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1. Einleitung

1.1 Altersabhangige Makuladegeneration (AMD)

Die  altersabhangige Makuladegeneration (AMD) ist eine  degenerative
Netzhauterkrankung, bei der es durch den Untergang von Photorezeptorzellen im Bereich
der Netzhautmitte (Makula) zu einem progredienten Verlust des zentralen Sehens kommt
(Arroyo, 2020; Holz et al., 2011).

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit macht die AMD nach der Katarakt und dem Glaukom die dritthaufigste
Erblindungsursache aus. In Deutschland und allen anderen Industrienationen stellt sie mit
40-50 % den mit Abstand héaufigsten Grund fur Blindheit dar, gefolgt vom Glaukom und
der diabetischen Retinopathie (Finger et al., 2011; Resnikoff et al., 2004).

Nach epidemiologischen Schatzungen von 2017 ist jeder vierte Europder ab dem 60.
Lebensjahr an AMD erkrankt. Damit sind allein in der Européaischen Union (EU) ca. 34
Millionen Menschen betroffen, davon etwa 5,8 Milionen Menschen in Deutschland.
Infolge des demographischen Wandels ist bis zum Jahre 2050 in der EU mit einer weiteren

Zunahme der Pravalenz um bis zu 25 % zu rechnen (Li et al., 2017).

B Katarakt (51 %)

B Glaukom (8 %)

AMD (5 %)

Kindliche Blindheit (4 %)

- Hornhautnarben (4 %)

B Refraktionsfehler (3 %)

M Bindehautentziindung (3 %)
Diabetische Retinopathie (1 %)

Andere Ursachen (21 %)

Abb. 1. Die haufigsten Ursachen fir Erblindung weltweit (Robert Koch-Institut (RKI),
2017)
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B AMD (41 %)
B Glaukom (15 %)
Diabetische Retinopathie (10 %)
M Retinitis pigmentosa (7 %)
B Hohe Myopie (5 %)

Andere Ursachen (22 %)

Abb. 2: Die haufigsten Ursachen fir Erblindung in Deutschland (Robert Koch-Institut
(RKI), 2017)

Auch wenn systematisch erhobene Daten zu den Auswirkungen hochgradiger
Sehbehinderung und Blindheit in Deutschland fehlen (Robert Koch-Institut (RKI), 2017),
sind die sozialen und volkswirtschaftlichen Folgen, die durch die AMD hervorgerufen
werden, erheblich (Li et al., 2017). Zentrales Sehen ist entscheidend fur wichtige
Alltagsaktivitaten wie Lesen, Autofahren und Gesichtserkennung (Arroyo, 2020;
Brandstetter, 2016). Gehen diese Fahigkeiten verloren, wird die Alltagskompetenz der
Betroffenen deutlich eingeschréankt. Dies fuhrt nicht nur zu einer reduzierten
Lebensqualitdt, sondern foérdert auch das Auftreten psychischer Erkrankungen wie
Depression und Angststorungen und tragt zu einer erhéhten Arbeitslosenquote bei (Li et
al., 2017).

1.1.2 Klassifikation

Klinisch wird die AMD in ein Frihstadium und ein Spatstadium unterteilt (Berufsverband
der Augenarzte Deutschlands e.V. (BVA), Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft e.V.
(DOG), 2015; Holz etal., 2011). Zu Beginn der Erkrankung lassen sichin der Fundoskopie
sogenannte Drusen nachweisen. Dabei handelt es sich um gelblich-weil3e Ablagerungen
unterhalb der Retina, die aus Stoffwechselabbauprodukten wie Lipiden, Lipoproteinen,
Zelldebris und Komplementfaktoren bestehen. Zudem lassen sich fokale Hyper- und

Hypopigmentierungen der Netzhaut feststellen (Holz et al.,, 2011). Je nach Grol3e der
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Drusen und Art der Pigmentveranderungen, wird im Frihstadium zwischen einer friihen
und intermediaren Form der AMD differenziert (Deutsche Ophthalmologische
Gesellschaft (DOG) et al., 2014). Im fortgeschrittenen Stadium der AMD werden zwei
Verlaufsformen unterschieden, die geographische Atrophie und die neovaskulare AMD
(Holz et al., 2011). Dabei tritt die neovaskulare AMD etwa doppelt so haufig auf wie die
geographische Atrophie und ist fur ca. 80 % der Falle schweren Sehverlusts
verantwortlich (Arroyo, 2020; Kaszubski et al., 2016). Bei der geographischen Atrophie
kommt es zu einem Untergang des retinalen Pigmentepithels, in dessen Folge auch die
benachbarten Photorezeptorzellen zugrunde gehen. So bilden sich landkartendhnlich
konfluierende Atrophiezonen im Bereich der Makula aus, die in ihrer Spétform als
geographische Atrophie bezeichnet werden. Bei der neovaskularen Verlaufsform der
AMD kommtes dagegen getriggert durch den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF) zu einem Einsprief3en von GefalRen aus der Choriokapillaris durch die Bruch’sche
Membran in den subretinalen Raum. Diese choroidalen Neovaskularisationen neigen zu
Gefallleckagen, sodass sich Flussigkeitsansammlungen bzw. Hamorrhagien unterhalb
der Retina ausbilden, die zu Abhebungen und Rissen der Retina sowie im Endstadium zu
der Entstehung einer disziformen Narbe flhren (Berufsverband der Augenérzte
Deutschlands e.V. (BVA), Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft e.V. (DOG), 2015;
Holz et al., 2011).

Tab. 1: Stadieneinteilung der AMD (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft (DOG) et
al., 2014; Ferris et al., 2013)

Klassifikation der AMD | Definition (bewertet innerhalb 2 Papillendurchmesser um die
Fovea in einem von beiden Augen)

Keine Keine Drusen und keine AMD-Pigmentveranderungen*

Altersveranderungen

Normale Nur Drupelets (kleine Drusen < 63 pm) und keine AMD-

Altersveranderungen Pigmentverdnderungen*

Frihe AMD Mittlere Drusen >63 pm und <125 ym und keine AMD-
Pigmentverdnderungen*

Intermedidre AMD GroRe Drusen >125 pm und/oder jegliche AMD-
Pigmentverdnderungen*

Spéate AMD Neovaskulare AMD und/oder jegliche geographische Atrophie

*AMD-Pigmentveranderungen = jede definitive Hyper- oder Hypopigmentierungassoziiert mitmittleren oder groRen Drusen, aber nicht
assoziiert mit anderen bekannten Netzhauterkrankungen
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1.1.3 Symptomatik

In den frihen Stadiern der AMD sind die Patienten meist asymptomatisch. Im Verlauf der
Erkrankung kommt es jedoch zu einer zunehmenden Beeintrachtigung des zentralen
Sehens. Bei der geographischen Atrophie bildet sich diese langsam und progredient aus,
bei der neovaskularen AMD kommt es typischerweise zu plotzlichen Verschlechterungen
des zentralen Sehens im Zeitraum von wenigen Tagen bis Wochen (Arroyo, 2020). Die
Patienten berichten von zentralen Gesichtsfeldausfallen (Skotomen) sowie bei der
neovaskularen AMD uber das verzerrte Wahrnehmen gerader Linien (Metamorphopsien)
(Lim et al., 2012).

1.1.4 Therapie

Seit 2007 stehen zur Behandlung der neovaskularen Form der AMD VEGF-Inhibitoren zur
Verfligung, die intravitreal appliziert werden und den Krankheitsverlauf verlangsamen
(Brown et al., 2006; Rosenfeld et al., 2006). Mittlerweile sind in dieser Indikation die
Medikamente Ranibizumab (Lucentis), Aflibercept (Eylea) und Brolucizumab (Beovu)
zugelassen. Off-label steht zudem das Praparat Bevacizumab (Avastin) zur Verfligung.
Das Therapieschema sieht vor, dass die Patienten zunéchst drei intravitreale
Medikamentengaben im Abstand von jeweils vier Wochen zueinander erhalten.
AnschlieBend werden zwei verschiedene Behandlungsstrategien angewandt. Bei dem
pro-re-nata (PRN) Behandlungskonzept werden die Patienten monatlich nachkontrolliert.
Dabei werden weitere Injektionen nur bei Zeichen der Krankheitsaktivitdt vorgenommen.
Bei dem Treat&Extend (T&E)-Konzept wird das Behandlungsintervall bei jeder Kontrolle
angepasst und das Injektionsintervall je nach Krankheitsaktivitat um zwei Wochen
verlangert oder verkirzt (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft (DOG) et al., 2020;
Joussen und Bornfeld, 2009).

Fur die geographische Atrophie gibt es dagegen trotz intensiver Forschungsbemuihungen
bislang immer noch keine wirksamen Therapieoptionen (Arroyo, 2020; Holz et al., 2011).
In den Frihphasen der Erkrankung wird zur Verlangsamung der Krankheitsprogression
nach dem AREDS-Protokoll die prophylaktische Einnahme der Antioxidantien Vitamin E
(400 ILE.), Vitamin C (500 mg), beta-Carotin (15 mg) sowie Zink (80 mg) empfohlen.
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Insbesondere fir das Endstadium der geographischen Atrophie gibt es allerdings bislang
keine wirksamen Behandlungsmdéglichkeiten (Age-Related Eye Disease Study Research
Group, 2001; Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft (DOG) et al., 2014).

Dieser Mangel an Therapieoptionen gepaart mit der hohen Anzahl Betroffener
unterstreicht die Notwendigkeit, die Pathophysiologie der Erkrankung weiter zu

erforschen, um neue Therapieanséatze entwickeln zu kénnen.

1.2 Das retinale Pigmentepithel (RPE)

Studien haben mittlerweile Ubereinstimmend nachgewiesen, dass der Ausgangspunkt der
Erkrankung im retinalen Pigmentepithel liegt, dessen Funktionsverlust dem Untergang der

Photorezeptorzellen vorausgeht (Sparrow et al., 2010; Strauss, 2005; Young, 1987).

Bei dem retinalen Pigmentepithel handelt es sich um eine einlagige Schicht pigmentierter
Zellen, die zwischen der Photorezeptorschicht der Retina und der Bruch’schen Membran
gelegen ist. Entwicklungsgeschichtlich leiten sich diese Zellen aus der Augenblase ab und
sind daher ebenso wie der neurosensorische Anteil der Retina neuroektodermen
Ursprungs. Das RPE tbernimmt eine Vielzahl an Aufgaben, die wichtig fur die Funktion
und das Uberleben der retinalen Photorezeptorzellen sind, und ist daher entscheidend fur
die Aufrechterhaltung des Sehvermogens. Die durch Tight junctions verbundene
Epithelzellschicht des RPE bildet die sogenannte &ufRere Blut-Retina-Schranke, die
zusammen mit der inneren Blut-Retina-Schranke des Netzhautgeféal3endothels das
Eindringen von Immunzellen und Makromolekilen in die Retina verhindert. DarUber
hinaus erflllt das RPE eine Reihe von metabolischen Funktionen. So istdas RPE an dem
Austausch von Nahrstoffen, lonen und Stoffwechselprodukten zwischen Choriokapillaris
und Retina beteiligt und halt durch die Pufferung von lonen im subretinalen Raum die
Erregbarkeit der Photorezeptorzellen aufrecht. Zudem sorgt das RPE fur die
Reisomerisierung von all-trans-retinal zu 11-cis-retinol im Rahmen des Sehzyklus sowie
fur die Phagozytose und den lysosomalen Abbau der Photorezeptor-Aul3ensegmente.
Eine weitere wichtige Funktion besteht in der Absorption von Licht. Die RPE-Zellen
verfigen zu diesem Zweck Uber spezielle Zellorganellen, die Melanosomen, die das

Pigment Melanin enthalten. Damit absorbiert das RPE ein Groliteil des einfallenden UV-
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Lichts und schiitzt die Retina vor Streulicht sowie photooxidativen Schaden (Sparrow et
al., 2010; Strauss, 2005).

1.3 Pathogenese

Bei der AMD handelt es sichum eine komplexe multifaktorielle Erkrankung, deren genaue
Pathogenese immer noch unzureichend verstanden ist (Finger et al., 2011; Holz et al.,
2011; Li et al., 2017; Roth et al., 2004; Scholl et al., 2007). Neben dem Alter gelten als
Hauptrisikofaktoren ~ Nikotinabusus,  Ubergewicht, fettreiche Erndhrung  sowie
kardiovaskulare Erkrankungen. Aber auch genetischen Faktoren wird eine wichtige Rolle
in der Krankheitsentstehung zugeschrieben. Hier sind vor allem Gene betroffen, die an
der Regulation von Komplementproteinen, Lipiden, der extrazellularen Matrix und
Angiogenese beteiligt sind (Lim et al., 2012; Scholl et al., 2007).

In den letzten Jahren haben sich insbesondere zwei zellulare Prozesse
herauskristallisiert, die entscheidend zu der Entwicklung der AMD beitragen: oxidativer
Stress sowie eine chronische Entziindungsreaktion im Sub-RPE-Raum, ausgeldst durch
eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems (Ambati et al., 2013; Anderson et al.,
2002; Anderson et al., 2010; Beatty et al., 2000; Bok, 2005; Brown et al., 2006; Kauppinen
et al., 2016).

1.4 Oxidativer Stress in der AMD

Ergebnisse zahlreicher Studien belegen, dass oxidative Schadigungsmechanismen eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der AMD spielen (Beatty et al., 2000). So konnte
die AREDS-Studie von 2001 zeigen, dass die regelmallige Einnahme antioxidativer
Nahrungserganzungsmittel einen protektiven Effekt auf die Krankheitsprogression ausibt

(Age-Related Eye Disease Study Research Group, 2001).

Im Alter lassen die antioxidativen Reparaturmechanismen in RPE-Zellen zunehmend
nach, sodass die Zellen vermehrt oxidativem Stress ausgesetzt sind (Beatty et al., 2000;

Hill et al., 2011). Besonders gefahrdet durch oxidativen Stress sind mehrfach ungesattigte
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Fettsauren, die sich unter anderem in der Zellmembran, aber auch in den Membranen der

Zellorganellen befinden (Hill et al., 2012).

1.4.1 Lipidperoxidation

Freie Sauerstoffradikale wie Hydroxylradikale (OHe) reagieren mit ungesattigten
Fettsduren, indem sie ihnen ein Wasserstoff-Atom entziehen. Dabei entsteht ein
Alkylradikal (Re), das wiederum mit Sauerstoff zu einem Peroxylradikal (R-00e) reagiert.
Durch Abspaltung eines Wasserstoffatoms aus einem weiteren Fettsauremolekll entsteht
schlie3lich als stabiles Endprodukt ein Lipidhydroperoxid sowie ein neues Fettsaure-
Radikal. Damit wird eine autokatalytische Kettenreaktion in Gang gesetzt, die erst zum
Erliegen kommt, wenn zwei Radikale unter Bildung einer kovalenten Bindung zu einem
stabilen Nicht-Radikal reagieren oder das Radikal auf einen Radikalfanger Ubertragen

wird. Dieser Prozess wird als Lipidperoxidation bezeichnet (Schonfelder, 1999).

H
H X H—"X
RNF - 7 RS i
R" RH

(LyH)  INITIATION

LoH
l( . PROPAGATION

Lo

il Reactive
HED g —>>  Carbonyls
o (HNE, MDA, etc)

Abb. 3: Lipidperoxidation mit autokatalytischer Kettenreaktion (Hill et al., 2011)

Eine besonders hohe Dichte an mehrfach ungesattigten Fettsduren ist in den
PhotorezeptorauRensegmenten zu finden (Krohne et al, 2010a). Hier dominieren
insbesondere die Fettsauren Docosahexaensdure, Arachidonsaure und Linolsdure
(Brandstetter, 2016; Esterbauer et al., 1991). Durch Lipidperoxidation entstehen
hochreaktive Verbindungen wie 4-Hydroxynonenal (HNE) und Malondialdehyd (MDA), die
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kovalent an benachbarte Proteine binden und sie damit gegen den Abbau in den
Lysosomen der RPE-Zellen stabilisieren (Schutt et al., 2003). Auf diese Weise
akkumulieren unverdaute Bestandteile der Photorezeptoraul3ensegmente in den
Lysosomen, die zum einen die Abbaufunktion der Lysosomen beeintrachtigen, zum
anderen zu einer verstarkten Anreicherung von Lipofuszin beitragen (Kaemmerer et al.,
2007; Krohne et al.,, 2010a; Krohne et al., 2010b). Lipofuszin verfugt selbst Uber
photosensitive Eigenschaften und erhoht damit die Anfélligkeit der RPE-Zellen fir
oxidativen Stress (Davies et al., 2001). Davon ist insbesondere die lysosomale Membran
betroffen, die durch die Peroxidation der Membranlipide durchladssig wird. Dieser als
lysosomale Membranpermeabilisation (LMP) bezeichnete Mechanismus flhrt zu der
Freisetzung lysosomaler Enzyme in das Zytosol, die unter anderem zelluldre Prozesse
wie Inflammasomaktivierung, Autophagie und apoptotischen Zelltod induzieren (Ambati
et al., 2013; Bok, 2005; Nozaki et al., 2006).

1.4.2 Deuterierte mehrfach ungesattigte Fettsauren (D-PUFAS)

Ein mdglicher Therapieansatz, um den oxidativen Schaden durch Lipidperoxidation zu
verhindern, ist der Einsatz deuterierter mehrfach ungesattigter Fettsauren (D-PUFAS).
Dabei handelt es sich um mehrfach ungesattigte Fettsduren, bei denen Wasserstoffatome
der Allylgruppen durch das schwerere Isotop Deuterium ersetzt wurden. D-PUFAs sind
aufgrund des kinetischen Isotopeneffekts weniger anféllig gegenuber freien Radikalen
und sind daher in der Lage die Kettenreaktion zu durchbrechen, die im Rahmen der
Lipidperoxidation in Gang gesetzt wird. Auf diese Weise schitzen sie andere nicht-
deuterierte Fettsduren vor der Peroxidation (Andreyev et al., 2015; Cotticelli et al., 2013;
Hill et al., 2012; Shchepinov et al., 2011). Ein prominenter Vertreter der D-PUFAs ist
RTO01 (Retrotope), die zweifach deuterierte Fettsdure Linolsdure. Studien konnten
nachweisen, dass RT001 sowohl in vivo als auch in vitro die Rate oxidativer Zellschaden
signifikant reduziert. Dabei ist nur ein geringer Anteil D-PUFAs (20-50 %) notwendig, um
einen ausreichenden Effekt zu erzielen (Andreyev et al., 2015; Hill et al., 2012). Aufgrund
dieser vielversprechenden Ergebnisse laufen bereits klinischen Phase 2/3-Studien zur
Erprobung von RTO01 bei Patienten mit Friedreich-Ataxie (Retrotope, 2021a). Als weiterer

Medikamentenkandidat wird RTO11, die mehrfach  deuterierte Fettsaure



20

Docosahexaensaure, als orale Therapie der geographischen Atrophie evaluiert
(Retrotope, 2021b).
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Abb. 4: Die mehrfach ungesattigten Fettsduren Linolsaure (Lin) und a-Linolensaure (a-
Lnn) sowie ihre deuterierten Vertreter 11,11-D2-Linolsédure (D2-Lin) und 11,11,14,14-D4-
Linolensaure (D4-a-Lnn) (Cotticelli et al., 2013)

1.5 Inflammation in der AMD

Neben der oxidativen Schédigung der RPE-Zellen tragt auch eine chronische Aktivierung
des angeborenen Immunsystems entscheidend zu der Pathogenese der AMD bei (Ambati
et al., 2013; Anderson et al., 2002; Bok, 2005; Kauppinen et al., 2016). So lassen sich in
den Drusen, die das Frihstadium der AMD charakterisieren, aktivierte
Komplementkomponenten wie C3a und Cb5a nachweisen (Anderson et al., 2002,
Anderson et al., 2010; Johnson et al., 2001). Zudem gehen bestimmte genetische
Varianten verschiedener Komplementfaktoren mit einem erhohten AMD-Risiko einher.
Hierbei ist insbesondere der Einzelnukleotid-Polymorphismus im Komplementfaktor H zu
nennen, bei dem die Aminosaure Tyrosin an Position 402 durch Histidin ersetzt ist. Er
findet sich bei knapp 50 % aller Patienten mit fortgeschrittener AMD (Cao et al., 2016;
Maller et al., 2006).

Dartber hinaus weisen aktuelle Studien auf eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms
in der Pathogenese der AMD hin (Gao et al., 2015). So konnte in RPE-Zellen von AMD -
Patienten eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auf mRNA- und Proteinebene
nachgewiesen werden (Cao et al., 2016; Tarallo et al., 2012; Wang et al., 2016; Zhao et
al.,, 2015). Zudem fanden sich bei AMD-Patienten erhohte intravitreale und systemische
Level der proinflammatorischen Zytokine IL-1B und IL-18, die bei Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms freigesetzt werden (lima et al., 2014; Zhao et al., 2015).
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Bei dem NLRP3-Infammasom handelt es sich um einen zytosolischen
Multiproteinkomplex aus der Gruppe der Mustererkennungsrezeptoren (PRRS), dessen
Aktivierung zu der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-13 und IL-18 sowie
einer programmierten Form des Zelltodes namens Pyroptose fihrt (Labbé und Saleh,
2011; Stutz et al., 2009).

1.5.1 Pattern recognition receptors (PRRs)

Mustererkennungsrezeptoren sind ein  wichtiger Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr und erkennen exogene und endogene Gefahrsignale in Form von
pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs), die von pathogenen Mikroorganismen
exprimiert werden, oder danger-associated molecular patterns (DAMPs), die bel
zellularem Stress freigesetzt werden. Nach ihrer zellularen Lokalisation werden membran-
gebundene, zytosolische und l6sliche PPRs unterschieden. Zu den membrangebundenen
Rezeptoren zahlen die Toll-like-receptors (TLRs), die C-type lectin-like receptors (CLRS),
die Scavenger receptors und N-Formyl-met-leu-phe receptors. Losliche PPRs umfassen
Pentraxine, Collectine, Ficoline und Komplement-Proteine. Zu der Gruppe der
zytosolischen PPRs gehoren neben den RIG-like receptors (RLRs) und den cytosolic DNA
sensors (CDSs) auch die NOD-like receptors (NLRs) (Abbas et al., 2015).

Insgesamt sind mehr als 20 humane NLRs beschrieben. Sie zeichnen sich mit Ausnahme
von NLRP1 durch einen dreiteiligen Aufbau aus einer zentralen NACHT-Doméane, einem
C-terminalen Leucin-rich-repeat (LRR) und einer N-terminalen Protein-Protein-
Interaktionsdoméne aus, die entweder aus einer Pyrin-Domane oder einer CARD-
Doméane besteht. Die NACHT-Domaéne verfugt Uber eine intrinsische ATPase-Aktivitat
und ermdglicht die Zusammensetzung des Signalkomplexes durch ATP-abhéngige
Oligomerisierung, wahrend die carboxyterminale LRR-Domé&ne wichtig fir die Erkennung
der Signalmolekile sowie Protein-Protein-Interaktionen ist (Stutz et al., 2009). Anhand
der aminoterminalen Domane werden die NLRs wiederum in 3 Subfamilien unterteilt, die
NODs (NOD1-2, NOD3/NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1, CITA), NLRPs (NLRP1-
14) und IPAF (NLRPC4, NAIP). Die grof3te Subfamilie ist mit 14 Mitgliedern die NLRP-

Subfamilie, die sich durch eine N-terminale Pyrin-Doméane auszeichnet (Tschopp und
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Schroder, 2010). Ein Vertreter dieser Familie ist das NLRP3-Inflammasom, dessen
Aktivierung eine wichtige Bedeutung in der Krankheitsgenese der AMD zugeschrieben

wird.

1.5.2 Das NLRP3-Inflammasom

1.5.2.1 Aufbau

Wie andere Vertreter der NLRP-Familie verfiugt das NLRP3-Inflammasom Uber einen
dreiteiligen Aufbau. Es besteht aus dem Mustererkennungsrezeptor NLRP3, einem
Adaptorprotein namens ASC sowie der Cystein-Protease Caspase 1. Im Ruhezustand
liegt das NLRP3-Inflammasom in einem autoinhibitorischen Zustand vor, der vermutlich
durch die LRR-Domaéane des NLRP3-Proteins vermittelt wird. Bei Aktivierung kommt es zu
einer Zusammensetzung der drei Bestandteile des Inflammasoms durch homotypische
Interaktion der Pyrin-Domanen von NLRP3 und ASC sowie homotypische Interaktion der
CARD-Domanen von ASC und Pro-Caspase 1. Uber die zentrale NACHT-Doméane des
NLRP3-Proteins wird ATP-abhangig eine Oligomerisierung des NLRP3-ASC-Komplexes
vermittelt. Dies fiuhrt durch die Rekrutierung von Caspase 1-Monomeren zu einer
autokatalytischen Aktivierung des Enzyms, indem das Proenzym in je eine 20 kDa- und
10 kDa-Untereinheit gespalten wird. Je zwei dieser Untereinheiten setzen sich schlie3lich
zu einem pl0/p20-Tetramer zusammen, das als aktives Enzym die Spaltung und
Aktivierung der proinflammatorischen Zytokine IL-1f und IL-18 induziert (Abderrazak et
al., 2015; Schroder und Tschopp, 2010). Beiden Zytokinen fehlt die hydrophobe
Signalsequenz, die fir die klassische Proteinsekretion tber den Golgi-Apparat und das
Endoplasmatische Reticulum notwendig ist. Daher geht man davon aus, dass die Zytokine
Uber einen nichtkonventionellen Weg in den Extrazellularraum freigesetzt werden
(Rubartelli et al., 1990). Eine Rolle wird dabei dem Protein Gasdermin D zugeschrieben.
Gasdermin D bildet eine Pore in der Plasmamembran aus, durch die IL-1f und IL-18
sezerniert werden konnten (Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015). Zusatzlich induziert
die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms eine Form des programmierten Zelltodes

namens Pyroptose. Darunter versteht man eine proinflammatorische Form des Zelltodes,
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die durch Caspase 1 vermittelt wird. Sie zeichnet sich durch den Einbau von Poren in die
Plasmamembran, Zellschwellung und Membranruptur aus (Labbé und Saleh, 2011).
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine Freisetzung von IL-18 in RPE-Zellen
ausschlieB3lich im Zusammenhang mit Zelluntergang nachweisbar ist. Das legt nahe, dass
die Zytokine passivim Rahmen der pyroptotischen Zelllyse im Sinne eines sogenannten
terminal release in den Extrazellularraum gelangen (Patt, 2021). Dort Gben sie autokrine
und parakrine Effekte auf verschiedene Immuneffektorzellen aus und tragen damit zu der
Aufrechterhaltung des Entzindungsprozesses im Sub-RPE-Raum bei (Brandstetter,

2016; Notomi et al., 2011).
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Abb. 5: Bestandteile und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms (Abderrazak et al., 2015)

1.5.2.2 Aktivierung

Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist ein zweiteiliger Prozess, fur den ein
Priming-Signal und ein Aktivierungssignal benétigt werden. Das Priming-Signal fuhrt Gber
den NF-kB-Signalweg zu einer vermehrten Transkription von pro-IL-18 und NLRP3. Das
Zytokin IL-18, das ebenfalls im Rahmen der NLRP3-Aktivierung freigesetzt wird, wird
dagegen konstitutiv in der Zelle exprimiert. Allerdings wird auch seine Expression durch
den Priming-Schritt hochreguliert. Erst das Aktivierungs-Signal fihrt jedoch zu der
Zusammensetzung der einzelnen Bestandteile des Inflammasoms sowie zu der Reifung
und Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine II-1p und IL-18 (Heneka et al., 2018;
Latz et al., 2013).

In der Literatur sind eine Vielzahl an Aktivierungssignalen fir das NLRP3-Inflammasom
beschrieben. Dazu zahlen verschiedene Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Pilze), eine
Reihe von PAMPs (LPS, MDP), bakterielle Toxine und DAMPs wie extrazellulares ATP,
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kristaline Substanzen (Harnsdure, Calciumpyrophosphat, Asbest, Quarz) und
Peptidaggregate (Amyloid-B). Diese gro’e Bandbreite an Signalmolekilen legt nahe,
dass diese nicht direkt mit dem NLRP3-Inflammasom interagieren, sondern auf einen
gemeinsamen Ubergeordneten Signalweg wirken. In der Literatur werden aktuell drei
Aktivierungswege des NLRP3-Infammasoms diskutiert: das lysosomal rupture-Modell,
das ROS-Modell und das P2X7-Modell (Abderrazak et al., 2015; Horvath etal., 2011; Latz
et al., 2013).

Das lysosomal rupture-Modell geht davon aus, dass Substanzen nach ihrer Phagozytose
nur unzureichend abgebaut werden und sich in den Lysosomen ansammeln. Diese
Aggregation fiuhrt beispielsweise durch mechanische Schéadigung bei kristallinen
Substanzen oder durch photooxidative Schadigung bei photosensitiven Substanzen zu
einer Ruptur der lysosomalen Membran. Dadurch werden lysosomale Proteine wie
Cathepsin B in das Zytosol der Zelle freigesetzt, die Uber einen bislang unbekannten

Signalweg zu einer Aktivierung des Inflammasoms fuhren.

Das ROS-Modell beruht auf der Annahme, dass einige der Signalmolekile zu einer
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beitragen, die eine Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms induzieren. Der genaue Aktivierungsmechanismus ist bislang
unklar. Neuere Studien legen jedoch nahe, dass das Thioredoxin-interacting protein
(TXNIP) hier eine entscheidende Rolle spielen kénnte. Im Ruhezustand ist dieses Protein
an seinen Inhibitor Thioredoxin (TRX) gebunden. Die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies fuhrt zu einer Dissoziation dieses Komplexes, sodass TXNIP an die C-
terminale LRR-Domane des NLRP3-Proteins binden kann und zu einer Aktivierung des

NLRP3-Inflammasoms flhrt.

Das P2X7-Modell besagt schlieBlich, dass extrazelluldares ATP an den
plasmamembrangebundenen Kationenkanal P2X7 bindet und diesen aktiviert. Dadurch
kommt es einerseits zu einem Ausstrom von Kalium, welches einer der wichtigsten
Aktivatoren des NLRP3-Inflammoms ist, andererseits zu der Ausbildung einer
Membranpore, durch die extrazellulare Signalmolekile ins Zytosol gelangen und direkt

mit dem NLRP3-Inflammasom interagieren kénnten (Tschopp und Schroder, 2010).
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Abb. 6: Die drei Aktivierungswege des NLRP3-Inflammasoms (Akhtar-Schafer et al.,
2018)

1.5.3 Der P2X7-Rezeptor

Der P2X7-Rezeptor zahlt zu der Klasse der purinergen Rezeptoren. Diese wurden
erstmals 1978 durch Burnstock beschrieben. Bei den purinergen Rezeptoren handelt es
sich um Zelloberflachenrezeptoren, die extrazellulare Purin- und Pyrimidinnukleotide
sowie das Purinnukleosid Adenosin erkennen (Burnstock, 1978). Aufgrund ihrer
unterschiedlichen Aktivierungsmechanismen werden die purinergen Rezeptoren in zwei
Gruppen unterteilt, die P1- und P2-Rezeptoren. Diese werden wiederum in verschiedene
Subtypen gegliedert. Bei den P1-Rezeptoren unterscheidet man die vier Subtypen Al,
A2a, A2b und A3, wahrend die P2-Rezeptoren im Wesentlichen in die beiden Subgruppen
P2X und P2Y unterteilt werden (Seyffert, 2005). Insgesamt sind in der Literatur bislang
sieben P2X-Rezeptoren (P2X1-7) (P2Y1,2,4,6,11-14)

beschrieben. Bei den P1- und P2Y-Rezeptoren handelt es sich jeweils um metabotrope

und acht P2Y-Rezeptoren

oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die aus sieben Transmembrandomanen, einem

intrazellularen C-Terminus und einem extrazellularen N-Terminus bestehen (Hitzel,
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2009). Dabei werden die P1-Rezeptoren durch das Purinnukleosid Adenosin, die P2Y-
Rezeptoren durch die Purin- bzw. Pyrimidinnukleotide ATP, ADP, UTP und UDP aktiviert
(Rapprich, 2016). Die P2X-Rezeptoren zahlen dagegen zu den ionotropen oder
ligandenaktivierten Rezeptoren. Jede Untereinheit besteht aus zwei
Transmembrandomanen, die den lonenkanal auskleiden, einer langen extrazellularen,
hydrophilen Schleife, die die ATP-Bindungsstelle und eine Bindungsstelle fir Kationen
aufweist, sowie einem intrazellularen N- und C-Terminus. Bei Aktivierung des Rezeptors
durch extrazellulares ATP setzen sich je drei oder sechs Untereinheiten je nach
Gewebetypus zu einem homomeren Trimer oder einem heteromeren Hexamer aus zwei
zusammenhangenden Trimeren zusammen. Aktuell sind sechs heteromere (P2X1/2,
P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6 und P2X4/6) und sechs homomere (P2X1, P2X2, P2X3,
P2X4, P2X5 und P2X7) P2X-Rezeptoren bekannt. Zu letzteren zahlt auch der P2X7-
Rezeptor. Dieser nimmt innerhalb der Gruppe der ionotropen P2X-Rezeptoren eine
Sonderrolle ein (Yang und Chen, 2014).

Zum einen unterscheidet er sich strukturell von den anderen P2X-Rezeptoren. In Bezug
auf die Aminosaurensequenz weist er eine nur 35-40 % Homologie zu den anderen
Rezeptoren auf (Mehta et al., 2014). Dariber hinaus ist er mit 595 Aminosauren das
langste Polypeptid und verflgt tber ein besonders langes carboxyterminales Ende, das
120-200 Aminoséuren langer ist als bei den anderen Rezeptoren. Diesem C-Terminus
werden  wichtige Funktionen in  Hinblick auf Protein-Protein-Interaktionen,
posttranslationale Modifikationen, Signalwegaktivierung sowie zellulare Lokalisation
zugeschrieben. Zum anderen sind bei diesem Rezeptor zwei verschiedenen
Transduktionsmechanismen beschrieben. Bei kurzer Exposition mit dem Agonisten ATP
kommt es zu der Offnung eines Kationenkanals, sodass es zu einem Einstrom von
Calcium und Natrium sowie einem Ausstrom von Kalium kommt. Hohere ATP-Dosen, eine
langere Expositionsdauer oder wiederholte Stimulation des P2X7-Rezeptors flihren
dagegen zu der Ausbildung einer unselektiven Membranpore, die Molekile bis zu einer

GroRRe von 900 Dalton passieren lasst und Zelltod induziert (Yang und Chen, 2014).

Frihere Annahmen gingen davon aus, dass der P2X7-Rezeptor ausschliel3lich von
immunkompetenten Zellen wie Makrophagen, dendritischen Zellen oder Lymphozyten

exprimiert wird. Neuere Studien weisen jedoch daraufhin, dass sich der P2X7-Rezeptor
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in einer Vielzahl humaner Zellen einschlie3lich epithelialer und neuronaler Zellen findet
(Mehta et al., 2014). So konnten mehrere voneinander unabhangige Forschungsgruppen
nachweisen, dass der P2X7-Rezeptor auch von retinalen Pigmentepithelzellen exprimiert
wird. Sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene liel3 sich der P2X7-Rezeptor in
humanen und murinen RPE-Zellen nachweisen (Dutot et al., 2008; Guha et al., 2013;
Yang et al., 2011; Yang, 2017).

Tab. 2: Expression von P2X7 in RPE-Zellen (Yang, 2017)

MRNA Protein Zellen Spezies
(Dutot et al., | n.d. (not | + ARPE-19 Human
2008) determined)
(vang et al, |+ n.d. ARPE-19 Human
2011) + + Primare RPE | Human
+ n.d. Frisch Human
isolierte RPE
(Guha et al., | + n.d. ARPE-19 Human
2013) + n.d. Frisch Murin
isolierte RPE

Dem P2X7-Rezeptor wird eine wichtige Rolle im Rahmen von oxidativem Stress,
Inflammation und Zelltod nachgesagt, zelluldre Prozesse, die auch entscheidend in der
Pathogenese der AMD beteiligt sind (Di Virgilio et al., 2017; Yang und Chen, 2014).
Studien konnten zeigen, dass der P2X7-Rezeptor sowohl in Tiermodellen der
geographischen Atrophie als auch der neovaskularen AMD aktiviert ist. In
Glaskorperproben von AMD-Patienten mit subretinaler Hamorrhagie lieRen sich im
Vergleich zu Kontrollgruppen deutlich erhéhte ATP-Level nachweisen. Extravaskulares
Blut durch Gefaldleckagen im Rahmen der neovaskularen AMD flihrte zu einer massiven
Freisetzung von ATP und induzierte den Zelluntergang von Photorezeptorzellen. Der
selektive P2X7-Rezeptor-Antagonist Brilliant Blue G (BBG) konnte zudem die Rate an
Zelltod deutlich reduzieren, was ebenfalls eine Beteiligung des P2X7-Rezeptors am
Zelluntergang der Photorezeptorzellen nahelegt (Notomi et al.,, 2013). Auch in
Zellkulturmodellen der geographischen Atrophie zeigte sich eine Beteiligung des P2X7-
Rezeptors. So konnte durch die Applikation von P2X7-Antagonisten die Alu-RNA-
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induzierte Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und RPE-Degeneration verhindert
werden (Kerur et al., 2013).

1.5.4 Direkte NLRP3-Inhibitoren

Bislang werden in der Therapie NLRP3-assoziierter Erkrankungen vor allem
Medikamente eingesetzt, die sich gegen das Zytokin IL-1B richten. So sind zur
Behandlung der seltenen genetischen Cyropyrin-associated periodic syndromes (CAPS),
bei denen es durch eine gain-of-function-Mutation zu einer verstarkten Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms kommt, der rekombinante IL-1-Rezeptor-Antagonist Anakinra
(Kineret; Amgen, 1993), der losliche IL-1-Decoy-Rezeptor Rilonacept (Arcalyst;
Regeneron, 2008) und der neutralisierende IL-1B-Antikdrper Canakinumab (llaris;
Novartis, 2009) zugelassen (Baldwin et al., 2016; Dinarello et al., 2012).

Ein Nachteil der IL-1B-Inhibitoren besteht allerdings darin, dass die Hemmung des
Zytokins 1I-1B unselektiv erfolgt, unabhangig davon, ob die Ausschittung auf eine NLRP3-
Aktivierung zurtckgeht oder durch einen anderen Immunprozess ausgeldst wird. Damit
wird auch die physiologische Funktion des Zytokins beispielsweise in der Abwehr
bakterieller Erreger eingeschrankt, sodass es unter den IL-1B-basierten Therapieformen
zu dem vermehrten Auftreten immunsuppressiver Nebenwirkungen kommt (Hill et al.,
2017).

Neuere Therapieansatze konzentrieren sich daher auf die Entwicklung von Substanzen,
die direkt in die Signalkaskade des NLRP3-Inflammasoms eingreifen (Baldwin et al.,
2016; Cross, 2020). Im Jahr 2001 wurde erstmalig von Perregaux et al. (2001) eine Klasse
von NLRP3-Inhibitoren auf Diaryl-Sulfonylharnstoff-Basis identifiziert, die zundchst als
cytokine-release inhibitory drugs (CRIDs) bezeichnet wurden (Perregaux et al., 2001). Als
besonders potenter Vertreter dieser Klasse gilt die Substanz MCC950 (CP-456,773 oder
CRID3), die sich bereits bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich als wirksam erweist
(IC50 = 8 nM) (Hill et al., 2017; Primiano et al., 2016). MCC950 blockiert dabei das
NLRP3-Inflammasom spezifisch, wahrend andere Inflammasome wie NLRP1, NLRC4
und AIM2 nicht gehemmt werden (Coll et al., 2015). Bislang wurde der genaue Wirkort
von MCC950 nicht eindeutig identifiziert. Neuere Studien lege jedoch nahe, dass MCC950
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mit hoher Affinitdt im Bereich des Walker B Motivs bindet, das sich innerhalb der NACHT -
Domane des NLRP3-Inflammasoms befindet. Auf diese Weise kdnnte MCC950 die ATP-
Hydrolyse und damit die Oligomerisierung und Zusammensetzung des NLRP3-

Inflammasoms hemmen (Coll et al., 2019).
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Abb. 7: Strukturformel des NLRP3-Inhibitors MCC950

Anders als die IL1B-Inhibitoren blockieren die direkten NLRP3-Inhibitoren dadurch, dass
sie am Inflammasom selbst angreifen, neben der Freisetzung von IL-13 auch die
Ausschittung von IL-18 sowie den pyroptotischen Zelltod (Baldwin et al., 2016). Daruber
hinaus sind sie spezifisch fiur NLRP3 und hemmen nicht die Funktion weiterer
Inflammasome wie NLRC4 und NLRP1, die eine entscheidende Rolle in der Abwehr
pathogener Mikroorganismen spielen. Dies konnte das Risiko immunsuppressiver
Nebenwirkungen wie Infektionen reduzieren (Coll et al., 2015). Dartber hinaus gelten sie
im Vergleich zu Antikorper-basierten Therapieverfahren als kostenginstiger. Ebenfalls
von Vorteil sind ihre pharmakokinetischen Eigenschaften. Im Gegensatz zu Antikorper-
basierten Therapieverfahren mussen sie nicht parenteral in Form subkutaner Injektionen
oder am Auge als intravitreale Injektion appliziert werden, sondern sind nach aktuellem
Kenntnisstand auch nach oraler Gabe im Auge in ausreichender Konzentration verfugbar.
Dies wurde die Patientenbelastung bei einem langfristigen Therapieregime reduzieren
und kdnnte zu einer besseren Therapieadhérenz beitragen (Baldwin et al., 2016). Damit
stellen direkte NLRP3-Inhibitoren aussichtsreiche Wirkstoffkandidaten zur Therapie der
AMD dar.
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1.6 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei verschiedene Mechanismen der NLRP3-
Inflammasomhemmung in humanen RPE-Zellen zu untersuchen, um mdogliche

pharmakologische Ansatzpunkte in der Behandlung der AMD zu identifizieren.

Dazu wurden ARPE-19-Zellen nach einem Priming-Schritt entsprechend der drei
Aktivierungswege des NLRP3-Inflammasoms mit den Substanzen Leu-Leu-O-Me
(lysosomal rupture-Modell), H202 (ROS-Modell) und BzATP (P2X7-Modell) behandelt. Die
Inflammasomaktivierung wurde anschlieRend anhand der pyroptotischen Zelllyse und

Ausschittung des proinflammatorischen Zytokins IL-1B gemessen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob deuterierte mehrfach ungesattigte
Fettsauren wie D2-Lin und D4-a-Lnn einen protektiven Effekt auf die H20:2-induzierte
oxidative Zellschadigung mit lysosomaler Membranpermeabilisation und sekundarer

Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen haben.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Wirksamkeit des direkten NLRP3-Inhibitors IFM-632
im P2X7-Modell untersucht und mit der Effektivitit des bereits etablierten NLRP3-
Inhibitors MCC950 verglichen. Zuséatzlich wurde durch Westernblotanalysen des Zytokins
pro-IL-18 ermittelt, ob BzATP neben seiner Funktion als Aktivierungssignal auch einen

primenden Einfluss auf das NLRP3-Inflammasom ausubt



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Tab. 3: Zelllinien
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Zelllinie Bezugsquelle Artikelnummer
ARPE-19 ATCC CRL-2302
THP-1 Prof. Dr. med. Eicke Latz

(Institut ~ far Angeborene

Immunitat, Universitatsklinikum

Bonn)

2.1.2 Medien
Tab. 4: Medien

Medium Bezugsquelle Artikelnummer
DMEM/Ham’s F12 (1:1) w: L-Glutamine, | PanBiotech P04-41500
w:. 1,2 g/L NaHCOs3
DMEM/Ham’s F12 (1:1) w: L-Glutamine, | PanBiotech P04-41650
w/o: Phenolred, w: 1,2 g/L NaHCO3
DPBS w/o Ca?*, Mg?* PanBiotech P04-36500
DPBS w Ca?*, Mg?* PanBiotech P04-35500
Trypsin-EDTA Gibco, Thermo Fisher Scientific | 25300054
Fetales Rinderserum (FBS) Gibco, Thermo Fisher Scientific | A4766801
Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml) Gibco, Thermo Fisher Scientific | 15140-122
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich C6295-50ML
RPMI-1640 Gibco 31870-025




2.1.3 Reagenzien

Tab. 5: Reagenzien
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Chemikalie

Bezugsquelle

Artikelnummer

11,11,14,14-D4-a-Linolensaure
Lnn)

(D4-0-

Mikhail S. Shchepinov, PhD
(Retrotope Inc., Los Altos Hills,
California, USA)

11,11-D2-Linolséure (D2-Lin, RT0O01)

Mikhail S. Shchepinov, PhD
(Retrotope Inc., Los Altos Hills,
California, USA)

2' (3") -O-(4-Benzoylbenzoyl) -ATP | Sigma-Aldrich B6396-25MG
(BzATP)

Aqua dest. Braun 88992

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich P0914
Bradford-Reagenz Sigma-Aldrich B6916
Deoxycholic acid (DOC) Sigma-Aldrich 30960-25G
Dinatriumhydrogenphosphat AppliChem A4732,0500
(NaH2POa4)

Dithiothreitol (DTT) AppliChem APA1101.0025
Ethanol 70 % (V/V) Otto Fischar 27667

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich EDS-100G
Glycin AppliChem A31067,0500
IFM-632 IFM Therapeutics GmbH Bonn

Kaliumchlorid (KCI) AppliChem A4280,0250
Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem A2946,0250
(KH2PO4)

KODAK GBX Developer and Replenisher | Sigma-Aldrich P7042-1GA
KODAK GBX Fixer and Replenisher Sigma-Aldrich P7167-1GA
Ladepuffer IX AppliChem A3484,0005
L-leucyl-L-leucyl-Methylester (Leu-Leu- | Bachem (G2550.0001

OMe)




33

Chemikalie

Bezugsquelle

Artikelnummer

Linolsaure (Lin)

Mikhail S. Shchepinov, PhD
(Retrotope Inc., Los Altos Hills,
California, USA)

Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich L2630
Magermilchpulver AppliChem A0830,0500
MCC950 Adipogen AG-CR1-3615
Methanol AppliChem A0688,1000PE
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem A4256,0500
Natriumhydroxid (NaOH) AppliChem A1306,1000
Nonylphenoxypolyethoxylethanol ~ (NP- | Sigma-Aldrich 74385

40)

Paraformaldehyd (PFA) Merck 30525-89-4
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) | Sigma-Aldrich P8139
Ponceau S AppliChem A2935,0100
Precision Plus Protein™ Standards | Bio-RAD 1761-0375
Kaleidoscope

Proteinase und Phosphatase-Inhibitor Thermo Scientific 78441
Recombinantes Human IL-1 alpha/IL-1F1 | R&D Systems 200-LA-010

Protein

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (10 %)

Sigma-Aldrich

71736-100ML

Thermo Scientific Shandon™ Immu- | Thermo Scientific 99-904-02
Mount™

Thermo Scientific™ SuperSignal™ West | Thermo Scientific 34077

Pico Chemiluminescent Substrate

TrispH 8 AppliChem A2264,0250
Triton-X (20 %) AppliChem A4975,0100
Tween-20 AppliChem A4974,0100
Wasserstoffperoxid (30 %) Roth 7722-84-1

a-Linolensaure (a-Lnn)

Mikhail S. Shchepinov, PhD
(Retrotope Inc., Los Altos Hills,
California, USA)




2.1.4 Antikorper

Tab. 6: Antikdrper
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Antikdrper Bezugsquelle ArtikelInummer
4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) | AppliChem A4099,0005
(1:1000)

Alexa Fluor 488 Goat Anti-rabbit IgG- | Invitrogen A-11008
Antikérper (1:200)

Human IL 1B/IL 1F2 Antibody (polyclonal | R&D Systems AF-201-NA
Goat IgG) (1:250)

Rabbit-anti goat IgG HRP-conjugated | R&D Systems HAF017
antibody (1:1000)

Z0O-1-Antikdrper (1:1000) Invitrogen 40-2200

2.1.5 Kit-Systeme

Tab. 7: Kit-Systeme

Kit-System Bezugsquelle Artikelnummer
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche 11644793001
Human IL-13 ELISA Kit Il BD OptEIA 557966




2.1.6 Verbrauchsmaterial

Tab. 8: Verbrauchsmaterial
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mm)

Material Bezugsquelle Artikelnummer

Carestream® BioMax® light film Sigma-Aldrich Z370398-
50EA

Einfrierréhrchen Cryo-Vials Greiner

Eppendorff Tubes (1 ml, 2 ml) Eppendorff

Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Cellstar

Halb-Mikro-Kuvetten Greiner

Immobilon-P Blotting Sandwich Millipore IPSNO7852

Mr. Frosty Gefrierbehélter Thermo Fisher Scientific 5100-0001

Neubauer-Zahlkammer Marienfeld

PAGER Gold Precast Gels, 4-12 % Tris- | Lonza 58520

Glycine gels

Pipetten (5 ul, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 ul, | Eppendorfresearch

1000 pl)

Pipettenspitzen (10 pl, 100 ul, 200 ul, | Axygen

1000 pl)

Tubes (15 ml, 25 ml) Cellstar

Whatman-Papier Sigma-Aldrich

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75 cm?) Falcon

Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-well- | Falcon

plates) (steril)

Zellkulturplatten (96-well- Falcon

plates) (unsteril)

Zellkulturschalen (35 mm, 60 mm, 100 | Cellstar




2.1.7 Gerate

Tab. 9: Gerate
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Material

Bezugsquelle

Artikelnummer

CO:2- Brutschrank Heracell 150i

Thermo Scientific

Sterilwerkbank Antair ZKB Antos

Wasserbad W350 Memmert

Laborzentrifuge Multifuge 1S- R Heraues

Zentrifuge 524R Eppendorf

Freezer Forma 906 Thermo

Varioklav 250 T H+P

SmartSpec™ Plus Spectrophotometer BIO-RAD 170-2525

Spektrophotometer DU650 Beckmann

Horizontalschittler Sea Star Heathrow Scientific HD4010A

Lichtmikroskop + Kamera Leica

Wasseraufbereitungssystem Direct Q Millipore

Fluoreszenzmikroskop DM RXE Leica

Analysenwaage AE160 Mettler

PAGEr Minigel Chamber Lonza 59905

PowerPac Basic Power Supply Bio-Rad 164-5050
2.1.8 Software
Tab. 10: Software

Software Entwickler

Excel 365 Microsoft Corporation

Image J National Institute of Health (NIH)

Leica application suite V3.8 Leica Microsystems

SPSS Statistics 27.0 International Business Machines Corporation (IBM)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Zelllinien verwendet. Die ARPE-19-
Zellen dienten dabei als Standardzelllinie zur Untersuchung des NLRP3-Inflammasoms,
wahrend die THP-1-Zellen als Vergleichszelllinie bei der Etablierung des P2X7-Modells

verwendet wurden.

2.2.1.1 ARPE-19-Zellen

Subkultivierung der Zellen

Bei der Zellinie ARPE-19 handelt es sich um humane, spontan stabile und nicht
transformierte RPE-Zellen (Dunn et al., 1996). Die verwendeten ARPE-19-Zellen wurden
von American Type Cultur Collection (ATCC, Rockville, MD) bezogen. Die Kultivierung
der Zellen erfolgte unter Standardbedingungen, d.h. bei einer Temperatur von 37 °C und
einer feuchten Atmosphéare mit 5 % COz im Brutschrank. Als Nahrmedium wurde eine 1:1
Mischung aus Dulbecco‘s modified Eagle’s medium (DMEM) und Ham'’s F-12 Medium mit
25 mM L-Glutamin und 1.2 g/ NaHCOs verwendet. Zugesetzt wurden 1 %
Penicillin/Streptomycin und 10 % hitzeinaktiviertes fetales Rinderserum (FBS). Die
Subkultivierung der Zellen erfolgte in der Regel alle 7 Tage, sobald die Zellen eine fast
90%ige Konfluenz erreicht hatten. Dabei wurde eine Subkultivierungsrate von 1:3
gewahlt. Ein Medienwechsel wurde alle 2 Tage durchgefiihrt und die Zellen wurden

insgesamt fur bis zu 30 Passagen verwendet.

Reagenzien

e Standardmedium
o 500 mIDMEM/Ham’s F12 1:1 Mix (1:1)
o 5,5 ml Penicillin/Streptomycin (1 %)
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o 55 ml hitzeinaktiviertes FBS (10 %)
e Trypsin-EDTA
e DPBS w/o Caz*, Mg2*

Arbeitsschritte

e Medium und DPBS fur 20 Minuten im Wasserbad auf 37° C erwarmen, Trypsin-
EDTA fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

e Medium mit Glaspipette aus 75 cm? Zellkulturflasche absaugen

e Zellen mit 10 mI DPBS w/o Ca?*, Mg?* waschen

e 3 mlTrypsin-EDTA auf die Zellen geben

e Zellen fur 3 Minuten im Brutschrank bei 37° inkubieren

e Unter dem Mikroskop kontrollieren, ob sich die Zellen gut vom Untergrund abgel6st
haben, ggf. Inkubationszeit im Brutschrank verlangern oder noch haftende Zellen
durch leichtes Klopfen auf den Flaschenrand unter Sicht ablésen

e 6 ml Medium auf die Zellen geben, um die Trypsinierung zu stoppen, gut auf- und
abpipettieren und die 9 ml Zellsuspension in ein 25 ml Tube Uberfuhren

e Zellsuspension fur 5 Minuten bei 4 °C und 125 G zentrifugieren, Uberstand mit
Glaspipette absaugen

e Zellpellet mit 9 ml frischem Medium resuspendieren

e Je 10 ml Medium in eine neue 75 cm? Zellkulturflasche vorlegen

e Je 3 ml der Zellsuspension unter vorsichtigem Schwenken auf die Flaschen

verteilen

Zahlen der Zellen

Arbeitsschritte

e Ein Aliquot der Zellsuspension (10 pl) in eine Neubauer-Zahlkammer pipettieren
e Unter dem Lichtmikroskop bei 10er VergroBerung je 4 grol3e Quadrate
maanderformig auszahlen; dabei werden Zellen, die auf dem oberen und linken

Rand liegen nicht mitgezahlt, um eine Doppeltzdhlung zu vermeiden
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e Berechnung der Zellzahl:

Z/4 x Vx 10* = Zellzahl

Z: Anzahl der gezéahlten Zellen in den vier Quadraten
V: Volumen, in dem das Zellpellet resuspendiert wurde

10*: Kammerfaktor [0,1 pl Volumen pro grof3es Quadrat bei einer Flache von 1 mm2und
einer Tiefe von 0,1 mm]

e Berechnung der benétigten Zellzahl pro ml fur die Aussaat: Zellzahl/ml = Zelldichte

x Flache/Volumen

Kryokonservieren

Zur langfristigen Aufbewahrung wurden die ARPE-19-Zellen kryokonserviert und bei
Temperaturen von - 150 °C im Stickstofftank gelagert. Das Einfriermedium setzte sich aus
den Komponenten Kulturmedium, Serum und dem Gefrierschutzmittel DMSO im

Verhéltnis 7:2:1 zusammen.

Reagenzien

e Standardmedium fir ARPE-19-Zellen
e DPBS w/o Caz*, Mg2*

e Trypsin-EDTA

e DMSO

Arbeitsschritte

e Einfrierrohrchen vorkihlen

e Zellen aus einer 75 cm? Zellkulturflasche abtrypsinieren
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e Zelisuspension fir 5 Minuten bei 4 °C und 125 G zentrifugieren, Uberstand
absaugen

e Zellpellet in 1 ml Volumen mit 700 yl DMEM, 200 pl FBS, 100 pl DMSO
resuspendieren

e Zellen in eine Isopropranol-Kammer platzieren und bei - 80 °C tber Nacht lagern

e Zellen am nachsten Tag in den Stickstofftank tberfiihren

Auftauen der Zellen

Nach 30 Passagen wurden frische ARPE-19-Zellen aus dem Stickstofftank aufgetaut und

in Kultur gebracht.

Reagenzien

e DMEM

Arbeitsschritte

e Einfrierrdhrchen aus dem Stickstofftank nehmen wund unter vorsichtigem
Schwenken innerhalb von 1 Minute im Wasserbad auftauen, bis alle Eiskristalle
verschwunden sind

e 9 mlwarmes Medium in ein 25 ml-Tube vorlegen

e Zellen mit 1 ml Medium vorsichtig mixen und die Zellsuspension trépfchenweise in
das Tube uberfuhren

e Zellen fir 5 Minuten bei 4 °C und 125 G zentrifugieren, Uberstand abpipettieren

e Zellpellet mit 2 ml Medium resuspendieren

e 3 ml Medium in eine 25 cm? Zellkulturflasche vorlegen

e Zellsuspension in 25 cm2 Zellkulturflasche Uberflihren

e Nach 24 Stunden Mediumwechsel durchfiihren

e Bei Konfluenz nach 2-3 Tagen Inhalt der 25 cm? Zellkulturflasche in drei 75 cm?

Flaschen uberfiihren
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2.2.1.2 THP-1-Zellen

Bei der Zelllinie THP-1 handelt es sich um eine spontan immortalisierte humane
Monozytenzelllinie, die aus dem peripheren Blut eines Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie (AML) gewonnen wurde (Chanput et al., 2014; Tsuchiya et al., 1980). Die THP-
1-Zellen wurden als kryokonserviertes Aliquot von 10x108 Zellen pro ml aus dem Labor
von Prof. Eicke Latz (Institut fir Angeborene Immunitat, Universitatsklinikum Bonn) zur
Verfugung gestellt. Die Kultivierung der THP-1-Zellen erfolgte ebenfalls bei einer
Temperatur von 37 °C und einer feuchten Atmosphare mit5 % CO2. Bei dem verwendeten
Nahrmedium handelte es sich um RPMI-1640, das mit 10 % hitzeinaktiviertem FBS und
1 % Penicillin/Streptomycin versetzt wurde. Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 0,3-
1x106 Zellen kultiviert.

Auftauen der Zellen

Reagenzien

e Standardmedium

e 500 ml RPMI-1640

e 55 ml Penicillin/Streptomycin (1 %)
e 55 ml hitzeinaktiviertes FBS (10 %)

e PMA

e DPBS w/o Ca2*, Mg+

e EDTA
Arbeitsschritte

e Zellen auftauen

e 10 mlwarmes RPMI-1640-Medium in ein Tube vorlegen

e Zellen schnell auftauen und mit 1 ml Medium vorsichtig mixen
e Zellsuspension in ein Tube Uberfihren

e Tube fur 10 Minuten bei 350 G und 4 °C zentrifugieren
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e Uberstand abpipettieren

o Zellpellet in 15-18 ml Medium resuspendieren und in eine Flasche Uberfiihren

Subkultivierung der Zellen

Arbeitsschritte

e Zellsuspension aus 75 cm? Zellkulturflasche in ein 25 ml-Tube Uberfihren
e Tube fur 10 Minuten bei 350 G und 4 °C zentrifugieren

e Uberstand absaugen

o Zellpellet in 15 ml Medium resuspendieren

e Je 10 ml Medium in 3 neue Flaschen vorlegen

e Je 5 ml Zellsuspension in die 3 neuen Flaschen geben

Differenzierung

Da es sich bei THP-1-Zellen um eine Suspensionskultur handelt, missen die Zellen vor
Durchfihrung der Versuche mit PMA differenziert werden. Dazu werden 35x108 Zellen in
20 mlin 15 cm Zellkulturschalen ausgesét. Es ist damit zu rechnen, dass wéahrend des
Differenzierungsschrittes etwa 25-50 % der Zellen zugrunde gehen.

Arbeitsschritte

e Zellen mit 100 nM PMA (ber Nacht (16 Stunden) inkubieren

e Zellen mit 10 ml DPBS w/o Ca2*, Mg2+* waschen

e 20 ml frisches Medium zugeben

¢ Differenzierte Zellen mit 10 mI DPBS waschen

e 5 ml 5 mM EDTA (in DPBS) hinzufigen und Zellen fur einige Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren

e Zellen anschlieend in 96-well-plates aussaen
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4.2 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung der Zellmorphologie wurden neben lichtmikroskopischen Bildern auch

Immunfluoreszenz-Aufnahmen der ARPE-19-Zellen angefertigt.

Reagenzien

e Fixierlosung: Paraformaldehyd (PFA) 4 % (100 ml)

o

©)

o

o

o

©)

25 ml Aqua dest. auf 60°C erhitzen
4 g PFA

1 Tropfen NaOH (Ruhren bis geldst)
65 ml Aqua dest.

10 ml DPBS (10x)

pH einstellen auf 7,3

e DPBS w Ca?*, Mg2*

e Blocking-Lésung: DPBS + 1 % BSA

e Primarantikdrper: ZO-1-Antikdrper (1:1000)

e Sekundarantikdrper: Goat-Anti-Rabbit Alexa 488-Antikdrper (1:200)
e DAPI-L6sung:

o 80 plin 80 ml Methanol fir 5 Minuten im Kihlschrank inkubieren (1:1000)

Arbeitsschritte

e Medium absaugen

e Zellen mit DPBS waschen

e Zellen fur 20 Minuten mit 4 % PFA bei Raumtemperatur fixieren, nach den ersten

5 Minuten die Fixierldsung wechseln

e Zellen anschlie3end zweimal mit DPBS griindlich waschen

e Zellen fur 30 Minuten mit Blocking-L6sung bei Raumtemperatur inkubieren

e Primarantikdrper bei 4° C Gber Nacht inkubieren

e Zellen dreimal fir jeweils 5 Minuten mit DPBS waschen

e Sekundarantikbrper 60 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubieren
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e Zellen dreimal fur jeweils 5 Minuten mit DPBS waschen
e Zellen unter Lichtschutz mit DAPI-Losung farben
e Zellen Uber Nacht eindeckeln

e Zellen am nachsten Tag unter dem Fluoreszenzmikroskop untersuchen

2.2.3 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms

Um die Aktivitat des NLRP3-Inflammasoms messen zu kdnnen, wurde zum einen mittels
LDH-Assay die Zelltodrate gemessen und zum anderen mittels ELISA die IL-1B-
Konzentration im Zellkulturiberstand ermittelt.

Zum Priming wurden die ARPE-19-Zellen fur 48 Stunden mit 4 ng/ml IL-1a vorbehandelt,
wahrend die THP-1-Zellen 2 Stunden mit 200 ng/ml LPS inkubiert wurden. AnschlieRend
erfolgte die Zugabe einer Aktivierungssubstanz. Hier wurden entsprechend der drei
Aktivierungswege des NLRP3-Inflammasoms die Substanzen Leu-Leu-OMe (lysosomal
rupture-Modell), H202 (ROS-Modell) und BzATP (P2X7-Modell) eingesetzt (Akhtar-
Schafer et al., 2018).

2.2.4 Inhibierung des NLRP3-Inflammasoms

Im Folgenden wurden zwei verschiedene Substanzklassen als mdgliche Inhibitoren des
NLRP3-Inflammasoms getestet. Im H202-Modell wurde das Wirkprinzip deuterierter
mehrfach ungesaéttigter Fettsduren (D-PUFAs) untersucht, wahrend im BzATP-Modell die
direkten NLRP3-Inhibitoren MCC950 und IFM-632 eingesetzt wurden, die zu der

Substanzklasse der small molecule inhibitors zahlen.

2.2.4.1 Ansetzen der D-PUFAs

Die deuterierten mehrfach ungesattigten Fettsduren D2-Lin und D4-a-Lnn und ihre nicht-
deuterierten Analoga Lin und a-Lnn wurden freundlicherweise von unserem
Kooperationspartner Mikhail S. Shchepinov (Retrotope Inc., Los Altos Hills, California,

USA) zur Verfigung gestellt. Fir die Versuchsreihen wurde das Trockenpulver jeweils in
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Ethanol und serumfreiem Medium gelést und anschliel3end in einer Konzentration von

200 uM in den Versuchen eingesetzt.

Arbeitsschritte

e 200 mg Trockenpulver mit eiskaltem reinem Ethanol auf je eine 1 M Stock solution
verdunnen

e 200 mg D2-Lin (=708 ymol) in 708 pl Ethanol

e 200 mg D4-a-Lnn (=1782,5 pmol) in 718,4 ul Ethanol

e 200 mgLin (=1782,5 pmol) in 1782,5 pl Ethanol

e 200 mg a-Lnn (=1796 pmol) in 1796 pl Ethanol

e 50 pl der Stock solution (1M) mit 2450 pl kaltem serumfreien Medium auf Eis
mischen (20 mM)

e Das PUFA-Medium in 50 Aliquots a 50 ul aufteilen und bei - 80 °C einfrieren

e Das restliche PUFA-Ethanol in 13 Aliquots a 50 ul aufteilen und bei - 80 °C
einfrieren

e Als Vehikelkontrolle wurde 10 ul Ethanol in 500 pyl Medium ohne PUFA gegeben
und ebenfalls bei -80 °C eingefroren

2.2.4.2 Small molecule inhibitors

Als small molecule inhibitors wurden die Substanzen MCC950 und IFM-632 eingesetzt.
Beide wurden als gebrauchsfertige Losungen bezogen und mit DPBS ohne Calcium und
Magnesium auf die entsprechenden Konzentrationen (0,001 pM, 0,01 pM, 0,1 pM)

verdinnt.

2.2.5 LDH-Zytotoxizitatsassay

Um den Zelltod, der durch die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms induziert wird,
guantifizieren zu konnen, wurde der LDH-Zytotoxizitatsassay nach Angaben des

Herstellers durchgefuhrt. Dazu wurden jeweils Tripletts pro Reaktionsgruppe angesetzt.
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Bei dem LDH-Zytotoxizitatsassay handelt es sich um einen kalorimetrischen Assay, der
auf der Messung des Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) basiert. Unter normalen
Umstanden befindet sich LDH im Zytoplasma der RPE-Zellen. Geht jedoch die Integritat
der Zellmembran beispielsweise durch NLRP3-induzierte Pyroptose zugrunde, wird LDH
in den Extrazellularraum freigesetzt und lasst sich im Uberstand der Zellkulturplatten
nachweisen. Das aus den Zellen freigesetzte LDH katalysiert die Umsetzung von Lactat
zu Pyruvat unter Reduktion von NAD* zu NADH/H*. In einer zweiten Reaktion katalysiert
das beigefigte Enzym Diaphorase unter Oxidation von NADH/H* zu NAD* die
Umwandlung von gelbem Tetrazoliniumsalz zu rotem Formazansalz. Dieser
Farbumschlag von Gelb zu Rot wird photometrisch gemessen und erlaubt eine

Quantifizierung der Zahl lysierter Zellen pro Probe (Roche, 2016).

Reagenzien

e Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
e Katalysatorlosung (Diaphorase/NAD*-Mischung)
e Farbelésung (lodotretrazoliumchlorid und Sodiumlactat)

e Zellfreies Probenmedium

Arbeitsschritte

e Die Katalysatorlosung vor dem ersten Gebrauch mit 1 ml Aqua dest.
rekonstituieren und fur 10 Minuten auf dem Horizontalschuttler mixen

¢ Reaktionslésung aus der Katalysatorlosung und der Farbeldosung frisch ansetzen;
dabei werden 2,5 pl Katalysatorlosung und 0,1125 ml Farbelésung pro well
verwendet.

e 96-well-Platte mit 100 pl Proben-Medium pro well beftillen

e 100 pl der frisch angesetzten Reaktionslésung pro well hinzugeben

e Platte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubieren

e Absorptionswerte bei 492 nm und 650 nm (Referenzwellenlange) messen
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e Berechnung der relativen Zytotoxizitat:

Zytotoxizitit [%] Gemessener Absorptionswert — Negativkontrolle 100
otoxizita =
y X1z 0 Positivkontrolle — Negativkontrolle x

2.2.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Neben dem Zelltod wurde die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auch anhand der
Ausschittung des proinflammatorischen Zytokins IL-18 gemessen. Dazu wurde ein
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) eingesetzt, der reifes humanes IL-18 im

Zelliberstand detektiert.

Bei dem verwendeten ELISA handelt es sich um einen sogenannten Sandwich-ELISA.
Dazu wird eine Mikrotiterplatte verwendet, die mit einem monoklonalen Antikérper, der
sich gegen humanes IL-1B richtet, beschichtet ist. Nach Zugabe der Proben bindet das
im Uberstand der Zellkulturplatten enthaltene IL-18 an den spezifischen Antikérper. Nach
einem Waschschritt wird ein zweiter biotinylierter Antikbrper gegen humanes IL-10
hinzugefuigt, der an den Antikorper-Antigen-Komplex bindet und somit ein Sandwich
ausbildet. Nach einem zweiten Waschschritt wird das Enzym Streptavidin-Horseradish-
Peroxidase hinzugefugt und nach einem dritten Waschschritt das Substrat TMB, das eine
blaue Farbreaktion vermittelt. Durch Zugabe der Stopp-Losung erfolgt ein Farbumschlag
von Blau zu Gelb, der bei einem Absorptionsmaximum von 450nm gemessen wird (BD
OptEIA, 2014).

Reagenzien

Human IL-1B ELISA Kit I

e 96-well-Platte, beschichtet mit monoklonalem Antikdrper gegen humanes IL-1[3

e Polyklonaler Detektionsantikbrper gegen humanes IL-18 mit0,015 % Pro-Clin-150
als Konservierungsmittel

e Standard aus lyophilisiertem rekombinanten humanem IL-1[3
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Enzymkonzentrat (250x) aus Streptavidin-Horseradish-Peroxidase-Konjugat mit
BSA und Pro-Clin-150 als Konservierungsmittel

Enzym-Verdinnungslésung aus gepufferter Proteinbase mit Pro-Clin-150 als
Konservierungsmittel

ELISA-Verdinnungslosung aus gepufferter Proteinbase mit FBS und 0,09 %
Sodiumazid als Konservierungsmittel

Waschkonzentrat (20x) aus konzentrierter Detergenzlésung mit ProClin-150 als
Konservierungsmittel

TMB One-Step Substratlosung aus 3,3,5,5-tetramethylbenzidine (TMB) in
Pufferldsung

Stopplésung aus 1 M Phosphorsaure

Abdeckfolien

Agua dest.

Vorbereitung der Reagenzien

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur (18-25 °C) bringen
Standards:

o Lyophiliserten Standard mit ELISA-Verdinnungspuffer rekonstituieren (125
pg/ml), vortexen und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur &aquilibrieren
lassen

o 300 pl ELISA-Verdunnungspuffer in 6 Tubes geben und mit 62,5 pg/ml, 31,3
pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, 3,9 pg/ml und 1,95 pg/ml beschriften

o Entsprechend einer Verdiunnungsreihe 300 pl jeden Standards zum
nachsten Tube Uberflhren, vor jedem Transfer vortexen

Waschpuffer
TBM One-Step Substratlosung

Arbeitsschritte

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur (18-25 °C) bringen
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e 100 pl von jedem Standard und jeder Probe in die wells pipettieren, Platte mit
Abdeckfolie verschlieRen und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren

¢ Platte 5x mit Waschpuffer spilen und nach dem letzten Waschvorgang mit Papier
trocknen, um zuriickgebliebenen Waschpuffer zu entfernen

e 100 plI Detektions-Antikbrper pro well hinzufigen, Platte mit Abdeckfolie
verschlieRen und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubieren

e Platte 5x nach oben genannten Schema waschen

e 100 ul Enzym-Reaktionslosung pro well hinzufigen, Platte mit Abdeckfolie
verschlieRen und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

e Platte 7x nach oben genannten Schema waschen

e 100 pl TBM-One-Substratldsung pro well hinzufigen, Platte ohne Abdeckfolie fur
30 Minuten bei Raumtemperatur (unter Lichtschutz) inkubieren

e 50 pl Stopp-Lésung pro well hinzufiigen

e Absorptionswerte innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm messen

Anhand der Absorptionswerte der Standardkurve wurde abschlieRend bei Excel eine
Eichgerade erstellt, anhand derer die IL-1B-Konzentration der einzelnen Proben

berechnet wurde.

2.2.7 Westernblot

Zum Nachweis von IL-1B auf Proteinebene wurde dartber hinaus ein Westernblot
durchgefiihrt. Ziel dieser Versuchsreihe war es, zu untersuchen, ob BzATP auch Uber
primende Eigenschaften verfigt und unabhangig von einer Vorinkubation mit IL-1a zu
einer vermehrten Expression von IL-13 beitragt. Fur den Versuch wurden ARPE-19-Zellen

in 12-well-plates ausgesat.

Beim Westernblot handelt es sich um ein molekularbiologisches Verfahren zum Nachweis
von Proteinen. Dazu werden die Zellen zunachst mit einem Lysepuffer behandelt, sodass
es zu einer Freisetzung von Proteinen aus dem Zytosol kommt. Durch Zentrifugation

werden die Proteine von den restlichen festen Zellbestandteilen getrennt. Die
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Konzentration der so entstandenen Proteinlésung wird schlielich mit Hilfe des Bradford-
Protein-Assays photometrisch bestimmt und die Proben durch Verdinnung auf dieselbe
Proteinmenge gebracht. Im nachsten Schritt werden die Proteine durch
Gelelektrophorese  nach ihrem Molekulargewicht — aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Diese wird zunachst mit einem Primarantikbrper
inkubiert, der sich spezifisch gegen das gesuchte Protein richtet. Anschliel3end erfolgt die
Inkubation mit einem Sekundéarantikorper, der zum einen an den Primarantikdrper bindet
und zum anderen mit einem Enzym gekoppelt ist. Dieses Enzym vermittelt nach Zugabe
des entsprechenden Substrats eine Chemilumineszenz-Reaktion, die auf einen
Rontgenfiim Gbertragen werden kann, sodass das zu untersuchende Protein als
Bandenmuster sichtbar wird (Krohne, 2001).

Um sicherzugehen, dass die Geltaschen mit derselben Proteinmenge beladen wurden,
sollte Ublicherweise bei einem Westernblot ein weiteres Protein als Ladekontrolle
mitlaufen. Darauf wurde jedoch im Folgenden verzichtet, da die Ublichen Ladekontrollen
B-Actin (43 kD), a-Tubulin (55 kD) und GAPDH (30-40 kD) uber ein &hnliches
Molekulargewicht wie IL-1B verfugen (37 kD) und daher eine Interferenz der

Bandenmuster nicht ausgeschlossen werden konnte.

Vorbereitung der Reagenzien

e RIPA-Puffer (50 ml):
o 1% NP-40 (0,5 ml)
o 0,5% DOC (0,25 g)
o 1% SDS (0,5 ml SDS 10 %)
o 150 mM NaCl (1,5 mI NaCl 5 M)
o 50 mM Tris pH 8,0 (2,5 ml Tris 1 M)
o in Aqua dest. (auffillen auf 50 ml)
e Laufpuffer (5x)
o 7,55 g Tris (Applichem, entspricht 25 ml Endkonzentration)
o 36,0 g Glycin (Applichem)
o 25 ml SDS 10 % (Applichem)
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o auf 500 ml mit Aqua dest. Auffillen
e PBS 0,01 M (10x)
o 40 gNaCl (1,37 M)
o 1,0 g KCI (27 mM)
o 5,75 g Dinatriumhydrogenphosphat (NazHPO4 x7 H20, 43 mM)
o 1,0 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4, 14 mM)
o auf 500 ml mit Aqua dest. auffiillen
e PBS-Tween (PBST) (1x)
o 5 ml Tween-20 (Applichem) in 20 ml PBS (= 20%iges Tween-20)
o davon 1,0 ml 20%iges Tween-20
o 100 ml PBS 0,01 M (10x)
o 900 ml Aqua dest.
e Transferpuffer (5x)
o 15,1 g Tris (Applichem, entspricht 25 mM Endkonzentration)
o 72,0 g Glycin (Applichem)
o auf 1000 mI mit Aqua dest. auffillen
e Blockingpuffer:
o 0,5gBSA
o 1,5 g Magermilchpulver
o in 50 mI PBST 1x
e Entwickler/Fixierer
o 109 mlin 500 ml Aqua dest.

Zelllyse

Arbeitsschritte

e Zellen trypsinieren

e Zellsuspension bei 1000 G und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugieren

e Proteinase-Inhibitor und RIPA-Puffer im Verhéltnis 1:10 mischen (pro Probe je 30-
200 ul je nach PelletgrolRe ansetzen)

e Uberstand absaugen



52

Proteinase-Inhibitor-RIP A-Gemisch auf die Zellsuspension geben, resuspendieren
und fur 10 Minuten bei 4°C im Kuhlschrank inkubieren
Zellsuspension anschlielend bei 10.000 G und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugieren

Uberstand in vorgekiihite Eppendorff Tubes uberfiihren und Zellpellets verwerfen

Bestimmung der Proteinkonzentration

Arbeitsschritte

Bradford-Reagenz auf Raumtemperatur bringen

FUr die Standardproben (Proteinkonzentration 0-10 ug/ml) je 1 mI PBS mit O, 2, 4,
6, 8 und 10 pl BSA-Proteinstandard mischen, zusétzlich je 2 yl RIPA-Puffer als
Negativkontrolle hinzufligen

Fur die Zelllysat-Proben je 2 pl der zu untersuchenden Proteinldsung mit1 mlPBS
mischen

Je 1 ml Bradford-Reagenz zu den Standardproben bzw. Zelllysat-Proben
hinzufigen

Gemisch aus Proteinstandard bzw. Zellysat-Probe und Bradford-Reagenz fir 5-45
Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen

Proben in Kivetten umfillen und Absorption bei 595 nm messen

Bestimmung der Proteinkonzentration der verschiedenen Zelllysat-Proben
Berechnung des Volumens der jeweiligen Probe bei einer gewiinschten

Proteinmenge von 100 ug pro Geltasche

Probenmenge [ul] = (B X P)/(K X 1ml)

B: im Bradford eingesetztes Volumen der Proteinlésung [ul] [hier: 2 pl]

P: gewlinschte Proteinmenge je Bahn des Westernblots [ug] [100 ug]

K: Proteinkonzentration der Bradford-Probe [ug/ml] (Volumen der Bradford-Probe: 1 ml)
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Gelelektrophorese

Arbeitsschritte

e Laufpuffer ansetzen: 100 ml Laufpuffer (5x) + 400 ml Aqua dest.

e Ladepuffer IX mit 200 mM Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) versetzen

e Probe und Ladepuffer im Verhaltnis 1:1 mischen (i.d.R. 15 ul Probe + 15 pl
Ladepuffer 1X)

e Gel in die Elektrophoresekammer einsetzen und Kammer mit Laufpuffer fillen

e 10 ul Proteinmarker in die erste Geltasche und je 15 pl Probe-Ladepuffer-Gemisch

in die weiteren Geltaschen pipettieren

e Gelelektrophorese bei 120 V fur 60-90 Minuten laufen lassen

Protein-Transfer

Arbeitsschritte

e Transferpuffer ansetzen:

©)

o

©)

o

o

200 ml Transferpuffer (5x)

600 ml Aqua dest.

200 ml Methanol (zum Schluss)
Transfermembran in Methanol einweichen lassen

Whatman-Papier in Transferpuffer einweichen lassen

e Transferkammer luftblasenfrei zusammenbauen:

o

©)

o

©)

o

Schwamm
Whatman-Papier
Trenngel
Transfermembran
Whatman-Papier

Schwamm

e Transferkammer in den Transferbehélter stellen und mit Transferpuffer fillen
e Blotting bei 100 V und 400 mA fir 90 Minuten
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Immunodetektion

Arbeitsschritte

e Transfermembran mit Ponceau-S-L6sung farben, um den Erfolg des Blottens zu
Uberprifen

e Féarbung mit PBST auswaschen

e Membran mit Blockingpuffer bedecken und bei 4°C uber Nacht auf einem Schuittler
inkubieren

e Transfermembran mit Prim&rantikdrper (in 10 ml Blockingpuffer) fir mindestens 60
Minuten auf einem Schuittler inkubieren

e 3x kurz mit Aqua dest. waschen, 3x mit PBST fiur jeweils 10 Minuten auf dem
Schuttler waschen

e Transfermembran mit Sekundéarantikorper (in 10 ml Blockingpuffer) fir mindestens
60 Minuten auf einem Schuttler inkubieren

e 3x kurz mit Wasser waschen, 3x mit PBST fur jeweils 10 Minuten auf dem Schuttler
waschen

e Transfermembran mit 10 ml SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
1+1 bedecken und unter Lichtschutz fir 5 Minuten inkubieren

e RoOntgenfiime fur 10 Sekunden bis 10 Minuten belichten und entwickeln

2.2.8 Statistische Auswertung

Die Daten aus LDH-Assay und ELISA wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS
ausgewertet. Dazu wurden die Werte zunachst auf Normalverteilung Uberprift und
anschlieRend eine ANOVA-Analyse durchgefuhrt. Als Post-Hoc-Test kam der Bonferroni-
Test zum Einsatz. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung
angegeben. Als statistisch signifikant wurden die Ergebnisse bei p-Werten <0,05
gewertet. In allen Graphen wurden die Signifikanzlevel folgendermaf3en gekennzeichnet:
p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***). Die graphische Auswertung des Westernblots
wurde mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ vorgenommen und die

gemessenen Werte anschlie3end mittels Excel ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung des ARPE-19-Zellkulturmodells

3.1.1 Charakterisierung der verwendeten humanen RPE-Zelllinie

Die Fotos zeigen die typische Morphologie der verwendeten humanen RPE-Zelllinie
ARPE-19 (Abb. 8, Abb. 9). Analog zu humanen RPE-Zellen in vivo bilden ARPE-19-Zellen
epitheliale  Monolayer  mit interzellularen  Tight Junctions aus. Fir die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde zum einen ein ZO-1-Antikérper (blau)

verwendet, der sich gegen das membranstandige Tight Junctions-Protein Zonula

occludens 1 (ZO-1) richtet, zum anderen der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (grtin), der an die
DNA im Zellkern bindet (Abb. 9).

Abb. 8: Lichtmikroskopische Darstellung von ARPE-19-Zellen. A: Vergrél3erung: 40-fach,
Mal3stabsleiste: 200 um. B: Vergré3erung: 400-fach, Mal3stabsleiste: 20 um.
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Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopische morphologische Charakterisierung von ARPE-19-
Zellen. A: VergrofRerung: 100-fach, Mal3stabsleiste: 80 uM. B: VergréBerung: 400-fach,
Mal3stabsleiste: 20 um. Griin gefarbt ist das interzellulare Tight-junctions-Protein ZO-1.
Die im Zellkern lokalisierte DNA erscheint durch den Fluoreszenzfarbstoff DAPI blau.

3.2 Zellkulturmodell 1 Inflammasomaktivierung durch lysosomale

Membranpermeabilisation

Zunachst wurde die NLRP3-Inflammasomaktivierung in dem Modell der lysosomalen
Membranpermeabilisation untersucht. Dazu wurde die lysosomotrope Substanz L-leucyl-
L-leucyl-Methylester (Leu-Leu-OMe) eingesetzt, die zu einer chemisch-induzierten
Destabilisierung der lysosomalen Membran fihrt.

3.2.1 Effekt von Konzentration und Priming auf die Leu-Leu-OMe-induzierte

Inflammasomaktivierung

In einem ersten Schritt wurden ARPE-19-Zellen nach einem 48-stindigen Priming-Schritt
mit IL-1a fUr drei Stunden mit steigenden Konzentrationen Leu-Leu-OMe (0 mM, 0,25 mM,
0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM) behandelt. Hierbei zeigte sich eine dosisabhangige Wirkung
und ab einer Konzentration von 0,25 mM eine statistisch signifikante Erhéhung sowonhl
der Zytotoxizitdt als auch der IL-1B-Ausschittung als Zeichen der NLRP3-
Inflammasomaktivierung. Fur alle Konzentrationsschritte wurde zuséatzlich der Effekt des
Inflammasom-Primings auf die Leu-Leu-OMe induzierte Inflammasomaktivierung

untersucht. Hierbei lie3 sich Uber alle Konzentrationen hinweg eine signifikante
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Steigerung der Inflammasomaktivierung durch den Priming-Schritt nachweisen (Abb. 10,
Abb. 11).
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Abb. 10: Effekt von Konzentration und Priming auf die Leu-Leu-OMe-induzierte
Zytotoxizitat (n=3). ARPE-19-Zellen wurden fir 3 Stunden mit aufsteigenden
Konzentrationen Leu-Leu-OMe behandelt. Ein Teil der Zellen wurde zudem fir 48
Stunden mit dem Priming-Faktor IL-1a prédinkubiert. Es zeigte sich sowohl fir den Faktor
Konzentration als auch fir den Faktor Priming eine signifikante Steigerung der
Zytotoxizitat als Zeichen der Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***).
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Abb. 11: Effekt von Konzentration und Priming auf die Leu-Leu-OMe-induzierte IL-1(3-
Ausschittung (n=4). ARPE-19-Zellen wurden fur 3 Stunden mit aufsteigenden
Konzentrationen Leu-Leu-OMe behandelt. Ein Teil der Zellen wurde zudem fur 48
Stunden mit dem Priming-Faktor IL-1a préinkubiert. Es zeigte sich sowohl fiir den Faktor
Konzentration als auch fir den Faktor Priming eine signifikante Steigerung der IL-18-
Ausschittung als Zeichen der Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05
(*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.3 Zellkulturmodell 2: Inflammasomaktivierung durch oxidativen Stress

In einem zweiten Modell der NLRP3-Inflammasomaktivierung wurde H202 als
Aktivierungssignal eingesetzt. H202 bildet beim Zerfall reaktive Sauerstoffspezies wie
Hydroxylradikale (OH-Radikale) und Peroxyradikale (OOH-Radikale), die Uber den ROS-

Aktivierungsweg das NLRP3-Inflammasom stimulieren kdnnen.

3.3.1 Effekt wvon Konzentration und Priming auf die H202-induzierte

Inflammasomaktivierung

Zur Etablierung des H202-Modells wurden die ARPE-19-Zellen zunéchst fur 48 Stunden
mit der Priming-Substanz IL-1a inkubiert und anschlieBend mit aufsteigenden
Konzentrationen H202 (0 mM, 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM, 10 mM) fur drei Stunden behandelt.
Hierbei zeigte sich ein konzentrationsabhéangiger Effekt. Je hdher die H202-Konzentration
gewahlt wurde, desto hoher fiel auch die Zytotoxizitat aus (Abb. 12). Dieselbe
Beobachtung konnte auch fir die IL-1B-Freisetzung gemacht werden (Abb. 13). Dabei trat
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eine signifikante Erhoéhung der Zytotoxizitat bzw. IL-1B-Freisetzung ab einer
Konzentration von 5 mM H202auf (Abb. 12, Abb. 13). Im nachsten Schritt wurde zudem
der Effekt des Priming-Signals auf die NLRP3-Aktivierung untersucht. Die
Versuchsergebnisse zeigten, dass der Faktor Priming Uber alle Konzentrationen hinweg
statistisch signifikant sowohl die Rate an Zelltod als auch die Ausschittung von IL-1(
erhoht. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden in den weiteren Versuchen ARPE-19-

Zellen nach einem Priming-Schritt mit einer H202-Konzentration von 5 mM behandelt.
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Abb. 12: Effekt von Konzentration und Priming auf die H202-induzierte Zytotoxizitat
(n=12). ARPE-19-Zellen wurden fir 3 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen H202
behandelt. Ein Teil der Zellen wurde fir 48 Stunden mit dem Priming-Faktor IL-1a
prainkubiert. Es zeigte sich sowohl fir den Faktor Konzentration als auch fir den Faktor
Priming (ab 5 mM H202) eine signifikante Steigerung der Zytotoxizitat als Zeichen der
Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).
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Abb. 13: Effekt von Konzentration und Priming auf die H202-induzierte IL-1B-
Ausschittung (n=4). ARPE-19-Zellen wurden fur 3 Stunden mit aufsteigenden
Konzentrationen H202 behandelt. Ein Teil der Zellen wurde fur 48 Stunden mit dem
Priming-Faktor IL-1a préinkubiert. Es zeigte sich sowohl fiir den Faktor Konzentration (ab
5 mM H202) als auch fur den Faktor Priming eine signifikante Steigerung der IL-73-
Ausschittung als Zeichen der Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.3.2 Effekt deuterierter mehrfach ungesattigter Fettsauren auf die H202-induzierte

Inflammasomaktivierung

Die deuterierten mehrfach ungeséttigten Fettsauren 11,11-D2-Linolsaure (D2-Lin) und
11,11,14,14-D4-a-Linolensaure  (D4-a-Lnn) wurden ebenso wie die nativen, nicht
deuterierten Fettsduren Linolsdure (Lin) und a-Linolenséure (a-Lnn) in einer
Konzentration von 200 uyM eingesetzt. Um ihren Effekt auf die H202-induzierte NLRP3-
Aktivierung messen zu konnen, wurden ARPE-19-Zellen zuné&chst fur unterschiedliche
Zeitintervalle (24 h, 48 h, 72 h, 96 h) mit den Fettsauren prainkubiert. Parallel dazu erfolgte
ein 48-stundiger Priming-Schritt mit IL.-1a und eine dreistindige Behandlung mit 5 mM
H202. Wahrend der Priming- und Aktivierungsbehandlung enthielt das Medium ebenfalls
die jeweiligen Fettsauren. Entgegen unserer Hypothese, dass die deuterierten Fettsduren
die H202-induzierte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und die dadurch ausgeltste
Lipidperoxidation mit anschliel3ender lysosomaler Membranpermeabilisation unterbinden,

konnte in keinem der Versuche, unabhangig von der Inkubationszeit, eine signifikante
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Reduktion der H202-induzierten Zytotoxizitat nachgewiesen werden (Abb. 14). Auf eine

zusatzliche Untersuchung der IL-1B-Ausschittung mittels ELISA wurde verzichtet.

Die untersuchten deuterierten mehrfach ungesattigten Fettsauren sind somit basierend
auf diesen Ergebnissen nicht in der Lage, die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch

H20:2 signifikant zu reduzieren.
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Abb. 14: Kein signifikanter Effekt der Fettsauren D2-Lin, D4-a-Lnn, Lin und a-Lnn auf die
H202-induzierte Inflammasomaktivierung nach 24, 48, 72 und 96 Stunden Inkubationszeit
(n=6). ARPE-19-Zellen wurden fur 48 Stunden mit IL-1a behandelt und zeitgleich fir
verschiedene Zeitintervalle mit den Fettsdauren D2-Lin, D4-a-Lnn, Lin und a-Lnn inkubiert.
Es zeigte sich unabhéngig von der Inkubationsdauer keine signifikante Reduktion der
H202-induzierten Zytotoxizitdt. Die angegebenen Signifikanzstufen beziehen sich
innerhalb einer Zeitspanne jeweils auf die mit H202-behandelte Versuchsgruppe. Nicht
signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.4 Zellkulturmodell 3: Inflammasomaktivierung Uber den P2X7-Rezeptor

Um einen weiteren Aktivierungsweg des NLRP3-Infammasoms in vitro abbilden zu
konnen, wurde im Folgenden die P2X7-induzierte Inflammasomaktivierung als drittes
Zellkulturmodel in ARPE-19-Zellen etabliert. Als Aktivierungssubstanz wurde der ATP-
Abkdmmling BzATP verwendet, der im Vergleich zu ATP mit einer 10-30-fach hoheren
Potenz an den P2X7-Kanal bindet (North, 2002).
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3.4.1. THP-1-Zellen

Da es bezuglich des P2X7-Modells in RPE-Zellen bisher kaum veréffentlichte Daten gibt,
dieses aber in Makrophagen bereits vielfach eingesetzt wird (Buell et al., 1998), wurden
die ersten Versuchsreihen an THP-1-Zellen durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine
humane Monozytenzelllinie, die 1978 aus dem peripheren Blut eines Patienten mit akuter
myeloischer Leukamie (AML) gewonnen wurde. THP-1-Zellen &hneln humanen
Monozyten und Makrophagen in Morphologie und Differenzierungsverhalten und stellen
damit ein weit verbreitetes Zellkulturmodell zur Untersuchung der Eigenschaften humaner
Monozyten dar (Chanput et al., 2014; Tsuchiya et al., 1980).

Die Untersuchung der NLRP3-Inflammasomaktivierung in THP1- Zellen erfolgte mit dem
Ziel, eine geeignete BzATP-Konzentration zu ermitteln sowie den Einfluss von Priming
und Inkubationszeit einschatzen zu kdnnen. Dabei wurde die Zelltodrate mittels LDH-
Assay bestimmt. Auf die Messung der IL-1B-Konzentration mittels ELISA wurde
verzichtet, da trotz mehrfacher Verdinnung die Absorptionswerte den Messbereich des

Microplate-Readers lberstiegen und daher nicht auswertbar waren.

3.4.1.1 Effekt von Konzentration und Priming auf die BzATP-induzierte

Inflammasomaktivierung

Die THP-1-Zellen wurden fur die Versuchsreihen fir zwei Stunden mit der Priming-
Substanz LPS (200 ng/ml) und anschlieRend mit steigenden BzATP-Konzentrationen (0
M, 100 pM, 200 M, 400 M) behandelt. Hierbei zeigte sich ein
konzentrationsabhangiger Effekt. Je hoher die eingesetzte BzATP-Konzentration war,
desto hoher fiel die Zytotoxizitat aus. Dabei lie3 sich eine signifikante Erhohung der
Zytotoxizitat ab einer Konzentration von 100 uM BzATP nachweisen. Darlber hinaus
wurde der Einfluss des Faktors Priming auf die BzATP-induzierte Zytotoxizitat Uberpruft.
Hierbei zeigte sich, dass der Priming-Schritt die Zelltodrate Uber alle Konzentrationsstufen
hinweg signifikant steigern konnte (Abb. 15).
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Abb. 15: Effekt von Konzentration und Priming auf die BzATP-induzierte
Inflammasomaktivierung in THP-1-Zellen (n=9). THP-1 Zellen wurden fir 24 Stunden mit
aufsteigenden Konzentrationen BzATP behandelt. Ein Teil der Zellen wurde zudem fir 2
Stunden mit dem Priming-Faktor LPS prainkubiert. Es zeigte sich sowohl fur den Faktor
Konzentration als auch fur den Faktor Priming eine signifikante Steigerung der
Zytotoxizitat als Zeichen der Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.4.1.2 Effekt der Inkubationszeit auf die BzZATP-induzierte Inflammasomaktivierung

Zudem wurde auch der Einfluss der Inkubationszeit auf die BzATP-induzierte
Inflammasomaktivierung  ermittelt. Hierzu wurden THP-1-Zellen nach einem
zweistiindigen Priming-Schritt mit LPS fur unterschiedliche Zeitintervalle (3 h, 6 h, 24 h)
mit BzATP behandelt. Die Versuche zeigten, dass die Zytotoxizitdt mit steigender
Inkubationsdauer zunimmt. Ein signifikanter Anstieg der Zelltodrate konnte fur alle

BzATP-Konzentrationen (100 pM, 200 uM, 400 uM) ab einer Inkubationszeit von 24 h
erzielt werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Effekt der Inkubationszeit auf die BzATP-induzierte Inflammasomaktivierung in
THP-1-Zellen (n=3). THP-1-Zellen wurden zunachst fur 2 Stunden mit dem Priming-Faktor
LPS prainkubiert und anschliel3end fir verschiedene Zeitintervalle mit den BzATP-
Konzentrationen 100, 200 und 400 uM behandelt. Erst ab einer Inkubationsdauer von 24
Stunden zeigte sich eine signifikante Steigerung der Zytotoxizitdt. Die angegebenen
Signifikanzstufen beziehen sich innerhalb einer Konzentrations-Untergruppe jeweils auf
die ohne BzATP (0 h) behandelte Versuchsgruppe. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*),
p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.4.2 ARPE-19-Zellen

Nach der Etablierung des Zellkulturmodells in THP-1-Zellen wurden dieselben
Einflussgrof3en im Folgenden an ARPE-19-Zellen untersucht. Zuséatzlich wurde der

Einfluss divalenter Kationen auf die BzATP-induzierte Inflammasomaktivierung bestimmt.

3.4.2.1 Effekt von Konzentration und divalenten Kationen auf die BzATP-induzierte

Inflammasomaktivierung

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass divalente Kationen wie Calcium und Magnesium
einen hemmenden Einfluss auf den P2X7-Kanal und damit die NLRP3-Aktivierung haben
(Dutot et al., 2008; Michel et al., 1999; North, 2002; Virginio et al., 1997). Daher wurde
neben den Einflussgréf3en Konzentration, Priming und Inkubationszeit auch der Faktor

Medium untersucht. Hierzu wurden ARPE-19-Zellen fir 48 Stunden mit der Priming-
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Substanz IL-1a und anschlielend mit aufsteigenden Konzentrationen BzATP behandelt.
Dabei wurden die Versuche sowohl in dem Standard-Zellkulturmedium DMEM als auch
in der Waschlésung DPBS, jeweils mit und ohne Calcium und Magnesium, durchgefuhrt.
Die Versuche zeigten, dass eine statistisch signifikante Steigerung der Zelltodrate und IL-
1B-Freisetzung als Zeichen der NLRP3-Infammasomaktivierung nur in Calcium- und
Magnesium-freiem DPBS erzielt werden konnte (Abb. 17, Abb. 18). Dies bestatigt den

hemmenden Einfluss divalenter Kationen auf die P2X7-induzierte
Inflammasomaktivierung.
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Abb. 17: Effekt von Konzentration und divalenten Kationen auf die BzATP-induzierte
Zytotoxizitat in ARPE-19-Zellen (n=3). ARPE-19-Zellen wurden fir 48 Stunden mit dem
Priming-Faktor IL-7a préinkubiert und fir weitere 24 Stunden mit aufsteigenden
Konzentrationen BzATP behandelt. Die Versuche wurden in drei verschiedenen Medien
(DMEM, DPBS mit Calcium/Magnesium und DPBS ohne Calcium/Magnesium)
durchgefuhrt. Eine signifikante Steigerung der BzATP-induzierten Zytotoxizitat als
Zeichen der Inflammasomaktivierung zeigte sich nur in Calcium-/Magnesium freiem
Medium. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).
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Abb. 18: Effekt von Konzentration und divalenten Kationen auf die BzATP-induzierte IL-
1B-Ausschiittung in ARPE-19-Zellen (n=2). ARPE-19-Zellen wurden fur 48 Stunden mit
dem Priming-Faktor IL-1a prainkubiert und fir weitere 24 Stunden mit aufsteigenden
Konzentrationen BzATP behandelt. Die Versuche wurden in drei verschiedenen Medien
(DMEM, DPBS mit Calcium/Magnesium und DPBS ohne Calcium/Magnesium)
durchgefiihrt. Eine signifikante Steigerung der BzATP-induzierten IL-1B3-Ausschittung als
Zeichen der Inflammasomaktivierung zeigte sich nur in Calcium-/Magnesium freiem
Medium. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.4.2.2 Effekt verschiedener Medien auf die Zytotoxizitat nach 24-stiindiger Inkubation

Da den beiden verwendeten Pufferlosungen DPBS mit bzw. ohne Calcium und
Magnesium typische Bestandteile eines Zellkulturmediums fehlen, wurde die
Zellmorphologie unbehandelter ARPE-19-Zellen nach 24 Stunden Inkubationszeit
lichtmikroskopisch untersucht und die Zytotoxizitat zuséatzlich anhand der LDH-
Freisetzung gemessen, um auszuschlieRen, dass die Pufferlésungen selbst ein
vermehrtes Zellsterben provozieren. Die Morphologie der Zellen erschien auf den
lichtmikroskopischen Aufnahmen in Calcium-/Magnesium-freiem Medium zwar leicht
verandert, aber es zeigte sich kein klarer Hinweis auf eine erhéhte Zelltodrate (Abb. 19).
Auch die LDH-Messungen weisen darauf hin, dass die Zytotoxizitdt nach einer 24-

stiindigen Inkubationszeit bei allen drei Medien vergleichbar gering ist (Abb. 20).
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Abb. 19: Lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter ARPE-19-Zellen ohne Priming-
Schritt nach 24-stindiger Inkubation in DMEM (A), DPBS mit Calcium und Magnesium
(B) und Calcium-/Magnesium-freiem DPBS (C). VergroR3erung: 40-fach, Mal3stabsleiste:
200 pym. Die Morphologie der ARPE-19-Zellen in der Pufferlosung DPBS (B, C) zeigt sich
im Vergleich zu den Zellen im Zellkulturmedium DMEM (A) leicht veréndert.
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Abb. 20: Zytotoxizitdt unbehandelter ARPE-19-Zellen ohne Priming-Schritt nach 24-
stindiger Inkubation in DMEM, DPBS mit Calcium und Magnesium und Calcium-
/Magnesium-freiem DPBS (n=9). Unbehandelte ARPE-19-Zellen wurden fiir 24 Stunden
in drei verschiedenen Medien (DMEM, DPBS mit Calcium/Magnesium, DPBS ohne
Calcium/Magnesium) inkubiert. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Zytotoxizitat zwischen den drei Medien. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und
p<0,001 (***).

3.4.2.3 Effekt von Priming auf die BzZATP-induzierte Inflammasomaktivierung

Um den Einfluss des Faktors Priming auf die BzATP-induzierte Inflammasomaktivierung
zu untersuchen, wurden ARPE-19-Zellen fur 24 Stunden mit aufsteigenden



68

Konzentrationen BzATP (0 uM, 100 pM, 200 uM, 400 uM, 800 pM) in Calcium- und
Magnesium-freiem DPBS behandelt. Die eine Halfte der Versuchsgruppe wurde zuvor fir
48 Stunden mit IL-1a inkubiert, wéahrend bei der anderen Halfte auf einen Priming-Schritt

verzichtet wurde.

Ebenso wie bei den THP-1-Zellen zeigte sich auch bei den ARPE-19-Zellen
konzentrationsabhangig eine signifikante Steigerung sowohl der Zytotoxizitat als auch der
IL-1B-Konzentration durch BzATP (Abb. 21, Abb. 22). Dartber hinaus fuhrte der Priming-
Schritt ab einer BzATP-Konzentration von 200 uM zu einer signifikanten Steigerung der
Inflammasomaktivierung. Der starkste Effekt konnte dabei bei einer BzZATP-Konzentration
von 400 pM festgestellt werden. Daher wurde diese Konzentration in den nachfolgenden

Versuchen eingesetzt.

Damit stellt BzATP neben Leu-Leu-OMe und H202 eine weitere geeignete

Aktivierungssubstanz zur Stimulation des NLRP3-Inflammasoms in ARPE-19-Zellen dar.
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Abb. 21: Effekt von Konzentration und Priming auf die BzATP-induzierte Zytotoxizitat in
ARPE-19-Zellen (n=12 aus 4 unabhangigen Experimenten mit jeweils n=3). ARPE-19-
Zellen wurden fir 24 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen BzATP behandelt. Ein
Teil der Zellen wurde zudem fir 48 Stunden mit dem Priming-Faktor IL-7a préainkubiert.
Es zeigte sich sowohl fur den Faktor Konzentration als auch fur den Faktor Priming (ab
200 uM BzATP) eine signifikante Steigerung der Zytotoxizitdt als Zeichen der
Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).
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Abb. 22: Effekt der BzATP-Konzentration auf die IL-1B-Freisetzung in ARPE-19-Zellen
(n=2). ARPE-19-Zellen wurden fir 48 Stunden mit dem Priming-Faktor IL-1a préinkubiert
und fur 24 Stunden mit aufsteigenden Konzentrationen BzATP behandelt. Es zeigte sich
ab einer Konzentration von 200 uM BzATP eine signifikante Steigerung der IL-18-
Ausschittung als Zeichen der Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05
(*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.4.2.4 Effekt der Inkubationszeit auf die BzZATP-induzierte Inflammasomaktivierung

Ebenso wie bei den THP-1-Zellen zeigte sich auch bei den ARPE-19-Zellen erst nach
einer Inkubationsdauer von 24 Stunden mit 400 uM BzATP eine signifikante

Inflammasomaktivierung (Abb. 23).
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Abb. 23: Effekt der Inkubationszeit auf die BzATP-induzierte Zytotoxizitat (n=6) und IL-
1B-Ausschittung in ARPE-19-Zellen (n=2). ARPE-19-Zellen wurden fur 48 Stunden mit
dem Priming-Faktor IL-1a préinkubiert und anschliel3end fiir verschiedene Zeitintervalle
mit 400 uM BzATP behandelt. Erstab einer Inkubationsdauer von 24 Stunden zeigte sich
eine signifikante Steigerung der BzATP-induzierten LDH- und IL-78-Ausschittung als
Zeichen der Inflammasomaktivierung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und
p<0,001 (***).

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden die ARPE-19-Zellen in allen folgenden
Versuchen fir 48 Stunden mit IL-1a préinkubiert und anschlieend fir weitere 24 Stunden
mit 400 uM BzATP behandelt. Als Medium wurde DPBS ohne Calcium und Magnesium

verwendet.

3.4.2.5 Effekt von MCC950 auf die BzATP-induzierte Inflammasomaktivierung

MCC950 (CRID3) ist ein in der Literatur vorbeschriebener Inhibitor des NLRP3-
Inflammasoms aus der Klasse der small molecule inhibitors (Primiano et al., 2016; Hill et
al., 2017). Um den Effekt auf die P2X7-induzierte Inflammasomaktivierung in vitro testen
zu kdnnen, wurden ARPE-19-Zellen nach einem Priming-Schritt mit IL-1a fir 24 Stunden
mit 400 uM BzATP vorbehandelt. Zeitgleich erfolgte in den Kontrollgruppen die
Applikation von MCC950 in drei verschiedenen Konzentrationen (0,001 uM, 0,01 uM und
0,1 uM). Wahrend bei einer Konzentration von 0,001 yM bzw. 0,01 uM kein Effekt auf die
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Zytotoxizitat nachgewiesen werden konnte, kam es bei einer MCC950-Konzentration von
0,1 uM zu einer statistisch signifikanten Reduktion der Zelltodrate (Abb. 24).
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Abb. 24: Effekt verschiedener MCC950-Konzentrationen auf die BzATP-induzierte
Inflammasomaktivierung in ARPE-19-Zellen (n=3). ARPE-19-Zellen wurden nach einem
48-stundigen Priming-Schritt mit IL-7a und einer 24-stiindigen Behandlung mit 400 uM
BzATP mit aufsteigenden Konzentrationen MCC950 versetzt. Es zeigte sich ab einer
Konzentration von 0,17 uM MCC950 eine signifikante Reduktion der BzATP-induzierten
Zytotoxizitat. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***).

3.4.2.6 Effekt von IFM-632 auf die BzATP-induzierte Inflammasomaktivierung

Bei IFM-632 handelt es sich um einen neu entwickelten NLRP3-Inhibitor, der von der
Firma IFM Therapeutics zur Verfigung gestellt und bislang noch nicht auf seine
Wirksamkeit in RPE-Zellen getestet wurde. Wir haben den Effekt verschiedener IFM-632-
Konzentrationen (0,001 pM, 0,01 pM und 0,1 uM) auf die BzATP-induzierte NLRP3-
Inflammasomaktivierung untersucht. Die Versuchsergebnisse zeigten, dass IFM-632 in
der Lage ist, die BzZATP-induzierte Inflammasomaktivierung in ARPE-19-Zellen signifikant
zu reduzieren. Ahnlich wie bei der Versuchsreihe mit MCC950 konnte ein statistisch
signifikanter Effekt auf die Zelltodrate ab einer Konzentration von 0,1 pM IFM-632
festgestellt werden. Gleichzeitig reduzierte IFM-632 in einer Konzentration von 0,1 uM
auch die NLRP3-assoziierte Ausschuittung von IL-18 signifikant (Abb. 25).
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Abb. 25: Effekt verschiedener IFM-632-Konzentrationen auf die BzATP-induzierte
Zytotoxizitat (n=9) und IL-1B-Ausschittung (n=4) in ARPE-19-Zellen. ARPE-19-Zellen
wurden nach einem 48-stiindigen Priming-Schritt mit IL-7a und einer 24-stindigen
Behandlung mit 400 uM BzATP mit aufsteigenden Konzentrationen IFM-632 versetzt. Es
zeigte sich ab einer Konzentration von 0,1 uM eine signifikante Reduktion der BzATP-
induzierten LDH- und IL-7B-Ausschittung. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**)
und p<0,001 (***).

3.4.2.7 Vergleich der Inhibitoren IFM-632 und MCC950

Um die Starke des hemmenden Effekts von IFM-632 auf die Inflammasomaktivierung im
Vergleich zu MCC950 besser einordnen zu konnen, wurde eine Versuchsreihe
durchgefiihrt, bei der IFM-632 und MCC950 in einer Konzentration von 0,1 pM direkt
miteinander verglichen wurden. Hierbei zeigte sich eine Tendenz zu einer starkeren
Wirkung von IFM-632, aber kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen (Abb. 26).
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Abb. 26: Effekt von IFM-632 und MCC950 auf die BzATP-induzierte Zytotoxizitat (n=3)
und IL-1B-Ausschittung (n=2) in ARPE-19-Zellen. ARPE-19-Zellen wurden nach einem
48-stundigen Priming-Schritt mit IL-7a und einer 24-stiindigen Behandlung mit 400 uM
BzATP mit den NLRP3-Inhibitoren IFM-632 und MCC950 behandelt. Beide Inhibitoren
konnten die BzATP-induzierte LDH- und IL-7B-Ausschittung in einer Konzentration von
0,1 uM signifikant hemmen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Substanzen. Nicht signifikant (n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**)und p<0,001 (***).

3.5 BzATP als Priming-Faktor des NLRP3-Inflammasoms

Studienergebnisse legen nahe, dass BzATP neben seiner Funktion als Aktivierungssignal
moglicherweise auch einen primenden Einfluss auf das NLRP3-Inflammasom austibt
(Albalawi et al., 2017; Rapprich, 2016). Um dies zu Uberprifen, wurden ARPE-19-Zellen
mit verschiedenen Konzentrationen BzATP behandelt (O uM, 200 uM, 400 uM). Dabei
wurde eine Gruppe fir 48 Stunden mit der Priming-Substanz IL-1a behandelt, wahrend
bei der anderen Gruppe auf den Priming-Schritt verzichtet wurde. Anschlie3end wurden
Westernblotanalysen des Zytokins pro-IL-18 durchgefihrt und der Proteingehalt der
Zellen in den einzelnen Versuchsgruppen mit Hilfe der Software ImageJ quantifiziert.
Hierbei zeigte sich, dass pro-IL-1B in geringer Menge bereits ohne einen Priming-Schritt
vorliegt. Der pro-IL-1B3-Proteingehalt wurde bereits durch die alleinige Applikation von
BzATP signifikant gesteigert. Die zusatzliche Anwesenheit des Priming-Signals IL-1a
fuhrte zu einem noch deutlich hoheren pro-IL-13-Gehalt verglichen mit BzATP allein (Abb.
27, Abb. 28).
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Abb. 27: Westernblotanalyse von pro-IL-1B (37kD) nach Applikation von BzATP und IL-
1a (n=4). ARPE-19-Zellen wurden fiir 24 Stunden ohne bzw. mit 200 uM und 400 uM
BzATP inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde fur 48 Stunden zusatzlich mit dem Priming-
Faktor IL-1a behandelt. Proben gleichen Gesamtproteingehalts wurden mittels
Westernblotanalyse verglichen. In den analysierten Zelllysaten zeigte sich eine
Steigerung der pro-IL-1B8-Expression durch BzATP im Sinne eines Inflammasom-
Primings. Die Applikation von IL-7a fiuhrte zu einer zusatzlichen Erhéhung der pro-IL-18-
Expression.
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Abb. 28: Quantitative densitometrische Auswertung des Westernblotergebnisses aus
Abbildung 29. Es zeigte sich eine signifikante Steigerung der pro-IL-18-Expression durch
BzATP im Sinne eines Inflammasom-Primings. Zudem konnte die pro-IL-7B-Expression
durch die Applikation von IL-1a zusétzlich signifikant erhoht werden. Nicht signifikant
(n.s.), p<0,05 (*), p<0,01 (**)und p<0,001 (***).
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Mechanismen der NLRP3-
Inflammasom-Hemmung im Zellkulturmodell untersucht, um madgliche pharmakologische

Ansatzpunkte in der Therapie der altersabhangigen Makuladegeneration zuidentifizieren.

Neuere Studien weisen darauf hin, dass die Aktivierung des angeborenen Immunsystems
eine Schlusselrolle in der Pathogenese der AMD einnimmt (Ambati et al., 2013; Anderson
et al., 2002; Bok, 2005; Kauppinen et al., 2016). Neben einer Beteiligung des
Komplementsystems wird dabei insbesondere eine Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms diskutiert (Anderson et al., 2002; Anderson et al., 2010; Johnson et al.,
2001). Studien konnten nachweisen, dass sowohl in Patienten mit neovaskularer AMD als
auch mit geographischer Atrophie das NLRP3-Inflammasom aktiv ist (Cao et al., 2016;
Smith et al., 2001; Tarallo et al., 2012; Wang et al., 2016; Zhao et al., 2015). Als priméarer
Ausgangspunkt der Erkrankung gilt dabei das retinale Pigmentepithel, das wichtige
Stoffwechselfunktionen in der Versorgung der Photorezeptoren Ubernimmt und damit fur
die Funktionsfahigkeit der Retina unerlasslich ist (Sparrow et al., 2010; Strauss, 2005;
Young, 1987).

4.1 ARPE-19-Zellen als Zellkulturmodell

Um die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in vitro untersuchen zu kdénnen, wurden
daher ARPE-19-Zellen als Zellkulturmodell gewahlt. Dabei handelt es sich um eine
immortalisierte humane Zelllinie, die 1986 bei der Kultivierung primarer RPE-Zellen aus
den Augen eines 19-jahrigen Spenders entstanden ist (Dunn et al., 1996). Studien haben
nachgewiesen, dass ARPE-19-Zellen sowohl morphologisch als auch funktionell grol3e
Ahnlichkeiten zu primaren RPE-Zellen aufweisen. So bilden sie die typische
Pflastersteinform der RPE-Zellen aus, formen Tight junctions und Microvilli, und
exprimieren RPE-spezifische Gene wie RPE65 und CRALBP. Aus diesem Grund eignen
sie sich sehr gut als Zellkulturmodell zur Untersuchung von Pathologien des RPE

(Ahmado et al., 2011; Dunn et al., 1996). Anders als priméare Zellen lassen sie sich zudem
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einfacher kultivieren und bieten aufgrund ihrer konstanten Teilungseigenschaften eine

besonders hohe Reprozierbarkeit der Ergebnisse (Rapprich, 2016).

4.2 Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in ARPE-19-Zellen

In der Literatur sind eine Vielzahl von Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms beschrieben
(Abderrazak et al., 2015; Horvath et al., 2011; Latz et al., 2013). Sie scheinen jedoch im
Wesentlichen (ber drei gemeinsame Signalwege das NLRP3-Inflammasom zu
stimulieren: lysosomale Membranpermeabilisation, reaktive Sauerstoffspezies sowie die
Aktivierung des membrangebundenen ATP-Kanals P2X7 (Akhtar-Schéfer et al., 2018;
Schroder und Tschopp, 2010; Tschopp und Schroder, 2010). In der Literatur werden
zahlreiche Wechselwirkungen zwischen den drei Signalwegen postuliert (Akhtar-Schéfer
et al., 2018; Tschopp und Schroder, 2010). So konnte unsere Arbeitsgruppe eine
Verbindung zwischen (photo)oxidativem Stress und lysosomaler
Membranpermeabilisation mit konsekutiver Inflammasomaktivierung herstellen und damit

das ROS-Modell und das lysosomale rupture modell miteinander verknipfen
(Brandstetter et al., 2015).

Um die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms madglichst umfassend zu untersuchen,
wurden in der vorliegenden Arbeit alle drei Aktivierungswege des Inflammasoms
nachgestellt. Zur Induktion der lysosomalen Membranpermeabilisation wurde Leu-Leu-
OMe eingesetzt, der oxidative Stress wurde durch die Applikation von H202 nachgeahmt
und die Stimulierung des P2X7-Kanals erfolgte Gber den ATP-Abkdémmling BzATP.

Wahrend die NLRP3-Aktivierung in ARPE-19-Zellen durch Leu-Leu-OMe bzw. H202 in
unserer Arbeitsgruppe bereits etabliert war, wurde im Rahmen dieser Arbeit das
Zellkulturmodell der P2X7-induzierten Inflammasomaktivierung neu entwickelt.

4.3 Etablierung des P2X7-Modells in ARPE-19-Zellen

Vorversuche unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass durch die Zugabe verschiedener
Konzentrationen von ATP keine NLRP3-Aktivierung erzielt werden konnte (Patt, 2021).

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit auf die Applikation von ATP verzichtet und
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stattdessen der P2X7-Agonist BzATP eingesetzt. BzZATP wird eine im Vergleich zu ATP
10-30-fach hohere Potenz zugeschrieben. Dies spiegelt sich auch in der mittleren
effektiven Konzentration (EC50) wider. Wahrend ATP in einer Konzentration von 1 yM
eingesetzt werden muss, um einen effektiven lonenstrom Uber den P2X7-Kanal zu
erreichen, sind bei BzZATP Konzentrationen im nanomolaren Bereich ausreichend (North,
2002).

Um einen ersten Eindruck von der notwendigen Konzentration und Inkubationsdauer von
BzATP zu erhalten, wurden die ersten Versuche in der humanen Monozytenzelllinie THP-
1 durchgefiihrt (Chanput et al., 2014; Tsuchiya et al., 1980), da hier die BzZATP-induzierte
Inflammasomaktivierung als Zellkulturmodell bereits fest etabliert ist (Buell et al., 1998;
Gicquel et al., 2014). Fur humane RPE-Zellen dagegen fehlte ein vergleichbares Modell
bislang. In der Literatur vorbeschrieben waren BzATP-Konzentrationen von 100 uM bzw.
1000 pM, die fir eine Inkubationsdauer von 1 Stunde bzw. 24 Stunden in humanen RPE-
Zellen eingesetzt wurden (Guha et al.,, 2013; Yang et al., 2011). Daher wurden zur
Etablierung des P2X7-Modells in ARPE-19-Zellen sowohl unterschiedliche BzATP-
Konzentrationen (0-800 pM) als auch unterschiedliche Inkubationszeiten (1-24 Stunden)
untersucht. Dabei zeigte sich, dass BzATP das NLRP3-Inflammasom am effektivsten in

einer Konzentration von 400 uM nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden stimuliert.

Darlber hinaus wurde bei der Etablierung des P2X7-Modells der Einfluss divalenter
Kationen auf die NLRP3-Aktivierung berlcksichtigt. Da die handelsiblichen Kulturmedien
nicht ohne Calcium und Magnesium angeboten werden, wurde neben dem Standard-
Kulturmedium DMEM die Pufferlésung DPBS verwendet, die sowohl mit als auch ohne
Calcium und Magnesium verfligbar ist. Um auszuschlie3en, dass allein die Inkubation in
der Pufferlésung fur 24 Stunden negative Effekte auf die Zellviabilitaét ausibt, wurden die
Zellen lichtmikroskopisch beobachtet und die Zelltoxizitdt nach 24 Stunden gemessen.
Untersuchungen der LDH-Ausschittung zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen allen drei Medien, sodass der Einsatz von DPBS als Medienersatz fir eine
Inkubationsdauer von maximal 24 Stunden fir die Zwecke unseres Experiments maglich

erscheint.

Tatséachlich konnte eine statistisch signifikante Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms nur

in Calcium- und Magnesium-freiem DPBS erzielt werden, wahrend in normalem
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Kulturmedium und DPBS mit Calcium und Magnesium eine signifikante Inflammasom-
Aktivierung weder anhand von Zelltodrate noch von IL-1R-Ausschittung nachweisbar
war. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen, die
einen hemmenden Einfluss divalenter Kationen auf den P2X7-Kanal beschrieben haben
(Dutot et al., 2008; Michel et al., 1999; North, 2002; Virginio et al., 1997). Die halb-
maximale inhibitorische Konzentration (IC50) wird von Virginio et al. (1997) mit 2.9 mM
fur Calcium bzw. 0,5 mM fur Magnesium angegeben (Virginio et al., 1997). Das
Standardkulturmedium DMEM/F12 (1:1), das im Rahmen der Versuche fur ARPE-19-
Zellen eingesetzt wurde, enthalt Calcium und Magnesium in einer Konzentration von 1,1
mM bzw. 0,7 mM, wahrend die Pufferlosung DPBS eine Calcium- bzw. Magnesium-
Konzentration von 0,9 mM bzw. 0,5 mM aufweist (Pan Biotech, 2021a, 2021b). Damit liegt
zumindest die Magnesium-Konzentration in beiden Medien oberhalb des IC50-Wertes.
Zudem geht man davon aus, dass sich Calcium und Magnesium in ihrer hemmenden
Wirkung verstarken (Dutot et al., 2008). Dieser synergistische Effekt der divalenten
Kationen konnte die ausbleibende NLRP3-Aktivierung in den verwendeten Medien
erklaren. In welcher Art und Weise die lonen den P2X7-Kanal inhibieren, ist bislang noch
unzureichend verstanden. Die Kationen konnten mit dem negativ geladenen ATP
interagieren und damit eine Aktivierung des P2X7-Kanals verhindern. Es gibt allerdings
auch Vermutungen, dass Calcium und Magnesium die Bindungsstelle fir ATP am P2X7-
Rezeptor direkt beeinflussen, indem sie die Bindungsaffinitat fur Agonisten herabsetzen
bzw. eine Konformationsénderung des Rezeptors mit Porenbildung hemmen (Dutot et al.,
2008).

Basierend auf diesen Ergebnissen lasst sich festhalten, dass bei Bertcksichtigung der
oben genannten Besonderheiten die Stimulation des P2X7-Kanals mit BzATP ein
weiteres zuverlassiges Zellkulturmodell zur Untersuchung der Eigenschaften des NLRP3-

Inflammasoms in ARPE-19-Zellen darstellt.

In BzATP-stimulierten BV2-Mikroglia fuhrte die alleinige Applikation von BzATP ohne
Vorhandensein eines weiteren Priming-Signals zu einem signifikanten Anstieg im mRNA-
Level von IL-1B. Dieselbe Beobachtung konnte auch fur ARPE-19-Zellen gemacht werden
(Rapprich, 2016). Diese Ergebnisse legen nahe, dass BzATP nicht nur als

Aktivierungssignal, sondern auch als Priming-Signal fur das NLRP3-Infammasom
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fungieren und somit die Transkriptionsrate von pro-IL-18 hochregulieren kann (Albalawi
et al.,, 2017). Um diese Hypothese nadher zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser
Arbeit Westernblotanalysen des Proteins pro-IL-1B durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass
BzATP auch ohne die zusatzliche Verwendung von IL-1a als Priming-Signal zu einer

verstarkten Expression von pro-IL-1B flhrt.

Diese primenden Eigenschaften von BzATP auf das NLRP3-Inflammasom sind
insbesondere deswegen relevant, weil sie ein besseres Verstandnis fur die Rolle von
extrazellularem ATP in der Krankheitsentstehung der AMD schaffen. ATP gilt als ein
wichtiger Neurotransmitter, der an verschiedenen zellularen Prozessen wie
beispielsweise Zelltod beteiligt ist (Notomi et al., 2011). In einer Vielzahl neurologischer
und entzundlicher Erkrankungen lassen sich erhohte ATP-Level nahe des
Entziindungsherdes nachweisen (Di Virgilio et al., 2017). So ist beispielsweise auch bei
Patienten mit neovaskularer AMD die ATP-Konzentration in Glaskorperproben im
Vergleich zu gesunden Probanden deutlich erhéht (Notomi et al., 2011; Notomi et al.,
2013). Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, induziert der ATP-
Abkdmmling BzATP zeit- und konzentrationsabhéngig durch Bindung an den P2X7-Kanal
die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und fuhrt damit zum Untergang von RPE-
Zellen. ATP ubt dabei sowohl autokrine als auch parakrine Funktionen auf RPE-Zellen
und benachbarte retinale Zellen aus (Notomi et al.,, 2011). Zum einen wird durch das
Priming pro-IL-18 vermehrt transkribiert, sodass bei der anschlieenden Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms eine deutlich grolere Menge des Zytokins freigesetzt werden
kann. Zum anderen wirkt das freigesetzte ATP auch auf benachbarte RPE- und
Photorezeptorzellen und induziert dort durch  P2X7-abhangige NLRP3-
Inflammasomaktivierung den Untergang von RPE und Photorezeptoren, was die

Progression der Erkrankung erklaren kdnnte (Notomi et al., 2011).

4.4 Messung der NLRP3-Inflammasomaktivierung anhand der LDH- und IL-1B-

Freisetzung

Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms wurde indirekt Uber die Zytotoxizitat mittels

LDH-Assay sowie Uber die Freisetzung von IL-18 mittels ELISA gemessen. Anders als
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andere Proteine wird IL-1B nicht Uber den konventionellen Weg, d.h. Uber das
Endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat sezerniert, da ihm die dafur
notwendige Signalsequenz fehlt (Rubartelli et al.,, 1990). Wie Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe zeigen konnten, erfolgt die Freisetzung stattdessen im Rahmen der
pyroptotischen Zelllyse als sogenannter terminal release (Kaarniranta und Salminen,
2009; Patt, 2021). Dies erklart die enge Korrelation zwischen Zytotoxizitdt und IL-1(3-
Ausschittung. Der Vollstandigkeit halber wurden trotzdem in allen Versuchen beide
Parameter bestimmt, um den Zusammenhang zwischen Zytotoxizitdt und NLRP3-
induzierter Pyroptose herzustellen und andere Ursachen fiir den Zelltod wie Apoptose

auszuschliefRen.

4.5 Therapeutische Anséatze zur Behandlung der AMD

Die AMD ist eine komplexe multifaktorielle Erkrankung, deren Pathophysiologie nach wie
vor unzureichend verstanden ist (Lim et al, 2012). Trotz intensiver
Forschungsbemihungen sind die therapeutischen Mdglichkeiten immer noch begrenzt.
Wahrend flr die Behandlung der neovaskularen AMD VEGF-Inhibitoren zur Verfigung
stehen, die den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen kodnnen, steht fur die
geographische Atrophie bislang immer noch kein wirksames Mittel zur Verfigung (Age-
Related Eye Disease Study Research Group, 2001; Deutsche Ophthalmologische
Gesellschaft (DOG) et al.,, 2014, 2020; Holz et al.,, 2011; Smith et al., 2001). Das
unterstreicht die Notwendigkeit, die Pathophysiologie der Erkrankung naher zu verstehen,
um mogliche Ansatzpunkte fiir eine therapeutische Intervention zu identifizieren. In der
vorliegenden Arbeit wurden deshalb therapeutische Ansatze im Zusammenhang mit dem
NLRP3-Inflammasom untersucht.

Zugelassen im Rahmen anderer NLRP3-induzierter Erkrankungen sind bereits
Medikamente, die sich gegen das Zytokin IL-1p richten. So wird beispielsweise zur
Therapie der seltenen genetischen Cyropyrin-associated periodic syndromes (CAPS), bei
denen es durch eine gain-of-function-Mutation zu einer verstarkten Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms kommt, der IL-1-Rezeptor-Antagonist Anakinra verwendet
(Baldwin et al., 2016; Dinarello et al., 2012). Nachteile dieser Antikdrper-basierten
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Therapien sind jedoch neben den hohen Therapiekosten und der subkutanen Injektion
vor allem das Auftreten immunsuppressiver Nebenwirkungen. Diese kommen
insbesondere dadurch zustande, dass durch die unselektive Hemmung des Zytokins IL-
18 nicht nur der Entzindungsprozess selbst bek&mpft wird, sondern auch die
physiologische Funktion des Zytokins im Rahmen der Abwehr bakterieller Erreger
unterdrickt wird (Hill et al., 2017).

Neuere Therapieansatze konzentrieren sich daher vor allem darauf, direkt auf das
NLRP3-Inflammasom bzw. seine Aktivierungswege einzuwirken (Baldwin et al., 2016;
Cross, 2020).

4.6 Fehlende Wirksamkeit von D-PUFAs im H202-Modell

Ein moglicher therapeutischer Ansatz, der im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, ist
die Hemmung der Lipidperoxidation durch deuterierte mehrfach ungesattigte Fettsauren
(D-PUFAs), wie sie von der Firma Retrotope (Los Altos, USA) entwickelt werden. Die
Konjugation der Fettsauren mit dem schwereren Isotop Deuterium statt Wasserstoff
macht die Fettsauren aufgrund des kinetischen Isotopeneffekts weniger anfallig
gegenlber reaktiven Sauerstoffspezies. Auf diese Weise kdnnen sie die Kettenreaktion,
die durch oxidativen Stress ausgel6st wird, unterbrechen und Lipidmembranen vor
oxidativen Schaden schitzen (Andreyev et al., 2015; Caotticelli et al., 2013; Hill etal., 2011;
Hill et al., 2012).

In Zellkulturmodellen der neurodegenerativen Erkrankung Friedreich-Ataxie konnten D-
PUFAs die durch oxidativen Stress ausgeloste Lipidperoxidation signifikant reduzieren
(Cotticelli et al., 2013). Dabei zeigte sich, dass bereits ein geringer Anteil von 20-50 % der
deuterierten Fettsauren ausreichend ist, um den Prozess der Lipidperoxidation wirksam
zu unterbrechen (Hill et al., 2012). Zudem konnten D-PUFAs den oxidativen Stress und
damit den Untergang dopaminerger Neuronen in einem Mausmodell von Morbus

Parkinson effektiv hemmen (Shchepinov et al., 2011).

Vorversuche unserer Arbeitsgruppe legen nahe, dass die Inflammasomaktivierung durch
H20:2 nicht allein auf die Anwesenheit reaktiver Sauerstoffspezies zurtckzuflhren ist,

sondern auch durch die ROS-induzierte Zerstérung der lysosomalen Membran mit
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Freisetzung von Cathepsin B ausgelost wird (Patt, 2021). Daher wurde der Einfluss der
D-PUFAs auf die lysosomale Membranpermeabilisation im H202-Zellkulturmodell

untersucht.

Die vorliegende Arbeit konnte jedoch den vermuteten protektiven Effekt durch die D-
PUFAs nicht bestatigen. Die durch H202-induzierte Pyroptose wurde durch den Einsatz
der deuterierten mehrfach ungesattigten Fettsduren D2-Lin und D4-a-Lnn nicht signifikant
verringert. Eine madgliche Erklarung fur das beobachtete Phdnomen kodnnte sein, dass
H202 doch in einem groReren Ausmald als angenommen direkt das NLRP3-Inflammasom
aktiviert. Die durch ROS-induzierte Lipidperoxidation und konsekutive lysosomale
Membranpermeabilisation konnte also nur einen geringen Einfluss auf die NLRP3-
Aktivierung haben, sodass der Schutz der lysosomalen Membran durch die D-PUFAs
keinen ausreichenden inhibitorischen Effekt erzielt. Eine andere moégliche Erklarung
kdnnte sein, dass D-PUFAs nicht ausreichend in die lysosomale Lipidmembran eingebaut
wurden und damit ihren Effekt am Wirkort nicht austiben konnten. Hierzu waren weitere
Analysen der Verteilung der D-PUFAs in den verschiedenen Zellkompartimenten
notwendig. Inzwischen haben sich die D-PUFAs der Firma Retrotope in Tiermodellen der
AMD als wirksam in Bezug auf die Hemmung Lipidperoxidation-vermittelter
Zellschadigung erwiesen, sodass die mehrfach deuterierte Docosahexaensaure nun als
orales Medikament (RTO11) fur die Behandlung der atrophischen AMD erprobt wird
(Retrotope, 2021b).

4.7 Signifikante Reduktion der Inflammasomaktivierung durch die direkten NLRP3-
Inhibitoren IFM-632 und MCC950

Ein weiterer pharmakologischer Ansatzpunkt ist das NLRP3-Inflammasom selbst. In den
letzten Jahren wurde eine Reihe von Substanzen entwickelt, die selektiv die Aktivierung
des NLRP3-Inflammasoms inhibieren. Sie greifen im Vergleich zu den deuterierten
Fettsauren weiter downstream in der Signalkasakade an und sind damit potentiell in der
Lage, RPE-Zellen vor allen drei Aktivierungsmechanismen des NLRP3-Inflammasoms zu
schitzen (Baldwin et al., 2016; Cross, 2020). 2001 wurde eine neue Klasse direkter

NLRP3-Inhibitoren auf Diarylsulfonylbasis identifiziert, die auch cytokine release inhibitory



83

drugs genannt werden (Perregaux et al., 2001) . Dazu zahlt auch MCC950, ein so
genannter small molecule inhibitor, der besonders effektiv die Inflammasomaktivierung
hemmt (Hill et al., 2017; Primiano et al., 2016). MCC950 blockiert dabei spezifisch das
NLRP3-Inflammasom, ohne die Funktionsfahigkeit anderer Inflammasome wie NLRLP1,
NLRC4 und AIM2, die essentiell fur die Abwehr pathogener Erreger sind, einzuschrénken
(Coll et al., 2015). Der genaue Wirkmechanismus am NLRP3-Infammasom ist bislang
noch nicht hinreichend verstanden. Wahrend Tapia-Abellan et al. (2019) konstatierten,
dass MCC950 die aktive Konformation des NLRP3-Inflammasoms in einen inaktiven
Zustand Uberfuhrt, konnten Coll et al. (2019) zeigen, dass MCC950 direkt mit dem Walker
B-Motif der NACHT-Domé&ne des NLRP3-Inflammasoms interagiert. Auf diese Weise
konnte MCC950 die ATP-Hydrolyse blockieren und die Zusammensetzung des aktiven
NLRP3-Inflammasoms hemmen (Coll et al., 2019; Tapia-Abellan et al., 2019).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben der Wirksamkeit von MCC950 auch erstmalig die
Effektivitdt des von der Firma IFM Therapeutics (Bonn/Cambridge, MA) neu entwickelten
small molecule inhibitors IFM-632 untersucht. IFM-632 verfugt ebenso wie MCC950 Uber
eine Diarylsulfonylgruppe und ist ein direkter Inhibitor des NLRP3-Inflammasoms. Zur
Durchfihrung der Versuche wurde als Zellkulturmodell das P2X7-Modell in ARPE-19-

Zellen verwendet.

Die Versuche konnten zeigen, dass sowohl MCC950 als auch IFM-632 die P2X7-
induzierte Inflammasomaktivierung statistisch signifikant hemmen. Dabei zeigte IFM-632
eine ebenso gute Wirksamkeit wie MCC950, das bislang in der Literatur als der potenteste
direkte NLRP3-Inhibitor galt. In parallel durchgefiihrten Versuchen unserer Arbeitsgruppe
konnte zudem nachgewiesen werden, dass IFM-632 auch die NLRP3-
Inflammasomaktivierung in den beiden anderen Zellkulturmodellen der NLRP3-
Aktivierung (Leu-Leu-OMe, H202) wirksam reduziert. Dartber hinaus konnte IFM-632 die
durch Leu-Leu-OMe- bzw. Blaulicht induzierte Inflammasomaktivierung im RPE von
ABC4-Knockout-Mausen, einem Tiermodell der AMD, vermindern (Wang et al., 2019).

Damit stellt IFM-632 neben MCC950 einen vielsprechenden Wirkstoffkandidaten zur
Hemmung des NLRP3-Inflammasoms und somit einen mdglichen therapeutischen
Ansatzpunkt zur Therapie der AMD dar, dessen Effektivitdét und Vertraglichkeit nun im

Rahmen weiterer In-vivo-Studien naher evaluiert werden sollen.
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5. Zusammenfassung

Die altersabhangige Makuladegeneration stellt die haufigste Erblindungsursache in
Industrienationen dar. Fur das Spatstadium der geographischen Atrophie stehen trotz
intensiver Forschungsbemihungen bislang keine wirksame Therapieoptionen zur
Verfugung. Studien legen nahe, dass chronische Entziindungsprozesse im Bereich des
retinalen Pigmentepithels wie die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms eine

entscheidende Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Mechanismen der NLRP3-

Inflammasom-Hemmung als therapeutischer Ansatzpunkt evaluiert.

Das NLRP3-Inflammasom wurde in humanen retinalen Pigmentepithelzellen nach einem
Priming-Schritt mit Interleukin-1a  Gber drei verschiedene Mechanismen aktiviert:
lysosomale Membranpermeabilisation, oxidative Schadigung und P2X7-
Rezeptoraktivierung.  Die Inflammasom-Aktivierung wurde anschlieRend anhand der
Ausschittung des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-18 und des pyroptotischen
Zelltodes gemessen. In diesen In-vitro-Modellen wurde die therapeutische Wirksamkeit
der deuterierten mehrfach ungesattigten Fettsduren D2-Lin und D4-a-Lnn und der
selektiven NLRP3-Inhibitoren MCC950 und IFM-632 getestet. Wahrend die beiden
deuterierten Fettsauren im Modell der oxidativen Schéadigung keine Hemmung der
Inflammsomaktivierung zeigten, liel3 sich fir beide NLRP3-Inhibitoren im P2X7-Rezeptor-
Modell ein signifikanter inhibitorischer Effekt nachweisen. Damit stellen sie
vielversprechende  Wirkstoffkandidaten zur Therapie der altersabhéngigen

Makuladegeneration dar, die in weiterfihrenden Studien ndher evaluiert werden sollen.

Als relevanter Nebenbefund des Projekts zeigte sich, dass eine signifikante Steigerung
der NLRP3-Aktivierung durch den P2X7-Rezeptor-Agonisten BzATP nur in Calcium- und
Magnesium-freiem Medium erzielt werden konnte, was einen hemmenden Einfluss
divalenter Kationen auf den P2X7-Kanal nahelegt. Zudem lie3 sich eine Steigerung der
pro-Interleukin-1B3-Expression nachweisen, wodurch BzATP als ein Priming-Faktor des
NLRP3-Inflammasoms identifiziert wird. Dies kdnnte eine Rolle bei der Progression der
geographischen Atrophie im Sinne eines sich selbst verstarkenden Mechanismus aus

ATP-Freisetzung und P2X7-abhéngiger Inflammasomaktivierung spielen.
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Effekt von Konzentration und Priming auf die H202-
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Inflammasomaktivierung nach 24, 48, 72 und 96 Stunden
Inkubationszeit

Effekt von Konzentration und Priming auf die BzATP-
induzierte Inflammasomaktivierung in THP-1-Zellen

Effekt der Inkubationszeit auf die BzATP-induzierte
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Effekt von IFM-632 und MCC950 auf die BzATP-induzierte
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Westernblotanalyse von pro-IL-18 (37kD) nach Applikation
von BzATP und IL-1a
Quantitative densitometrische Auswertung des
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