et al., 1999). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
IL-1B auch in Makrophagen, die erst mit LPS und im Folgenden mit ATP stimuliert wurden,
durch lysosomale Exozytose freigesetzt wird (Andrei et al., 2004).

1.4.1.3 Caspase-1-abhangige Kanale

Es konnte nachgewiesen werden, dass Caspase-1 bei Proteinen wie HGMB-1, FGF-2,
IL-1B und IL-1a, die alle keine Signalsequenz fur die konventionelle Sekretion Uber ER
und GoA aufweisen, eine aktive Rolle bei der Freisetzung durch einen unkonventionellen
Mechanismus einnimmt (Eder, 2009; Keller et al., 2008; Lamkanfi et al., 2010).
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Der Einbau von nicht-selektiven Poren in die zellulare Plasmamembran konnte ebenfalls
als Mechanismus fur die IL-1B-Freisetzung dienen. Es wurde gezeigt, dass die
Porenbildung nach Caspase-1-Aktivierung schlie3lich zu einer Zellschwellung und zu
einer osmotischen Zelllyse fuhrt, woraufhin der Inhalt der Zellen, unter anderem matures
IL-18, freigesetzt werden kann (Fink and Cookson, 2006). Russo et al. (2016) konnten
jedoch nachweisen, dass die Porenbildung vor der schlussendlichen Zelllyse stattfindet,
sie den Durchlass fur grof3e organische Kationen und Anionen ermdglicht und an der

unkonventionellen Freisetzung von IL-1B beteiligt ist.

1.4.2 Passive Freisetzung

Auch eine passive Freisetzung durch Zelllyse von IL-18 enthaltenden Zellen wurde in der
Literatur thematisiert und als Mechanismus eines proinflammatorischen Signalweges
gesehen (Fernandes-Alnemri et al., 2007; Lamkanfi, 2011).

1.4.2.1 Pyroptose mit Zellmembrandesintegration

Die Pyroptose wurde zuerst bei Makrophagen, die mit Salmonella typhimurium infiziert
worden waren, von Brennan und Cookson im Jahre 2000 als atypischer Zelltod
beschrieben (Brennan and Cookson, 2000). Heutzutage ist bekannt, dass die Pyroptose
nicht nur bei bakteriellen Infektionen, sondern beispielsweise auch bei immunologischen
Vorgangen vorherrschen kann (Bergsbaken et al., 2009). Die Pyroptose ist eine Form des
programmierten Zelltods, der durch die Aktivierung von Caspase-1 gekennzeichnet ist
(Cookson and Brennan, 2001). Caspase-1 wird benétigt, um die Vorlauferproteine pro-IL-
1B und pro-IL-18 in ihre proinflammatorischen maturen Formen zu spalten (Black et al.,
1989; Kostura et al., 1989).

Nach dem Einbau von Poren in die Plasmamembran kommt es aufgrund der lonenflisse
zur konsekutiven Zellschwellung und osmotischen Zelllyse (Fink and Cookson, 2006;
Lamkanfi, 2011). Des Weiteren erfolgt im Rahmen des pyroptotischen Zelltods die
Freisetzung der intrazellularen Bestandteile, wozu auch IL-13 gehdren kann, in den EZR,
sowie eine DNA-Fragmentierung, welche wahrscheinlich durch eine bisher nicht
identifizierte, von Caspase-1 aktivierte Nuklease erfolgt (Bergsbaken and Cookson, 2007;

Fernandes-Alnemri et al., 2007).
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IL-1B- Freisetzung

Pyroptose Sekretion )
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Abb. 5: Mdgliche Freisetzungsmechanismen von IL-1B. Nach NLRP3-
Inflammasomaktivierung kénnen verschiedene Mechanismen (Pyroptose, Mikrovesikel-
Abknospung, Exozytose, Sekretion) zu einer Zytokinfreisetzung flihren.

1.4.2.2 Apoptose

Die Apoptose ist ein aktiver und programmierter Zelltod und kann sowohl bei der
embryonalen Entwicklung, als auch beim Zellumsatz von gesundem Gewebe des
erwachsenen Menschen beobachtet werden (Kerr et al., 1972). Bei der Apoptose sind vor
allem die Caspasen 2, 3 und 6-10 als katalysierende Proteasen bekannt (Earnshaw et al.,
1999; Riedl and Shi, 2004; Shi, 2002). Caspase-1, die als proinflammatorische Caspase
charakterisiert wird, spielt jedoch keine Rolle bei dem apoptotischen Zelltod (Brydges et
al., 2013; Kuida et al., 1995; Li et al., 1995). Apoptotisch bedingt stehen eine
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Zellschrumpfung, Bildung von Blaschen an der Zellmembran, Kondensation des
Chromatins und die immunologisch stumme Phagozytose des Apoptosekorperchens im
Vordergrund, wobei keine Inhalte des Zytosols in den EZR ausgeschuttet werden
(Elmore, 2007; Kerr et al., 1972; Kurosaka et al., 2003; Savill and Fadok, 2000). Die
Fragmentierung der DNA und die Kondensation des Chromatins wird unter anderem
durch den Apoptose-induzierenden Faktor und eine durch Caspase-3 und Caspase-7
aktivierte DNAse (CAD) katalysiert (Enari et al., 1998; Joza et al., 2001; Sakahira et al.,
1998).

Tab. 2: Unterschiede zwischen Pyroptose und Apoptose im Uberblick. Die Tabelle ist
angelehnt an die Darstellung von Labbe und Saleh, sowie deren modifizierte Form von
Brandstetter (Brandstetter, 2016; Labbé and Saleh, 2011).

Pyroptose Apoptose
Morphologische Zellschwellung Zellschrumpfung
Kriterien Porenbildung Blaschenbildung der

Plasmamembran

DNA-Fragmentierung

aktivierte durch Caspase-1 aktivierte, bisher CAD
Enzyme unidentifizierte Nuklease
Caspase-1 Caspasen 2, 3 und 6-10
Inflammation proinflammatorisch immunologisch
stumm

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifikation des vorherrschenden
Freisetzungsmechanismus® fur Interleukin-13 nach einer NLRP3-Inflammasom-
aktivierung in humanen RPE-Zellen.

Das Arbeitsprogramm beinhaltete die Untersuchung des Freisetzungsmechanismus’
nach NLRP3-Inflammasomaktivierung durch unterschiedliche Trigger, wie chemisch
induzierter lysosomaler Membranpermeabilisation (LMP), photooxidativ induzierter LMP,
oxidativer Schadigung und P2X7-Rezeptoraktivierung. Hier stand zudem der

Signaltransduktionsweg im Fokus der Untersuchungen. Geklart werden sollte
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insbesondere, ob IL-1B durch aktive Sekretion von lebenden RPE-Zellen oder passiv
durch pyroptotische Zelllyse (terminal release) freigesetzt wird.

Die Arbeit soll Grundlagenerkenntnisse liefern, die zur Entwicklung einer neuen
therapeutischen Strategie bei atrophischer AMD durch pharmakologische Inhibition von
NLRP3 beitragen.



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien

Aqua (destilliert)
Betaisodona
Bradford-Reagenz

BSA

CA-074 (Cathepsin-B-Inhibitor)
DAPI

DMEM/ HAM’s F12 Mix (1:1)
DPBS Ca/ Mg

DPBS w/ o Ca/ Mg

Ethanol (70 %)

FBS

H20:2

HCI

HNE-DMA

Immumount

Leu-Leu-OMe

Methanol

Penicillin/ Streptomycin
rekombinantes humanes Interleukin-1a
Stickstoff

Triton X-100 20 %- Losung
Trypanblau

Trypsin-EDTA (0,05 %)

21.2 Kits
Cytotoxicity Detection Kit

Braun

Sigma
Sigma
Merck
AppliChem
PAN Biotech
PAN-Biotech
PAN-Biotech
Fischar
Gibco

Roth

Roth
Sigma-Aldrich

Thermo Scientific

Sigma

Merck

PAN
R&D-Systems
Linde
AppliChem

Gibco

Roche



Human IL-1B8 ELISA Kit II

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

6/ 96 Multiwell-Platten

Deckglaser

Glaspipetten (5/ 10/ 25 ml)
Pipettenspitzen (10/ 100/ 200/ 1000 pl)
Plattenabdeckung

Reaktionsgefalie (15/ 50 ml):
Reaktionsgefalie (2 ml)

Skalpell

Zellkulturflasche (75 cm?)

2.1.4 Technische Ausriistung
Analysenwaage AE160
Blaulichtlampe mit Lufter
Centrifuge 5424R
Fluoreszenzmikroskop DM RXE
Freezer Forma 906

Horizontalschiittler Seastar

Inkubator ,Hera Cell 150

Kamera

Lichtmikroskop

Magnetheizrihrer

Multifuge 1S-R

Multiwell- Pipette (300 pl)
Neubauer-Zahlkammer

Photometer (LDH)

Pipetten (5/ 10/ 20/ 100/ 200/ 1000 pl)
Pipettierhilfe ,pipetus®

Rechner

32

BD OptEIA

Falcon

Cellstar
Axygen

Cellstar
Cellstar,

eppendorff

Falcon

mettler

eppendorf

Leica

Thermo scientific
Heathrow Scientific,
lllinois, USA
Thermo Scientific
Leica

VELP Scientifica
Heraeus
Eppendorf research

Eppendorf research
Hirschmann Laborgerate

hp
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Rotor fur Multifuge TTH 400 Heraeus

Sauger

SmartSpec™Plus Bio-Rad
Spektrophotometer DU650 Beckmann
Sterilwerkbank Thermo Scientific
Sterilwerkbank Antair ZKB Anton
Stickstofftanks

Varioklav 250 T H+P
Wasseraufbereitungssystem Direct Q Millipore
Wasserbad W350 memmert

2.2 Methoden

2.2.1 Isolation boviner PhotorezeptorauBensegmente

Die hier angewandte Methode lehnt sich an die Arbeitsbeschreibungen fur porcine POS
an (Schraermeyer et al., 1997) (Bergmann et al., 2004). Diese wurden von Frau Dr. Nina
Kristina Stratmann weiter verfeinert (Stratmann, 2009).

Reagenzien:
Betaisodona
HEPES-L6sung:

e 1,19 g HEPES (MW: 238,8 g/mol; 100 mM)
e in 50 ml Aqua dest. |6sen
Ca?*/ Mg?*-Losung:

e 0,368 g CaCl> (MW: 147,0 g/mol; 5 mM)
e 1,017 g MgCl> (MW: 203,3 g/mol; 10 mM)

e in 500 ml Aqua dest. I6sen
KCI-Puffer mit und ohne Sucrose (je 50 ml):

e 2,256 g KCI (MW: 74,6 g/mol; 0,3 M)
e 10 ml HEPES-L&sung (10 mM)
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10 ml Ca?*/ Mg?*-Lésung (CaClz: 0,5 mM; MgClz: 1 mM)

in 80 ml Aqua dest. I6sen

50 ml des KCI Puffers mit 24 g Sucrose versetzen (MW: 342,3 g/mol; 1,4 M)
pH-Wert auf 7 einstellen

Losung steril filtrieren

Arbeitsschritte:

10 Reaktionsgefalde (15 ml) mit 1,5 ml KCI-Sucrose-Puffer befullen und auf Eis lagern
auf Eis gelagerte bovine Bulbi (ca. 40 Stlck) mit Betaisodona desinfizieren

Bulbi radiar auftrennen, Glaskorper entnehmen und die Retinae herauslosen

je drei bis vier Retinae in ein Reaktionsgefald hineingeben

Retinae durch Pipettieren mit einer angeschnittenen Pipettenspitze zu einer
homogenen Masse mit dem Sucrose-KCI-Puffer verarbeiten

Retina-Suspension bei 4000 U/min und 4 °C 5 min zentrifugieren

Uberstand durch vierlagige Gaze steril filtrieren

Pellet mit 1,5 ml KCI-Sucrose-Losung resuspendieren und erneut zentrifugieren
erneut sterile Filtration des Uberstands und Pellet mit 2 ml KCI-Sucrose-Lésung
resuspendieren und ein drittes Mal zentrifugieren

wiederholt Uberstand steril filtrieren, Pellet verwerfen

steril filtrierte Uberstande zusammenfiihren und 1:1 mit KCI-Puffer ohne Sucrose
versetzen (0,7 M Sucrose)

diese Losung mit je 12 ml pro Reaktionsgefal} vollstandig aliquotieren

Zentrifugation bei 2000 U/min und 4 °C fir 7 min

Uberstand verwerfen und Pellet in 1 ml PBS resuspendieren

Suspension auf 8 Eppendorfer Reaktionsgefalle aufteilen und fur 10 min bei 4 °C und
15.000 U/min zentrifugieren

Uberstand verwerfen und das Pellet in 1 ml PBS resuspendieren

fertige POS-L6sung bei -80 °C tieffrieren

Im Anschluss an diese Arbeitsschritte wurde der Proteingehalt der einzelnen POS-

Losungen mittels Bradford-Proteinassay bestimmit.
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2.2.2 Modifikation von PhotorezeptorauBensegmenten mit HNE

Durch die Modifikation der Photorezeptorauflensegmente mit HNE akkumulierten die
ARPE-19-Zellen Lipofuszin. Um dies zu erreichen, wurden die ARPE-19-Zellen Uber 7
Tage mit 4 yl HNE-POS pro ml Medium versetzt. Nina Kristina Stratmann konnte bereits
dokumentieren, dass nach 7 Tagen eine ausreichende Menge an modifizierten POS in
den Zellen akkumuliert wird (Stratmann, 2009).

Arbeitsschritte:

e 100 ul des HNE in Eppendorfer-Reaktionsgefalie abfullen

e Unter Stickstoff verdampfen

e 100 pl Salzsaure (HCI) [1 mM] hinzugeben

e 30 min bei 4 °C inkubieren

e 540 pl DPBS hinzufiigen

e 250-500 yg gewaschene POS 10 min bei 1500 U/min zentrifugieren und Uberstand
verwerfen

o Zentrifugierte POS in 500 yl HNE-DMA-L6sung resuspendieren

o Uber Nacht auf dem Schittler inkubieren (auf Eis/ im Kihlschrank)

e Zentrifugieren und Uberstand verwerfen

e In DPBS I6sen, zentrifugieren und Uberstand verwerfen (Waschvorgang)

e In DPBS I6sen und bis zur Verwendung bei -80 °C tieffrieren

2.2.3 Bradford-Proteinassay
Um den Proteingehalt der isolierten bovinen POS zu bestimmen, wurde der Bradford-
Proteinassay angewandt.

Reagenzien:

o DPBS w Ca/ Mg; PAA Laboratories
¢ Indikatorlosung: Protein-Assay-Farbstoffkonzentrat, Bio Rad
e Proteinstandard: 100 mg BSA, Gibco

Materialien:

e Messkivetten
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Arbeitsschritte:

e 100 mg BSA in 10 ml DPBS losen (=10 mg/ml)

e Davon 1 ml mit 9 ml DPBS zusammenfuhren (= 1 mg/ml)

e 100 pl der BSA Stammldsung in 8 ml DPBS I6sen

e Standard vorlegen (Standard und Proben werden in Tripletts gemessen)
e Fur die Proben 5 yl POS- Suspension in 795 ul DPBS geben

e Zu allen Proben 200 pl Indikatorldsung hinzufugen und vortexen

e 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

e Umfullen in die Messkuvetten und bei 590 nm die Absorption messen

Anhand der gemessenen Absorptionen konnte im Vergleich mit der Standardreihe der
Proteingehalt der einzelnen Proben kalkuliert werden.

2.2.4 RPE-Zellkultur

2.2.41 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden stets bei einer Temperatur von 37 °C,
einer CO2-Konzentration von 5 % und einer Luftfeuchtigkeit von 10 % im Inkubator
kultiviert. Die ARPE-19-Zellen sind eine spontan immortalisierte humane RPE-Zelllinie
(Dunn et al.,, 1996). Diese wurden mit einem Standardmedium fur ARPE-19-Zellen
kultiviert, welches spatestens nach einer Kulturdauer von 7 Tagen ausgewechselt wurde.
Die primaren humanen RPE-Zellen (pRPE-Zellen) wurden entsprechend der
Herstellerangaben nach der Passage mit Wachstumsmedium und nach Erreichen der

Konfluenz mit Kulturmedium versetzt.

Zelllinien:
e ARPE-19-Zellen (CRL-2302) ATCC, Rockville, MD, USA
o pRPE-Zellen (LOT-No.: 0000424472) Lonza, KoIn Deutschland

Zellkulturmedien:

Standardmedium fur ARPE-19-Zellen (560,6 ml)
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e 10 % hitzeinaktiviertes FBS, Gibco (55 ml)
e 1% Pen./ Strep., Gibco (5,6 ml)
e in DMEM/ Ham’s F12 Mix (1:1), Gibco (500 ml)

Wachstumsmedium fur pRPE-Zellen (Menge nach Bedarf)

e 2 % hitzeinaktiviertes FBS
e in RtEGM (versetzt mit L-Glutamin, GA-1000, FBF-B), Lonza
e RtEGM mit 1 % Pen./ Strep., Gibco

Kulturmedium far pRPE-Zellen:

e 1 % Penicillin 5000 U/ml/ Streptomycin 5000 ug/ml, Gibco
e 99 % RtEBM (versetzt mit L-Glutamin, GA-1000), Lonza

2.2.4.2 Zellpassage
Bei konfluentem Zellrasen konnten die Zellen in einem Verhaltnis von 1:3 passagiert

werden. Die Zellzahl einer konfluenten 75 cm?-Zellkulturflasche betragt 8,4 x 108 Zellen.
Bei der Zellpassage wurden 2,8 x 10° Zellen flr eine neue 75 cm?-Zellkulturflasche

ausgesat.

Reagenzien:

e Standardmedium fur ARPE-19-Zellen
e DPBS w/ o Ca/ Mg; Gibco
e Trypsin-EDTA (0.05 %); Gibco

Arbeitsschritte:

e Absaugen des Mediums

e Waschen des Zellrasens mit 10 ml DPBS w/ o Ca/ Mg (wieder Absaugen)
e Gabe von 3 ml Trypsin und Inkubation im Brutschrank fur 3-5 Minuten

e zwischenzeitlich Zellablosung mit Lichtmikroskop kontrollieren

e Unterstutzung der Ablosung durch leichtes Klopfen

e Stoppen der Ablésungsreaktion durch 6 ml Standardmedium
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e Je 3 ml der Zellsuspension auf neue Zellkulturflaschen mit vorgelegten 10 ml

Standardmedium verteilen.

2.2.4.3 Kryokonservierung
Die Kryokonservierung in flussigem Stickstoff diente der langerfristigen Lagerung der
ARPE-19-Zellen.

Reagenzien:
e DMSO, Sigma
Materialien:

e Cryo-Vials (Einfrierrohrchen), Greiner

Arbeitsschritte:

e Cryo-Vials vorkihlen

e Trypsinierung der einzufrierenden Zellen mit kaltem DPBS und kaltem Trypsin
e Zentrifugation mit 1500 U/min bei 4 °C, Uberstand verwerfen

e 100 pl DMSO pro Cryo-Vial

¢ Resuspension des Zellpellets in 900 ul kaltem Standardmedium

e Umflllung der Zellsuspension in Cryo-Vial

e Uber Nacht bei -80 °C tieffrieren (bis einige Tage)

e Umlagerung in flussigen Stickstoff
Auftauen:

e Cryo-Vial rasch in der Hand auftauen

o Aufgetaute Zellsuspension zu 10 ml angewarmtem Standardmedium im
Reaktionsgefald (15 ml) hinzugeben

e Reaktionsgefald mit 1200 U/min fur 5 min zentrifugieren

e Uberstand verwerfen

e Resuspension des Zellpellets in 9 ml Medium

e ausplattieren in 75er-Zellkulturflasche je Cryo-Vial
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2.2.4.4 Zellzahlbestimmung
Reagenzien:

e Trypanblau

Materialien

¢ Neubauer-Zahlkammer, Marienfeld
Arbeitsschritte:

e Abtrypsinierung der Zellen
e 30 pl Zellsuspension mit 30 pl Trypanblau farben

e Auszahlung der nicht angefarbten Zellen in der Neubauer-Zahlkammer

Berechnung der Zellsuspension nach folgender Formel:

Zellzahl =Z x 10*mlI" xS /V

S: Volumen der Zellsuspension

V: Verdunnung der Zellsuspension (hier: 1:2)

Z: durchschnittliche Zellzahl Uber vier groen Quadraten der
Neubauer-Zahlkammer (Volumen eines groRen Quadrats
betragt 10* ml)

Abb. 6: Formel zur Zellzahlberechnung

2.2.4.5 Priming mit IL-1a

Die Behandlung der Zellen mit 4 ng/ml IL-1a Uber 48 h diente in den durchgeflhrten
Versuchen als Priming-Signal. Durch dieses Verfahren wurde sichergestellt, dass die
ARPE-19-Zellen pro-IL-1B produzieren und die NLRP3-Transkription steigern (Tseng et
al., 2013).
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2.2.4.6 Cathepsin-B-Inhibition

Die Behandlung der Zellen mit dem Cathepsin-B-Inhibitor (CA-074) diente der Inhibition
lysosomaler Enzyme, um eine lysosomale Membranruptur nachzuweisen oder
auszuschlielen, indem das downstream freigesetzte IL-1B quantifiziert wurde. Der
Cathepsin-B-Inhibitor wurde dem Medium in einer Konzentration von 10 ug/ml eine
Stunde vor der Induktion der LMP und wahrenddessen zugegeben.

2.2.4.7 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
Allgemeine Arbeitsschritte fur die folgenden Unterpunkte von 2.2.4.7:

e Herstellung der jeweils verwendeten Losung (z.B. 0,5 mM Leu-Leu-OMe-LOsung in
farblosem DMEM)

e Absaugen des Mediums

e Versetzen der Zellen mit der zuvor hergestellten Losung

¢ Inkubation nach jeweiligem Schema

e Abpipettieren und Verwendung von 100 ul fir den LDH-Assay und von 100 pl fur den
IL-1B-ELISA

2.2.4.7.1 Induktion einer LMP
In den folgenden Versuchsmodellen wurden nur ARPE-19-Zellen und pRPE-Zellen
verwendet, die zuvor auf einen konfluenten Zellrasen in den Wells Uberprift worden

waren.

2.2.4.7.1.1 Lipofuszin vermittelte Phototoxizitat

ARPE-19-Zellen wurden zuerst uber 7 Tage mit HNE-POS inkubiert, um eine
Lipofuszinogenese zu induzieren. Die Konzentration wurde so gewahlt, dass sie einer
Inkubation von 4 mg HNE-POS pro cm? entsprach. Im Anschluss wurden die Zellen mit
IL-1a geprimt und Uber verschiedene Zeiten mit Blaulicht bestrahlt. Es wurde eine
dominante Wellenlange von 448 nm verwendet und damit eine Leistungsdichte von 0,8

mW/cm? erreicht.
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Tab. 3: Messreihen in Tripletts mit je 200 pl und aufsteigenden Bestrahlungszeiten, um
gleichzeitig Zytotoxizitat und IL-1B3-Freisetzung zu detektieren.

Bestrahlungsdauer Oh 1h 3h 6h
nach

Lipofuszinanreicherung
Messreihen: Triplets je 200 pl; 100 pl fur LDH-Assay und 100 pl fir IL-1B-ELISA

2.2.4.7.1.2L-leucyl-L-leucyl-Methylester

Leu-Leu-OMe induziert chemisch eine LMP und aktiviert das NLRP3-Inflammasom in
RPE-Zellen. Dieser Effekt ist mit der Lipofuszin-Toxizitat vergleichbar. Dieses
Versuchsmodell bestand aus zwei Teilen. Im ersten Teil wurden sowohl ARPE-19-Zellen,
als auch pRPE-Zellen Uber 3 h aufsteigenden Konzentrationen von Leu-Leu-OMe

ausgesetzt.

Tab. 4: Messreihen in Tripletts mit je 200 pl und aufsteigenden Leu-Leu-OMe-
Konzentrationen, um gleichzeitig Zytotoxizitat und IL-1B-Freisetzung zu detektieren.

Leu-Leu-OMe | 0 mM 0,125 mM 0.25 mM 0,5mM 1 mM
Uber 3 h
Messreihen: Triplets je 200 pl; 100 pl fur LDH-Assay und 100 pl fir IL-1B-ELISA

Der zweite Abschnitt des Modells beinhaltete eine Stimulation beider genannten
Zellreihen mit einer Konzentration von 1 mM Leu-Leu-OMe Uber ansteigende Zeitraume.

Tab. 5: Veranschaulichung der untersuchten Inkubationszeiten bei einer Konzentration
von 1 mM Leu-Leu-OMe. Von 200 pl Uberstand wurden je 100 pl verwendet, um
Zytotoxizitat und IL-1B-Freisetzung zu quantifizieren.

Inkubationszeit Oh 0,5h 1h 3h

bei 1 mM Leu-

Leu-OMe

Messreihen: Triplets je 200 pl; 100 pl fur LDH-Assay und 100 pl fir IL-1B-ELISA
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2.2.4.7.2 Wasserstoffperoxid als oxidativer Stressor

Um oxidativen Stress als NLRP3-Inflammasomaktivator zu untersuchen, wurde H>O>
verwendet. H2O2 wurde dafur in einer Losung aus Wasser und Nahrmedium geldst. Da
H2O. als schwache Saure wirkt, stellt sich in einer wassrigen Losung folgendes
Gleichgewicht ein:

H202 + HoO = H30" HO™

Abb. 7: Gleichgewichtsreaktion von H20: in H20

In diesem Modell wurden mit IL-1a geprimte ARPE-19-Zellen mit aufsteigenden

Konzentrationen von H>O- versetzt.

Tab. 6: Messreihen in Tripletts mit je 200 uyl und aufsteigenden H202- Konzentrationen
bei einer Inkubationszeit Uber 3 h, um gleichzeitig Zytotoxizitat und IL-1B-Freisetzung zu
detektieren.

H2O2 dber 3| 0mM 2,5mM 5 mM 10 mM
Stunden
Messreihen: Triplets je 200 pl; 100 pl fur LDH-Assay und 100 pl fir IL-1B-ELISA

2.2.4.7.3 K*-Efflux
Da auch der K*-Efflux zu einer NLRP3-Inflammasomaktivierung fuhren kann,
verwendeten wir ATP und Nigericin, um die Wirkung des Kaliumausstroms auf ARPE-19-

Zellen zu untersuchen.

2.2.4.7.3.1 Adenosintriphosphat

ATP bedingt als Aktivator des P2X7-Rezeptors einen Kaliumausstrom. Um den Effekt von
ATP auf die NLRP3-Inflammasomaktivierung in ARPE-19-Zellen zu untersuchen, wurden
mit IL-1a geprimte Zellen Uber 2 Stunden aufsteigenden Dosierungen von ATP
ausgesetzt.
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Tab. 7: Messreihen in Tripletts mit je 200 pl und aufsteigenden ATP-Konzentrationen bei
einer Inkubationszeit von 2 h, um gleichzeitig Zytotoxizitat und IL-1B3-Freisetzung zu
detektieren.

ATP Uber 2 | 0 mM 1 mM 2 mM 3 mM 4 mM 5 mM 10 mM
Stunden
Messreihen Triplets je 200 ul; 100 pl fur LDH-Assay und 100 pl fir IL-1B8-ELISA

2.2.4.7.3.2 Nigericin

Auch Nigericin kann mittels Porenbildung einen Kaliumausstrom in den Extrazellularraum
herbeifuhren. Die Wirkung dieses Mechanismus' auf ARPE-19-Zellen und eine mogliche
nachfolgende Inflammsomaktivierung sollte durch die Einwirkung von aufsteigenden

Nigericin-Konzentrationen Uber 3 Stunden untersucht werden.

Tab. 8: Messreihen in Tripletts mit je 200 yl und aufsteigenden Nigericin-Konzentrationen
bei einer Inkubationszeit von 3 h, um gleichzeitig Zytotoxizitat und IL-1B-Freisetzung
detektieren zu konnen.

Nigericin 0 mM 1 mM 2 mM 3 mM 4 mM 5mM 10 mM
uber 3
Stunden

Messreihen Triplets je 200 ul; 100 I fur LDH-Assay und 100 pl fir IL-1B-ELISA

2.2.5 Zytotoxizitatsassay

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein permanent im Zytoplasma vorliegendes Enzym.
Bei einem Zelltod mit Plasmamembrandesintegration werden zytoplasmatische Enzyme
und Stoffe freigesetzt, so auch die LDH. Bei der Nutzung von LDH als Marker ermaoglicht
das obligate Vorkommen somit eine Quantifizierung der zelltodassoziierten Zelllyse. Die
Durchfihrung erfolgte anhand der Bedienungsanleitung des verwendeten Cytotoxicity
Detection Kit von Roche.

Reagenzien:

o Farbeldosung: lodotetrazolium chloride und sodium lactate
o Katalysator: Diaphorase/ NAD+ mixture, lyophilisiert, stabilisiert (beide aus
Cytotoxicity Detection Kit, Roche 11 644 793 001)
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Reaktionsmischung:

o 2,5 ul Katalysator/ 96er-Well
e 00,1125 ml Farbelbsung/ 96er-Well

Arbeitsschritte

e Neue 96-Well Platte mit 100 pl Uberstand der behandelten Zellen befiillen
e 100 pl frisch angesetzte Assay-Reaktionslosung hinzugeben
e Lichtgeschutzte Inkubation bei Raumtemperatur fur 30 min

e Photometrische Messung bei 490 nm und bei 620 nm als Referenzwellenlange

Durch die photometrische Messung wurde der Farbumschlag erfasst, welcher bei der
Umsetzung des Formalansalzes durch LDH entsteht. Bei dieser Durchfuhrung ist die
Intensitat der Rotfarbung proportional zur Anzahl der abgestorbenen Zellen, bei denen

ein Verlust der Plasmamembran vorliegt.

2.2.6 Interleukin-1B3-Assay
IL-1B ist ein immunmodulatorisches Zytokin, welches zu den Peptidhormonen zahlt. Zur
Quantifizierung der Freisetzung des IL-1p wurde das Human IL-18 ELISA Kit Il von BD

OptEIA verwendet. Die Anwendung erfolgte anhand der Bedienungsanleitung:
Reagenzien:

e lyophilisierter Standard

e Detektionsantikorper

e Enzymkonzentrat (250x)

e Enzym-Verdunnungsmittel

e ELISA Verdunnungs-Reagenz

e Wasch-Konzentrat (20x)

e TMB One-Step Substrat-Reagenz

e Stopp-Loésung, aus Human IL-183 ELISA Kit Il, BD OptEIA

Materialien:

e Antikorper beschichtete Wells
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Abdeckfolie

Arbeitsschritte:

(nach ,Human IL-18 ELISA Kit Il Instruction Manual®, BD OptEIA)

Die bei 4 °C gelagerten Reagenzien und die bei -20 °C eingefrorenen Proben mussen
auf Raumtemperatur gebracht werden

Standardpraparation: Verdunnungsreihe von 125 pg/ml auf 1,95 pg/mi

Waschpuffer herstellen: 25 ml Waschkonzentrat + 475 ml Aqua dest.

Je 100 pl Standard und Proben auf die beschichteten Wells auftragen und 2 h bei
Raumtemperatur inkubieren (mit Plattenabdeckung).

waschen (4-5 Mal) mit mindestens 300 pl Wachpuffer pro 96er-Well

100 pl Detektionsantikorper auf die Wells pipettieren und 1 h inkubieren (mit
Plattenabdeckung)

praparieren der Enzymarbeitsreagenz: 0,5 pyl Enzymkonzentrat (250x) + 125 pl
Enzym-Verdinnungsmittel pro verwendetes Well

erneutes Waschen (4-5 Mal) mit mindestens 300 pl Waschpuffer

hinzufugen von 100 pl Enzymarbeitsreagenz pro Well und Inkubation fur 30 min bei
Raumtemperatur (mit Plattenabdeckung)

erneutes Waschen (7 Mal) mit mindestens 300 pyl Wachpuffer und einer Einwirkzeit
von 30-60 s

hinzugeben von 100 ul TMB One-Step Substrat-Reagenz pro Well und Inkubation fur
30 min bei Raumtemperatur und in Dunkelheit (ohne Plattenabdeckung)

hinzufigen von 50 pl Stop-L6ésung pro Well

photometrische Messung der Absorption bei 450 nm und 570 nm innerhalb einer
halben Stunde

Um die so erhobenen Daten auszuwerten, konnte mit den Werten fur den
lyophilisierten Standard eine Funktion erstellt werden, anhand derer die exakte Menge
an IL-1B [pg/ml] der Proben bestimmt werden konnte.



46

2.2.7 Statistische Analyse

Alle LDH-Zytotoxizitatsassays sind in Triplets untersucht worden, wahrend die IL-1[3-
Assays in allen Experimenten in Doublets durchgefihrt wurden. Diese
VersuchsgruppengrofRen entsprechen den Empfehlungen der jeweiligen Hersteller. Die
Ergebnisse werden in dieser Arbeit mit einem Mittelwert £ Standardabweichung
dargestellt. Mittels zweiseitigem unverbundenen Student-t-Test fur unabhangige
Variablen sind die statistischen Analysen durchgefuhrt worden. Gemessene Unterschiede
wurden ab p < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet. In allen Abbildungen gelten
folgende Beschreibungen fur die Signifikanzniveaus: ns fur nicht signifikant, * fir p < 0,05,
**far p < 0,01 und *** fur p < 0,01.

2.2.8 Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Dokumentation der Lipofuszinogenese und der LMP nach H20:-Behandlung
wurde die Fluoreszenzmikroskopie verwendet.

Gerate:

Fluoreszenzmikroskop ,DM RXE® von Leica

Arbeitsschritte:

e ARPE-19-Zellen konfluent auf 6-Well-Platten heranztchten

e POS-Gabe uber 7 Tage

oder

¢ (b) Behandlung mit H202 (5 mM fur 3 h)
e Farbung mit DAPI
oder

e (b) Farbung mit Acridin-Orange

o fluoreszenzmikroskopische Betrachtung von behandelten Zellen und den

Kontrollgruppen unter den zu verwendenden Wellenlangen
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Tab. 9: In der folgenden Tabelle sind die fur die Fluoreszenzmikroskopie bendtigten
Wellenlangen fur die unterschiedlichen Messmethoden eingeteilt.

Struktur Exzitation Detektion

Zellkerne (DAPI) ~365 nm ~440 nm (blau)
Range: 30 nm Range: 40 nm

Lipofuszin 450-490 nm >505 nm (gelb)

(Autofluoreszenz)

Zellkerne ~480 nm ~525 nm (griin)

(Acridin-Orange) Range: 18 nm (482) Range: 59 (532)

Lysosomen ~460 nm ~650 nm (rot)

(Acridin-Orange) Range: 15 nm (586) Range: 68 (646)

2.29 Farbungen

2.2.9.1 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)-Farbung

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der spezifisch an DNA bindet und in einem blauen

Farbton fluoresziert.
Reagenzien:

e DAPI

e Immumount
Arbeitsschritte:

e eisgekuhltes Methanol zur Fixierung (-80°C)

e 10 min bei -20 °C fixieren

e Methanol abnehmen

e DAPI mit DPBS mischen (1:1000) und auftragen
e 30 min bei 37 °C inkubieren

e alles abnehmen

e mit DPBS waschen

¢ Immumount auftropfen

e Deckglaschen auflegen
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e 30 min bei 4 °C inkubieren

e Fluoreszenzmikroskopie

2.2.9.2 Acridin-Orange-Farbung

Acridin-Orange ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit DNA interkalieren kann. Bei neutralem
pH-Wert (z.B. im Zytoplasma oder im defekten Lysosom) fluoresziert es grun, bei saurem
pH-Wert (z.B. im intakten Lysosom) dagegen rot.

Reagenzien

e Acridin-Orangelosung (1 mg/ml)

e Immumount
Arbeitsschritte:

¢ Medium von den Zellen abnehmen und bis zur Mikroskopie auf Eis

e Zellen mit PBS (4 °C) waschen

e Farbelosung 1:100 verdinnen (10 pg/ml) und auf die Zellen geben

e 30 min lichtgeschutzte Inkubation auf dem Horizontalschuttler

e zweimalig 15 min mit PBS (4 °C) auf dem Horizontalschuttler waschen
¢ Immumount dazugeben

e 10 min bei 4 °C inkubieren

e Fluoreszenzmikroskopie
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3. Ergebnisse

3.1 Inflammasomaktivierung durch photooxidative Schadigung

3.1.1 Zellkulturmodell zur Lipofuszin-Akkumulation

ARPE-19-Zellen wurden Uber 7 Tage taglich mit HNE-POS (4 ng/ml) versetzt, um eine
Akkumulation von Lipofuszin-ahnlichem Material in den Zellen zu erreichen. Als Kontrolle
dienten ARPE-19-Zellen, die uber eine Woche mit taglich gewechseltem
Standardmedium ohne HNE-POS kultiviert wurden. Um die Ablagerung des
autofluoreszenten Lipofuszin-ahnlichen Materials zu detektieren, wurden die Zellen nach
7 Tagen Inkubationszeitraum mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht und dafur
zusatzlich mit DAPI gefarbt (Abb. 8).

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie zeigten eine deutliche Akkumulation von
gelblich fluoreszierenden Ablagerungen von Lipofuszin-ahnlichem Material bei der mit
HNE-POS versetzten Zellreihe. In der Kontrollgruppe hingegen wurde eine solche
Akkumulation nicht beobachtet.

Control

Abb. 8: Vergleich unbehandelter ARPE-19-Zellen (Control) mit ARPE-19-Zellen, die uber
7 Tage mit einem Nahrmedium versetzt wurden, welches isolierte und mit HNE-POS
versetzte bovine POS enthielt (POS). DAPI- Farbung. Fluoreszenzmikroskopie (GFP-
Filterset: Exzitation: 450-490 nm, Detektion: >505 nm). VergroRerung: 400fach. Mal3stab:
100 pym
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3.1.2 Effekt der Bestrahlungszeit auf die Inflammasomaktivierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die ARPE-19-Zellen nach 7 Tagen POS-
Inkubation Lipofuszin-ahnliches Material akkumulierten, wurden sie wahrend der letzten
24 h der 7-tagigen POS-Inkubation zusatzlich mit IL-1a inkubiert. Dieser Schritt ist
notwendig, um ein Priming des Inflammasoms zu erreichen und um durch ein zweites
Signal das NLRP3-Inflammasom aktivieren zu konnen. Nun wurden die Zellen nach dem
Priming fur unterschiedliche Zeiten mit Blaulicht in einer dominanten Wellenlange von 448
nm bestrahlt, was in diesem Modell das Aktivierungssignal fur das NLRP3-Inflammasom
darstellte. Nach der Bestrahlung wurden die Zelluberstande im Folgenden verwendet, um
parallel LDH- und IL-1B-Freisetzung zu quantifizieren (Abb. 9).

In den Messungen zeigte sich eine signifikant erhohte IL-1B-Freisetzung ab einer
Bestrahlungsdauer von drei Stunden. Eine LDH-Freisetzung als Marker fur die
pyroptotische Zelllyse war bereits nach einer Stunde Bestrahlungsdauer signifikant
messbar. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass eine IL-1B-Freisetzung in
Assoziation mit einer Zelllyse auftrat. Sowohl die Hohe der IL-1B-Freisetzung als auch die
LDH-Freisetzung korrelierten in diesem Modell mit der Bestrahlungsdauer.
Zusammenfassend deuten die erhobenen Ergebnisse auf ein terminal release als
vorherrschenden Freisetzungsmechanismus fur IL-18 in dem hier verwendeten
Zellkulturmodell hin, bei dem die IL-1B-Freisetzung als Folge der pyroptotischen Zelllyse
nach Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms angesehen wird (Lopez-Castejon and
Brough, 2011).
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Abb. 9: ARPE-19-Zellen mit akkumuliertem Lipofuszin-ahnlichen Material wurden Uber
verschiedene Zeiten mit Blaulicht bestrahlt. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-
Freisetzung in den Uberstanden gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die
Signifikanzniveaus verglichen mit der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht
signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und p<0,001 (***).

3.2 Inflammasomaktivierung durch lysosomale Membranpermeabilisation

3.2.1 Zellkulturmodell in ARPE-19-Zelllinie

Dieses Zellkulturmodell beinhaltete die chemische Induktion einer LMP durch Leu-Leu-
OMe. Um die Auswirkungen dieses Stressors zu untersuchen, wurden ARPE-19-Zellen
verwendet.

Zum einen sollte der Effekt von aufsteigenden Dosierungen von Leu-Leu-OMe Uber einen
festgelegten Zeitraum untersucht werden. Zum anderen sollte bei einer festgelegten
Konzentration von Leu-Leu-OMe die Auswirkung von diversen Inkubationszeiten gepruft
werden. Dabei sollten die Effekte verschiedener Inkubationszeiten und Konzentrationen
auf die IL-1B-Freisetzung gemessen werden.
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3.2.1.1 Effekt der Konzentration von Leu-Leu-OMe auf die Inflammasomaktivierung
Eine LMP wurde durch aufsteigende Inkubationszeiten bei einer konstanten
Konzentration von 1 mM Leu-Leu-OMe induziert (Abb. 10). Der Uberstand wurde
verwendet, um die enthaltenen Mengen von LDH und IL-138 zu bestimmen. Die
ausschlielich simultane Freisetzung von IL-1 mit LDH deutet darauf hin, dass auch in
diesem Zellkulturmodell eine IL-1B-Freisetzung in Assoziation mit einer Zelllyse erfolgte.
Dies deutet darauf hin, dass hier ebenfalls das terminal release als
Freisetzungsmechanismus dominierte. Auflerdem kann beobachtet werden, dass auch
die Dauer, uber die man den Stressor auf die ARPE-19-Zellen einwirken lasst, zu einer
Steigerung der LDH- und IL-13-Messwerte fuhrte.
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Abb. 10: ARPE-19-Zellen wurden mit einer Konzentration von 1 mM Leu-Leu-OMe uber
verschiedene Zeiten inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-Freisetzung
gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit
der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und
p<0,001 (***).
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3.2.1.2 Effekt der Inkubationsdauer mit Leu-Leu-OMe auf die
Inflammasomaktivierung

ARPE-19-Zellen wurden mit funf verschiedenen Konzentrationen von Leu-Leu-OMe uber
ein festgelegtes Intervall von drei Stunden inkubiert, nachdem durch IL-1a das
Primingsignal fur das NLRP3-Inflammasom gesetzt worden war (Abb. 11).

Die simultanen Messungen von IL-18 und LDH veranschaulichen, dass bei diesem
Versuchsansatz eine signifikant erhohte IL-1B3-Freisetzung nur mit gleichzeitiger LDH-
Freisetzung auftrat, wobei die Freisetzung von IL-13 ab einer Konzentration von 0,5 mM
Leu-Leu-OMe signifikant erhoht war. Sowohl LDH- als auch IL-1B-Freisetzung zeigten
einen Anstieg mit steigender Dosis des verwendeten Stressors. Die Ergebnisse deuten

darauf hin, dass unter den verwendeten Bedingungent das terminal release der

vorherrschende Freisetzungsmechanismus von IL-13 war.
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Abb. 11: ARPE-19-Zellen wurden Uber drei Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen
von Leu-Leu-OMe inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-Freisetzung
gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit
der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und
p<0,001 (***).
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3.2.2 Zellkulturmodell in humanen primaren RPE-Zellen

Um die an ARPE-19-Zellen untersuchten Mechanismen zu bestatigen, wurden die oben
beschriebenen Zellkulturmodelle zur LMP-Induktion auch an humanen pRPE-Zellen
angewandt. Die pRPE-Zellen wurden fur diese Validierung angewandt, weil deren
Eigenschaften denen der RPE-Zellen in vivo sehr nahestehen.

3.2.2.1 Effekt der Konzentration von Leu-Leu-OMe auf die Inflammasomaktivierung
Um zu zeigen, wie die pRPE-Zellen auf Leu-Leu-OMe und die durch diesen chemischen
Stressor induzierte LMP reagieren, wurden hier ebenfalls verschiedene Konzentrationen
von Leu-Leu-OMe fur 3 h zu den Zellen dazugegeben (Abb. 12).

In der Quantifizierung der LDH- und IL-1B-Freisetzung zeigte sich eine dosisabhangige
Steigerung der Messwerte. Da IL-1B nur zusammen mit LDH im Uberstand zu finden war,

erscheint das terminal release als wahrscheinlichster Freisetzungsmechanismus.
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Abb. 12: pRPE-Zellen wurden uber drei Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen von
Leu-Leu-OMe inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-13-Freisetzung gemessen.
LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und
p<0,001 (***).
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3.2.2.2 Effekt der Inkubationsdauer mit Leu-Leu-OMe auf die
Inflammasomaktivierung

Die Inkubation mit 1 mM Leu-Leu-OMe wurde auch bei den pRPE-Zellen Uber diverse

Inkubationszeiten vorgenommen (Abb. 13). Unter diesen Versuchsbedingungen zeigten

sich ahnliche Ergebnisse wie bei dem Versuchsaufbau mit ARPE-19-Zellen. Eine von den

Inkubationszeiten abhangige NLRP3-Inflammasomaktivierung mit konsekutiver IL-1[3-

Freisetzung nach dem Mechanismus des terminal release muss als vorherrschender

Mechanismus in Betracht gezogen werden.
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Abb. 13: pRPE-Zellen wurden mit einer Konzentration von 1 mM Leu-Leu-OMe Uber
verschiedene Zeiten inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-Freisetzung
gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit
der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und
p<0,001 (***).

3.3 Inflammasomaktivierung durch oxidative Schadigung

In einem weiteren Zellkulturmodell wurde gepruft, ob durch oxidativen Stress eine NLRP3-
Inflammasomaktivierung bei mit IL-1a geprimten ARPE-19-Zellen herbeigefuhrt werden
kann. Als oxidativer Stressor wurde H202 verwendet, das in wassriger Losung reaktive
Sauerstoffradikale ausbildet (Abb. 14).
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3.3.1 Effekt der Konzentration von H20: auf die Inflammasomaktivierung

Der oxidative Stress wurde wahrend einer dreistindigen Inkubation der mit IL-1a
geprimten ARPE-19-Zellen durch verschiedene Konzentrationen H202 herbeigeflhrt.
H202 als Aktivator in aufsteigenden Dosierungen uber 3 h bewirkte in zuvor mit IL-1a
geprimten ARPE-19-Zellen eine IL-1B-Freisetzung in Kombination mit einer LDH-
Ausschuttung, was auf ein terminal release als Freisetzungsmechanismus hindeutet

(Abb. 14).
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Abb. 14: ARPE-19-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von H>O> Uber 3 h
behandelt und zeigten in der anschlie®Benden Messung von IL-13 und LDH eine
Freisetzung des Zytokins, die an den Zelltod gekoppelt war. LDH: jeweils n = 3, IL-1p:
jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit der unbehandelten Kontrolle

entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und p<0,001 (***).

3.3.2 Charakterisierung der Mechanismen der Inflammasomaktivierung durch
H20:2

Oxidativer Stress kann sowohl direkt Uber die ROS das Inflammasom aktivieren, als auch

Uber eine oxidative Schadigung der lysosomalen Membran eine LMP induzieren, die

wiederum zu einer Inflammasomaktivierung fuhren kann (Abb. 15). Um zu analysieren,

ob die durch H202 induzierte Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen vorrangig durch eine
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induzierte LMP oder durch die ROS selbst verursacht ist, wurden die Acridin-Orange-
Farbung und die Cathepsin-B-Hemmung angewandt.

Oxidativer Schaden

Photooxidativer Schaden
(Lipofuszin/Blaulicht)

Lysosomenfarbung
ROS LMP (Acridin-Orange)

Cathepsin-B-Inhibition
(Z-FF-FMK)

A\ A\

Inflammasom-Aktivierung

|

IL-1B-Freisetzung

Abb. 15: Hypothese zu den moglichen Mechanismen der Inflammasomaktivierung durch
oxidativen Schaden.

3.3.2.1 Lysosomale Membranpermeabilisierung

Um eine mogliche LMP nach einer H202-Behandlung zu detektieren, wurden die Zellen
nach der Behandlung mit Acridin-Orange gefarbt (Abb. 16). Intakte lysosomale Strukturen
lassen sich mit dieser Farbung aufgrund ihres sauren pH-Wertes rot fluoreszierend
darstellen, wahrend Strukturen mit neutralem pH-Wert, wie Zytoplasma oder geschadigte
Lysosomen, grun fluoreszieren. Der in diesem Modell detektierte Verlust der roten
lysosomalen Farbung im Vergleich mit der Kontrollgruppe spricht dafir, dass die
lysosomalen Membranen durch H202 geschadigt wurden.
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Nuclei/
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Abb. 16: Nach Inkubation der Zellen mit 5 mM HO> Uber 3 h konnte ein deutlich
sichtbarer Verlust der lysosomalen Farbung im Vergleich mit der Kontrolle detektiert
werden. Acridin-Orange-Farbung. Fluoreszenzmikroskopie (Exzitation 460-480 nm;
Detektion: 525-650 nm). VergroRerung: 400fach. Der Maldstab betragt 50 pm.

3.3.2.2 Beteiligung von Cathepsin-B

Cathepsin B ist ein lysosomales Enzym, welches bei der LMP aus dem Lysosom ins
Zytosol freigesetzt wird und dort zu einer Inflammasomaktivierung fuhren kann. Der
Cathepsin-B-Inhibitor CA-074Me wurde in einer Konzentration von 10 uM eine Stunde vor
und wahrend der dreistundigen Behandlung mit H202 verwendet. Diese zusatzliche
Inkubation verringerte die IL-1B-Freisetzung signifikant (Abb. 17). Die Ergebnisse lassen
darauf schlielen, dass eine LMP an der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms beteiligt
ist. Da jedoch trotz Cathepsin-B-Inhibition weiterhin IL-1( freigesetzt wurde, ist die LMP
nicht der einzige Signalweg, der zur Zytokinfreisetzung fuhrt. Im Umkehrschluss kann
man annehmen, dass eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auch uber weitere

Signalwege, wie zum Beispiel die Bildung von ROS, stattfindet.
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Abb. 17: Die zusatzliche Inkubation mit einem Cathepsin-B-Inhibitor (CA-074Me)
verringerte die IL-1B-Freisetzung. Die Cathepsin-B-Inhibition ermdglichte zwar eine
Senkung der IL-1B-Freisetzung, unterdriuckte diese jedoch nicht vollstandig. Control:
jeweils n = 2, Cathepsin B inhibitor: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit
der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und
p<0,001 (***).

3.4 Inflammasomaktivierung liber P2X7-Signalweg

3.4.1 Effekt der Konzentration von ATP auf die Inflammasomaktivierung

ATP bewirkt Uber die Aktivierung des P2X7-Rezeptors einen Ausstrom von monovalenten
Kaliumionen aus den RPE-Zellen. Durch diese Reduktion des Ruhemembranpotentials
der Zellen kann eine NLRP3-Inflammasomaktivierung bei Zellen, die zuvor ein Priming-
Signal erhalten haben, induziert werden (Perregaux and Gabel, 1994a).
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Abb. 18: ARPE-19-Zellen wurden fur zwei Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
ATP versetzt und simultan wurde die Freisetzung von IL-1 und LDH gemessen. LDH:
jeweils n = 3, IL-1P: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit der unbehandelten
Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und p<0,001 (***).

Um den Effekt des P2X7-Signalwegs auf die Inflammasomaktivierung in ARPE-19-Zellen
zu untersuchen, wurden die Zellen mit ansteigenden Konzentrationen von ATP inkubiert.
Ein Beispielergebnis ist dargestellt und zeigt eine signifikante IL-1B-Freisetzung bei einer
Konzentration von 3 mM ATP nach zweistundiger Inkubation (Abb. 18). Allerdings stellte
sich dieses Zellkulturmodell der ATP-induzierten Inflammasomaktivierung als sehr
inkonsistent dar und lieferte trotz wiederholter Durchfihrungen nur sehr variable
Ergebnisse. Der Grund fur diese Variabilitat konnte nicht gefunden werden. Aufgrund
dessen konnen die Ergebnisse dieses Versuchs nicht als gesichert gelten, und erlauben
keine validierte Aussage uber den vorherrschenden Freisetzungsmechanismus von IL-1(3

nach NLRP3-Inflammasomaktivierung durch P2X7-Rezeptoraktivierung.
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3.4.2 Effekt der Konzentration von Nigericin auf die Inflammasomaktivierung

Nigericin wirkt als lonophore und bedingt bei Zellkontakt unter anderem eine Reduktion
der intrazellularen Kaliumionen durch deren Austausch mit Wasserstoffionen (Elinav et
al., 2011). Uber diese Wirkung kann durch Nigericin eine Inflammasomaktivierung
induziert werden. Um eine mogliche NLRP3-Inflammasomaktivierung bei ARPE-19-
Zellen durch Nigericin zu untersuchen, wurden die mit IL-1a geprimten Zellen Uber drei

Stunden verschiedenen Konzentrationen von Nigericin ausgesetzt (Abb. 19).
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Abb. 19: ARPE-19-Zellen wurden fur drei Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
Nigericin versetzt und simultan wurde die Freisetzung von IL-13 und LDH gemessen.
LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und
p<0,001 (***).

Auch in diesem Aktivierungsmodell waren die Ergebnisse sehr variabel und nicht
reproduzierbar, ohne dass der Grund dafur gefunden werden konnte. Aufgrund dieser

Schwankungen lassen diese Versuche keine Aussage Uber den Effekt von Nigericin in

ARPE-19-Zellen zu.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In den durchgefuhrten Versuchen wurden Dosis, Behandlungs- oder Bestrahlungszeit so
lange erhoht, bis eine signifikante IL-1B-Freisetzung gemessen werden konnte. An
diesem Umschlagspunkt sollte eruiert werden, ob gleichzeitig auch eine LDH-Freisetzung
stattgefunden hatte, oder ob IL-1B-Freisetzung auch ohne LDH-Freisetzung nachweisbar
ist. Die LDH-Freisetzung geht auf einen Iytischen Zelltod, am ehesten durch
Inflammasom-vermittelte Pyroptose, zurtick, da hier die Inhaltsstoffe aus dem Zytosol der
Zellen in die Umgebungsflussigkeit ausgeschuttet werden. Vergleicht man die
aufgefuhrten Versuche miteinander, fallt auf, dass in allen Versuchsmodellen eine IL-1[3-
Freisetzung nur in Kombination mit einer LDH-Freisetzung auftrat. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass das untersuchte Zytokin IL-13 vorwiegend und unabhangig vom
jeweiligen Aktivierungssignal fur das NLRP3-Inflammasom im Rahmen eines terminal
release freigesetzt wird.
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4. Diskussion

4.1 Freisetzungsmechanismen von IL-1$

Da IL-1B keine Signalsequenz besitzt, kann es nicht auf konventionellem Weg in den
Extrazellularraum freigesetzt werden (Rubartelli et al., 1990). Mogliche Wege der
Freisetzung sind eine Abknospung von Mikrovesikeln, eine passive Freisetzung im
Rahmen eines Zelltodes mit Zelllyse, Caspase-1-abhangige Kanale oder lysosomale
Exozytose (Lopez-Castejon and Brough, 2011).

Bisherige Untersuchungen konnten zeigen, dass sich unterschiedliche Zellarten auch
unterschiedlicher Freisetzungsmechanismen bedienen. Auch wird angenommen, dass
unterschiedliche Stimuli den Mechanismus der Freisetzung beeinflussen konnen
(Monteleone et al., 2015). Beispielsweise wurde gezeigt, dass mit Salmonella
typhimurium infizierte Makrophagen IL-18 passiv nach Zellmembrandisintegration
freisetzen, wahrend sie nach Stimulation mit LPS und ATP jedoch IL-13 Uber den Weg
der lysosomalen Exozytose in den Extrazellularraum ausschutten (Andrei et al., 2004;
Brennan and Cookson, 2000). In Monozyten, Mikroglia und dendritischen Zellen hingegen
scheint die Freisetzung von IL-1(3 vor allem durch Mikrovesikel-Abknospung stattzufinden
(Bianco et al., 2005; MacKenzie et al., 2001; Pizzirani et al., 2007).

In unseren Versuchen wurde das NLRP3-Inflammsom durch verschiedene Stimuli, wie
photooxidativen Schaden, chemische LMP oder freie Sauerstoffradikalbildung durch H20>
aktiviert. Trotz divergierender Stimuli zeigte sich, dass IL-1B in RPE-Zellen im Rahmen
einer Zelllyse freigesetzt wird. Eine aktive Freisetzung von lebenden Zellen konnte
dagegen nicht nachgewiesen werden. Die Zelllyse tritt hier nach Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms auf und geht mit der Zelltodform der Pyroptose einher (Brandstetter et al.,
2015a). Den Mechanismus der passiven Freisetzung von IL-1B durch Zelllyse mit

Zellmembrandisintegration bezeichnet man auch als terminal release.

4.2 Bedeutung von IL-1B in der AMD

Mehrere klinische Studien belegen eine Aktivitat des Inflammasoms im RPE von
Patienten, die von AMD betroffen waren (Cao et al., 2016; Tseng et al., 2013; Wang et
al., 2016). Auch erhOhte Konzentrationen des Inflammasom-regulierten Zytokins IL-13
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wurden im Vergleich mit gesunden und altersgleichen Kontrollaugen im RPE und im
Glaskorper betroffener Augen nachgewiesen (Tarallo et al., 2012; Zhao et al., 2015).
Interleukin-1f3 induziert Gber den IL-1-Rezeptor eine gesteigerte Synthese seines eigenen
Vorlauferproteins pro-IL-13 (Hornung and Latz, 2010; Warner et al., 1987). Durch diesen,
sich selbst verstarkenden Mechanismus kommt es zu einer gesteigerten Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms mit folgender IL-1B-Freisetzung, welche diesen Kreislauf erneut
ansto3t (Brandstetter et al., 2015b). Diese Aktivierungsschleife konnte eine Ursache fur
eine gesteigerte Immunantwort und die Progression der geographischen Atrophie nach
photooxidativem Schaden darstellen (Brandstetter et al., 2015a). AuRerdem kdnnte auch
in RPE-Zellen, die nicht direkt einem photooxidativen Schaden ausgesetzt waren, das
NLRP3-Inflammasom aktiviert werden, was wiederum zu einem Absterben dieser nicht
primar geschadigten Zellpopulation fuhren konnte. Kongruent dazu zeigen RPE-Zellen,
die mit dem Medium von pyroptotischen RPE-Zellen versetzt wurden, eine gesteigerte
Toxizitat nach photooxidativer Schadigung, die auf eine IL-1-Rezeptor-Aktivierung
zuruckzufuhren ist (Brandstetter et al., 2016).

Ein noch besseres Verstandnis der IL-13-Freisetzungsmechanismen in RPE-Zellen kann
dabei helfen die Stadien der geographischen Atrophie einzugrenzen, in denen das
NLRP3-Inflammsom zur Progression beitragt. Diese Kenntnis ist von grol3er Bedeutung,
um den richtigen Zeitpunkt fur eine mogliche Therapie mit NLRP3-
Inflammasominhibitoren zu bestimmen, damit die Betroffenen bestmodglich von der

Therapie profitieren kdnnen.

4.3 Methodische Diskussion

4.3.1 Photooxidative Schadigung durch Blaulicht

Die Anreicherung von granularen lipofuszinahnlichen Strukturen in ARPE-19 Zellen durch
bovine POS lieR® sich durch Fluoreszenzmikroskopie nachweisen (Abb. 8). Durch die
typischen Charakteristika der intrazellularen Lage, der gelben Autofluoreszenz bei einem
Exzitationsspektrum von 450 — 490 nm und der granuldren Struktur ahnelt das
akkumulierte Material dem Lipofuszin in vivo sehr. Dieses Modell der Lipofuszin-
Anreicherung durch von RPE-Zellen phagozytierte POS konnte in unserer Arbeitsgruppe

etabliert werden (Krohne et al., 2010). Die Blaulichtbestrahlung in vitro bedingt eine
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Lipofuszin-abhangige Entstehung von ROS, eine LMP durch photooxidative Schadigung
der lysosomalen Membran und einen konsekutiven Zelltod (Davies et al., 2001;
Rézanowska et al., 1995; Schitt et al., 2000; Wihimark et al., 1997). Unsere
Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass in diesem Zuge auch eine Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms stattfindet (Brandstetter et al., 2015b, 2015a; Tarallo et al., 2012;
Tseng et al., 2013).

Nach dem durch IL-1a ausgelosten Priming und nachfolgender Inflammasomaktivierung
durch Blaulichtbestrahlung wird in den betroffenen ARPE-19 Zellen die Zelltodform der
Pyroptose ausgeldst (Brandstetter et al., 2015b, 2015a). In dieser Arbeit konnte erhoben
werden, dass einhergehend mit diesem pyroptotischen Zelltod IL-13 ausschlieBlich in
Kombination mit LDH freigesetzt wurde (Abb. 9). Der vorherrschende
Freisetzungsmechanismus von IL-13 nach photooxidativer Schadigung scheint demnach

das terminal release mit Zellmembrandisintegration zu sein.

4.3.2 Lysosomale Membranpermeabilisierung durch Leu-Leu-OMe

Die LMP ist ein gut etablierter Mechanismus zur Induktion einer NLRP3-
Inflammasomaktivierung in verschiedenen Zelllinien (Stutz et al., 2009). Leu-Leu-OMe ist
ein chemischer Induktor einer LMP (Hornung et al., 2008). Bei mit IL-1a geprimten ARPE-
19- und pRPE-Zellen erhohte eine durch Leu-Leu-OMe induzierte LMP signifikant die
Freisetzung von IL-18 und IL-18 (Tseng et al., 2013).

Wir verwendeten dieses Modell, um herauszufinden, ob eine IL-1B-Freisetzung in RPE-
Zellen auch bei einer rein chemisch induzierten LMP ausschlieB3lich in Kombination mit
einer LDH-Freisetzung auftritt. Reproduzierbare Ergebnisse zeigten in ARPE-19 und
pRPE-Zellen, dass nach einer LMP durch Leu-Leu-OMe IL-1 wie nach photooxidativer
Schadigung nur gemeinsam mit LDH freigesetzt wird. Davon kann abgeleitet werden,
dass die pyroptotische Zelllyse den vorherrschenden Mechanismus fur die IL-1B-
Freisetzung darstellt.

4.3.3 Oxidative Schadigung durch Wasserstoffperoxid
ROS fallen im RPE in hohem Mafle an und besitzen das Potential diese Zellen zu

schadigen (Tate et al., 1995). Eine Aktivierung des NLRP3-Inflammsoms durch oxidativen
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Stress ist bereits hinreichend belegt und auch H202 wies bei ARPE-19-Zellen diesen
Effekt auf (Wang et al., 2013).

Um den zellularen Mechanismus genauer zu untersuchen, etablierten wir ein Modell, um
zwischen einer Inflammasomaktivierung durch ROS allein oder durch eine ROS-
induzierte LMP zu differenzieren (Mufoz-Planillo et al., 2013b). Durch Hemmung des
lysosomalen Enzyms Cathepsin B und Lysosomenfarbung mittels Acridin-Orange
konnten wir zeigen, dass die Inflammasomaktivierung durch H202 zumindest teilweise

durch eine LMP vermittelt ist.

4.3.4 P2X7-Rezeptoraktivierung durch ATP

Ein weiterer Aktivator fur das NLRP3-Inflammasom ist der P2X7-Rezeptor, welcher einen
ATP-gesteuerten lonenkanal darstellt (Arulkumaran et al., 2011; Di Virgilio et al., 2017,
Giuliani et al., 2017). Dieser Rezeptor findet sich unter anderem auf RPE-Zellen von
Mausen und Menschen (Guha et al., 2013; Kerur et al., 2013; Yang et al., 2011). Die
Aktivierung des P2X7-Rezeptors kann eine Apoptose von Photorezeptoren und RPE-
Zellen auslosen (Notomi et al.,, 2011, 2013; Yang et al., 2011). AuRerdem konnte in
Glaskorperproben von Patienten mit geographischer Atrophie eine erhohte ATP-
Konzentration gemessen werden, was fur eine Beteiligung von ATP an der Pathogenese
der Erkrankung sprechen konnte (Notomi et al., 2013). Unsere Arbeitsgruppe konnte
kirzlich belegen, dass Benzoyl-benzoyl-ATP (BzATP) in RPE-Zellen die Freisetzung von
IL-1B und LDH bewirkt (Wang et al., 2019). Der Effekt von BzZATP war verstarkt, wenn ein
Zellmedium ohne Calcium und Magnesium verwendet wurde, da divalente Kationen die
Funktion des P2X7-Rezeptors reduzieren (Dutot et al., 2008; Guha et al., 2013;
Katsnelson et al., 2015; Wang et al., 2019).

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnten keine reproduzierbaren Ergebnisse fur die
IL-1B-Freisetzung nach NLRP3-Inflammsomaktivierung durch ATP erreicht werden. Eine
mogliche Fehlerquelle konnte darin liegen, dass zu viele der divalenten Kationen im
Medium verblieben sind und somit eine Inhibition des P2X7-Rezeptors stattfand.
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4.3.5 Nigericin

Fur die K*-lonophore Nigericin konnte bereits frih eine Freisetzung von IL-1$ in mit LPS
stimulierten Makrophagen detektiert werden (Perregaux and Gabel, 1994b; Perregaux et
al., 1992). Auch eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch Nigericin konnte in
Makrophagen nachgewiesen werden (Mariathasan et al., 2006; Mufoz-Planillo et al.,
2013b).

In dieser Arbeit sollte auch der Effekt von Nigericin auf die Freisetzung von IL-1 in RPE-
Zellen untersucht werden. In mehreren Versuchsreihen konnten die Ergebnisse jedoch
nicht reproduziert werden. Die Versuche unterlagen gro3en Schwankungen, was damit
zusammenhangen konnte, dass Nigericin zwar einen Kaliumausstrom aus der Zelle
bewirkt, in seiner Selektivitat jedoch eingeschrankt bleibt und somit auch andere lonen
ausgeschleust werden (Pressman, 1973). AuRerdem wurde eine Gegenregulation der
Natrium-Kalium-ATPase beschrieben, deren unterschiedlich hohe Aktivitat im
Zellkulturmodell ebenfalls eine Rolle beim Ansprechen der Zellen auf verschiedene
Konzentrationen von Nigericin spielen konnte (Daniele et al., 1978; Segel and Lichtman,
1976).

4.4 Kilinischer Ausblick

441 Selektive NLRP3-Inhibitoren

Mehrere neue Studien weisen auf eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms in der
Pathogenese der AMD hin (Brandstetter et al., 2015a; Gao et al., 2018). In diesem Zuge
kam der Gedanke auf, dass NLRP3-Inflammasominhibitoren auch fur die AMD eine
mogliche Therapie darstellen konnten. Fur die geographische Atrophie als Spatform
existieren bislang keine etablierten Therapiemodelle.

Ein bereits ausgiebig getesteter und frei verfugbarer NLRP3-Inhibitor ist die cytokine
release inhibitory drug 3 (CRID3, auch: MCC950), der sowohl in menschlichen Zellen in
vitro als auch im Mausmodell eine selektive Blockade des NLRP3-Inflammasoms zeigte
(Coll et al., 2015). CRID3 zeigte bei Makrophagen, Mikroglia, dendritischen Zellen und
Myeloblasten eine signifikante Abnahme der NLRP3-Inflammasomaktivitat (Dempsey et
al., 2017; Ludwig-Portugall et al., 2016; Nalbandian et al., 2017; Primiano et al., 2016).

Auch konnte im Tiermodell eine Reduktion der Symptomschwere bei Multipler Sklerose
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detektiert werden (Coll et al., 2015). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass auch in
ARPE-19-Zellen und in humanen pRPE-Zellen eine Verminderung der LDH- und IL-1(3-
Freisetzung nach Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch verschiedene Stimuli
auftritt (Wang et al., 2019).

Zwei weitere neu entwickelte NLRP3-Inhibitoren auf Sulfonylurea-Basis stellen die
Substanzen IFM-632 und IFM-514 dar (Glick et al., 2017). Fur beide Substanzen konnte
ein Effekt nach NLRP3-Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen nachgewiesen werden
(Wang et al., 2019). Auch hier zeigt sich das vielversprechende therapeutische Potenzial
der NLRP3-Inflammasominhibitoren, die in der Lage sind das an der AMD-Pathogenese
beteiligte NLRP3-Inflammsom und den sich selbst verstarkenden Mechanismus der IL-
1B-Induktion zu beeinflussen. Somit konnte der Beginn der GA hinausgezdgert oder die
weitere Progression aufgehalten werden. Nun sind weitere praklinische und klinische
Untersuchungen notig, um das Potential dieser Therapie fur die von der geographischen
Atrophie Betroffenen zu evaluieren.

4.4.2 B-hydroxybutyrat

Ein weiterer Inflammasominhibitor ist der Ketonkorper B-Hydroxybutyrat (BHB). In
menschlichen Monozyten ist die Substanz in der Lage die IL-1B-Freisetzung zu
vermindern, wobei BHB einen Kaliumionenausstrom aus den Zellen unterbindet (Youm et
al., 2015). Weitere Studien zeigen eine Inhibition des NLRP3-Inflammsoms in
Neutrophilen und im Hippocampus von Ratten (Goldberg et al., 2017; Yamanashi et al.,
2017). Erste Untersuchungen veranschaulichen, dass die systemische Applikation von
BHB im Mausmodell auch in der Retina eine Reduktion der IL-1B-Freisetzung und zudem
verminderte Caspase-1- und NLRP3-Protein-Konzentrationen bewirkt (Trotta et al.,
2019). Auch wenn die bisherigen Ergebnisse vielversprechend anmuten, missen noch
weitere Untersuchungen, speziell an RPE-Zellen, erfolgen, um das therapeutische
Potenzial von BHB in Bezug auf die GA abschatzen zu kdnnen.

4.4.3 IL-1B-Inhibitoren
Aufgrund der Bedeutung von IL-1B in der Pathogenese der AMD konnte auch die

Inhibition dieses Zytokins einen moglichen therapeutischen Ansatz darstellen, um die
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Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms zu unterbrechen. Maogliche einsetzbare
Substanzen waren hier Canakinumab als monoklonaler und selektiver IL-13-Antikorper
oder der IL-1-Rezeptor-Antagonist Anakinra. Diese Medikamente erwiesen sich in
klinischen Studien bereits als effektiv in der Behandlung einer Morbus Behcet-
assoziierten Uveitis (Cantarini et al., 2015; Emmi et al., 2016; Ugurlu et al., 2012; Vitale
et al., 2014). Eventuell kdnnten von dieser Therapie auch von der AMD Betroffene
profitieren. Geeignete Untersuchungen hierzu fehlen derzeit jedoch noch.

4.4.4 Punicalagin als Membranstabilisator

Im Rahmen des ferminal release als Freisetzungsmechanismus fur IL-13 in RPE-Zellen
scheint eine Destabilisierung der Zellmembran von Bedeutung zu sein. Dieser Umstand
konnte auch fur den in Makrophagen vorherrschenden Freisetzungsmechanismus belegt
werden (Shirasaki et al., 2015). Fur Punicalagin, ein im Granatapfel enthaltener Gerbstoff,
konnte unter anderem ein antiinflammatorischer und antioxidativer Effekt nachgewiesen
werden (BenSaad et al., 2017; Chen et al., 2012). Durch Einsatz von Punicalagin konnte
in Makrophagen die Freisetzung von IL-13 und LDH herabgesetzt werden. Dieser Effekt
konnte auf die membranstabilisierenden Eigenschaften von Punicalagin zurtckzufuhren
sein (Martin-Sanchez et al., 2016). Weitere Untersuchungen sind notwendig, um auch in
RPE-Zellen einen moglichen Effekt von Punicalagin nachzuweisen und somit eine andere

Strategie zur Verhinderung von IL-1B-Freisetzung und RPE-Zelltod zu erproben.
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5. Zusammenfassung

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) ist die haufigste Erblindungsursache in
allen Industrielandern. Bei der geographischen Atrophie, einer der beiden Spatformen der
Erkrankung, steht der fortschreitende Untergang des retinalen Pigmentepithels (RPE) im
Vordergrund. Bisher existiert keine wirksame Therapie fur die geographischen Atrophie.
Um Therapieansatze entwickeln zu konnen, ist es notwendig, die molekularen
Mechanismen zu verstehen, die an der Pathogenese der AMD beteiligt sind. Neuere
Studien weisen auf eine Rolle des NLRP3-Infammasoms im RPE in der AMD-
Pathogenese hin. Die Inflammasomaktivierung fuhrt zu einer Freisetzung des
inflammatorischen Zytokins IL-1[3. IL-1 besitzt keine Signalsequenz und wird daher nicht
konventionell Uber den Golgi-Apparat und das ER freigesetzt. Mogliche unkonventionelle
Freisetzungsmechanismen sind eine passive Freisetzung im Rahmen eines lytischen
Zelltodes (terminal release), eine Abknospung von Mikrovesikeln, Caspase-1-abhangige
Kanale oder lysosomale Exozytose. In dieser Arbeit wurden die Mechanismen der
Freisetzung von IL-1f in RPE-Zellen untersucht.

In verschiedenen Modellen der Aktivierung des NLRP-3-Inflammasoms, einschlief3lich der
chemisch induzierten lysosomalen Membranpermeabilisierung (Leu-Leu-OMe), der
Lipofuszin-vermittelten photooxidativen Schadigung und der oxidativen Schadigung
(H202), wurde eine Freisetzung von IL-13 ausschlieBlich in Assoziation mit einer Zelllyse
beobachtet. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass IL-1p3 in RPE-Zellen, unabhangig
vom zugrundeliegenden Aktivierungsmechanismus des Inflammasoms, vorwiegend
durch terminal release ausgeschuttet wird. In Bezug auf die Inflammasomaktivierung
durch H202 konnte zudem festgestellt werden, dass eine lysosomale
Membranpermeabiliserung und eine zytosolische Cathepsin-B-Freisetzung beteiligt sind.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Inflammasomaktivierung und IL-13-Freisetzung
in humanen RPE-Zellen, unabhangig vom Aktivierungsmechanismus, in vitro immer mit
dem Untergang der Zellen assoziiert sind. Inflammasomaktivierung konnte somit vor
allem im atrophischen Spatstadium der AMD eine Rolle spielen. Diese Erkenntnisse sind
wichtig, um die AMD-Pathogenese besser zu verstehen und um geeignete
Krankheitsstadien fur die klinische Evaluation von selektiven NLRP3-Inhibitoren als neuen
therapeutischen Ansatz fur die AMD zu identifizieren.
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6. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Fruhstadium mit Drusen, CNV und GA bei AMD. Bei der CNV kommt es durch
Leckage der einsprieBenden Gefalle zu Flussigkeitseinlagerung in die Retina,
wahrend die Degeneration von RPE und Photorezeptorzellen bei der GA im
Vordergrund steht und sich als hypopigmentierter scharf begrenzter Bereich
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Abb. 2: Angepasste Darstellung der Lage des RPEs zwischen Bruch’scher Membran und
Photorezeptorzellen. Das RPE verstoffwechselt aufgenommene Produkte der
Photorezeptorzellen und versorgt diese mit Sauerstoff und Nahrstoffen (Quelle:
Macular Disease Foundation Australia;
https://www.mdfoundation.com.au/content/what-happens-macular-degeneration). 17

Abb. 3: Priming Signal. Durch ein Priming-Signal (IL-1a, C5a, LPS, TNF-a) wird durch
NF-xB die Expression von NLRP3 und pro-IL-1 gesteigert. .........cooovviiviiiciiinnnnnnn. 22

Abb. 4: Aktivierungs-Signal. Durch ein Aktivierungs-Signal (LMP, K*-Ausstrom, ROS)
wird nach Priming der Zusammenbau des NLRP3-Inflammasoms eingeleitet und
mittels Caspase-1 wird pro-IL-1B in seine mature, inflammatorisch aktive Form
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Abb. 5: Mogliche Freisetzungsmechanismen von IL-18. Nach NLRPS3-
Inflammasomaktivierung  kdénnen verschiedene Mechanismen (Pyroptose,
Mikrovesikel-Abknospung, Exozytose, Sekretion) zu einer Zytokinfreisetzung fuhren.

Abb. 6: Formel zur Zellzahlberechnung ...........cccooiiiiiiiii 39

Abb. 7: Gleichgewichtsreaktion von H2O2 in H2O........ooiiiiiiiii e, 42
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Abb. 8: Vergleich unbehandelter ARPE-19-Zellen (Control) mit ARPE-19-Zellen, die uber
7 Tage mit einem Nahrmedium versetzt wurden, welches isolierte und mit HNE-POS
versetzte bovine POS enthielt (POS). DAPI- Farbung. Fluoreszenzmikroskopie
(GFP-Filterset: Exzitation: 450-490 nm, Detektion: >505 nm). VergrofRerung:
400fach. Malstab: 100 JIM ..o e e e e e e e e e e e e eeeeennnnas 49

Abb. 9: ARPE-19-Zellen mit akkumuliertem Lipofuszin-ahnlichen Material wurden Uber
verschiedene Zeiten mit Blaulicht bestrahlt. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1(3-
Freisetzung in den Uberstanden gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2.
Die Signifikanzniveaus verglichen mit der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht
signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und P<0,001 (***). ..eerrreriiiiiiieeee e 51

Abb. 10: ARPE-19-Zellen wurden mit einer Konzentration von 1 mM Leu-Leu-OMe uber
verschiedene Zeiten inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-Freisetzung
gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen
mit der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05
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Abb. 11: ARPE-19-Zellen wurden Uber drei Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen
von Leu-Leu-OMe inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-Freisetzung
gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen
mit der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05
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Abb. 12: pRPE-Zellen wurden uber drei Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen von
Leu-Leu-OMe inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-Freisetzung
gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen
mit der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05
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Abb. 13: pRPE-Zellen wurden mit einer Konzentration von 1 mM Leu-Leu-OMe Uber

verschiedene Zeiten inkubiert. Im Anschluss wurden LDH- und IL-1B-Freisetzung
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gemessen. LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen
mit der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05
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Abb. 14: ARPE-19-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von H202 Uber 3 h
behandelt und zeigten in der anschlie®enden Messung von IL-13 und LDH eine
Freisetzung des Zytokins, die an den Zelltod gekoppelt war. LDH: jeweils n = 3, IL-
1B8: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit der unbehandelten Kontrolle
entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**) und p<0,001 (***). ......... 56

Abb. 15: Hypothese zu den moglichen Mechanismen der Inflammasomaktivierung durch
OXIdAtivenN SChAdEN..........uiii e 57

Abb. 16: Nach Inkubation der Zellen mit 5 mM HO> Uber 3 h konnte ein deutlich
sichtbarer Verlust der lysosomalen Farbung im Vergleich mit der Kontrolle detektiert
werden. Acridin-Orange-Farbung. Fluoreszenzmikroskopie (Exzitation 460-480 nm;
Detektion: 525-650 nm). VergroRerung: 400fach. Der Mal3stab betragt 50 ym. .....58

Abb. 17: Die zusatzliche Inkubation mit einem Cathepsin-B-Inhibitor (CA-074Me)
verringerte die IL-1B3-Freisetzung. Die Cathepsin-B-Inhibition ermoglichte zwar eine
Senkung der IL-1B-Freisetzung, unterdrickte diese jedoch nicht vollstandig. Control:
jeweils n = 2, Cathepsin B inhibitor: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen
mit der unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05
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Abb. 18: ARPE-19-Zellen wurden fur zwei Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
ATP versetzt und simultan wurde die Freisetzung von IL-13 und LDH gemessen.
LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**)
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Abb. 19: ARPE-19-Zellen wurden fur drei Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
Nigericin versetzt und simultan wurde die Freisetzung von IL-1 und LDH gemessen.
LDH: jeweils n = 3, IL-1B: jeweils n = 2. Die Signifikanzniveaus verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle entsprechen nicht signifikant (ns), p<0.05 (*), p<0,05 (**)
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