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Einleitung

1 Altersabhangige Makuladegeneration

Die altersabhingige Makuladegeneration (AMD) gehort zu den wesentlichsten Ursachen einer
Visusminderung bei iiber 50-Jdhrigen und stellt in den westlichen Industrienationen zugleich
den hiufigsten Grund fiir irreversiblen zentralen Sehverlust im Alter dar (Ambati et al., 2003).
Infolge der steigenden Lebenserwartung werden in den néchsten Jahren die Zahl der betroffe-
nen Personen und somit auch die gesellschaftliche Bedeutung der Erkrankung weiter zuneh-

men (Williams et al., 1998).

Die AMD ist eine multifaktorielle Erkrankung mit charakteristischen degenerativen Prozessen
im Bereich der Makula, dem Ort des zentralen Sehens. Zu den Ursachen der Sehminderung
gehoren die choroidale Neovaskularisation (CNV) und die geographische Atrophie des retina-
len Pigmentepithels (RPE). Viele Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass diese Ver-
dnderungen sekundér aus Funktionsstorungen des RPEs und pathologischen Veridnderungen
der Bruchmembran entstehen. Dabei scheinen exzessive Lipofuszin-Akkumulationen im lyso-
somalen Kompartiment eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der Dysfunktion des RPEs

zu spielen.

1.1 Manifestationsformen

Bei der AMD wird ein Friihstadium von einem Spitstadium abgegrenzt (Pauleikhoff und
Holz, 1996). Kennzeichnend fiir das Frithstadium sind Drusen sowie irregulédre fokale Hyper-
oder Hypopigmentierungen des RPEs, die fiir die Spitmanifestationen wie CNV, Abhebung
des RPEs und geographische Atrophie pradisponieren. Wihrend in den Friithstadien der Visus
i. d. R. kaum beeinflusst wird, leiden AMD-Patienten in den Spitstadien der Erkrankung unter
einer erheblichen Sehminderung bis hin zum Verlust des zentralen Gesichtsfeldes (Pauleik-

hoff und Holz, 1996).
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Friihstadien
e Makulédre Drusen

e TIrreguldre Hypo- oder Hyperpigmentationen des RPEs

Spitstadien

¢ Choroidale Neovaskularisation
o Abhebung des retinalen Pigmentepithels
o Riss des retinalen Pigmentepithels
o Disziforme Narbe

e Geographische Atrophie

Tab. 1: Einteilung der AMD in Friih- und Spdtstadien (Holz et al., 2004)

Klinisch wird eine trockene von einer feuchten Form unterschieden. Zu den Merkmalen der
trockenen bzw. nicht-exsudativen Form zidhlen im Frithstadium Drusen der Bruchmembran,
wihrend das Spitstadium durch die sog. ,,geographische Atrophie gekennzeichnet ist. Cho-
roidale Neovaskularisation, Abhebung und Riss des RPEs sowie, als Endstadium der Erkran-
kung, die disziforme Narbe der Makula sind Kennzeichen der feuchten bzw. exsudativen

Form.

Drusen als Kennzeichen des Friithstadiums der AMD stellen extrazellulire Ablagerungen
komplexer Zusammensetzung dar — u.a. Lipide, Proteine und Oligosaccharide — deren Ur-
sprung v. a. auf das anterior gelegene RPE zuriickgeht (Mullins und Hageman, 1999; Pauleik-
hoff und Holz, 1996). Diese Ablagerungen finden sich typischerweise zwischen der Basal-
membran der RPE-Zellen und der inneren kollagenen Schicht der Bruchmembran (Burns und
Feeney-Burns, 1980). Sie haben primir keinen wesentlichen Einfluss auf die Sehschirfe. Ur-
sdchlich vermutet man, dass degenerative Dysfunktionen im RPE sowie oxidativer Stress
(Crabb et al., 2002) bei der Drusenbildung eine pathogenetische Bedeutung besitzen. Da Dru-
sen als Diffusionsbarriere die Versorgung des Pigmentepithels aus der Aderhaut erschweren,
wird angenommen, dass ihre Gegenwart eine altersabhiingige Degeneration des RPEs begiins-
tigt (Young, 1987). Im weiteren Krankheitsverlauf gehen sie mit einem erhohten Risiko fiir
das Auftreten der visusreduzierenden Spitstadien einher (Klein et al., 2002; Pauleikhoff et al.

1990).
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CRUSEN

Abb. 1: Ophthalmoskopische und histologische Darstellung von Drusen. (Quelle: AMD Al-

liance International; www.amdcanada.com)

Die geographische Atrophie gehort zu den Spitstadien der AMD, die histologisch neben
dem Verlust von RPE-Zellen auch durch ein sekundires Absterben von Photorezeptoren und
der Choriokapillaris gekennzeichnet ist. Zurzeit sind ca. 4 % der élteren Bevolkerung ab 75
Jahren betroffen. Sie kann entweder primér entstehen oder aber auch sekundér aus anderen
Manifestationsformen, wie z. B. nach Abflachung einer Abhebung des RPEs oder nach Invo-
lution einer CNV. In den junktionalen Bereichen geographischer Atrophien findet man eine
vermehrte Autofluoreszenz durch Lipofuszinakkumulationen. Eine intrazellulire Ansamm-
lung von zytotoxischen Lipofuszingranula 16st offensichtlich bei Erreichen einer kritischen
Obergrenze einen frithzeitigen pigmentepithelialen Zelltod aus. Als sekunddre Phidnomene
atrophieren die duBlere neurosensorische Netzhaut und die Choriokapillaris. In dem Zusam-
menhang beschreiben Holz et al. (2001) anhand von Fundusaufnahmen mit dem Scanning-
Laser-Ophthalmoskop (SLO) eine Ausdehnung der Atrophie in die Bereiche, die zuvor eine
erhohte Autofluoreszenz aufwiesen (Abb. 2). In der Regel wird die Fovea lange ausgespart, so
dass erst im spiten Krankheitsverlauf der Verlust der zentralen Sehschirfe auftritt (Sarks et

al., 1988; Sunness, 1999).



Abb. 2: Fluoreszenzangiographische/Ophthalmoskopische Aufnahmen: Ausdehnung der
geographischen Atrophie in Richtung autofluoreszierender Bereiche (Quelle: Modifiziert
nach Holz et al., 2007)

Die CNV kennzeichnet die feuchte Form der AMD und ist eine von der Aderhaut ausgehende
Einsprossung von Kapillaren durch die Bruchmembran unter oder iiber das RPE. Diese wird
durch den Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) initiiert und unterhal-
ten. Urséchlich fiir die erhohte VEGF-Konzentration vermutet man u. a. entziindliche Prozes-
se (Mullins et al., 2000), sowie die Ablagerung polarer Lipide (Holz et al., 1994) mit konse-
kutiver Diffusionsinderung der von den Pigmentepithelzellen gebildeten Wachstumsfaktoren
(Moore et al. 1995). Die CNV fiihrt durch Leckage von Serumbestandteilen aus neugebildeten
GefiBen in die Netzhaut (Makuladdem) zu Visuseinschrinkung und Metamorphopsien. Durch
eine Spaltung der Bruchmembran mit anschlieBender Fliissigkeitsansammlung zwischen
Bruchmembran und RPE kann sekundir eine Abhebung des retinalen Pigmentepithels entste-
hen (Miiller et al., 2002). Im weiteren Verlauf der Erkrankung fibrosiert die CNV und wird
dann zusammen mit der begleitenden Netzhautatrophie als disziforme Narbe oder Junius-
Kuhnt-Makulopathie bezeichnet (beschrieben 1926 von den Augendrzten der Universitits-

Augenklinik Bonn, Paul Junius und Hermann Kuhnt).

1.2 Pathogenetische Faktoren

Bisher ist die Pathogenese der AMD nur unvollstindig gekliart. Wie bereits in Kapitel 1 er-
wihnt, lassen zahlreiche Befunde vermuten, dass Funktionsstorungen auf der Ebene des
RPEs, der einlagigen Zellschicht zwischen Bruchmembran und neurosensorischer Netzhaut,
eine zentrale Rolle spielen. Die Folgen solcher Stérungen erkldren sich aus den vielfiltigen
Aufgaben des RPEs. Zu diesen zidhlen die Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke, die
Teilnahme am Vitamin A Kreislauf, Phagozytose der distalen PhotorezeptorauB3ensegmente
(POS), Synthese der extrazelluliren Matrix sowie der Molekiiltransport innerhalb der Inter-

photorezeptorenmatrix. Besonders bedeutend im Rahmen der AMD sind Storungen in den
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Phagozytose- und anschlieBenden Abbauvorgingen der POS. Die phagozytierten lipidreichen
Membranscheibchen der POS werden in den Lysosomen enzymatisch abgebaut. Die nicht
wiederverwertbaren Abbauprodukte werden anschlieBend an der basalen Zellseite ausge-
schleust und gelangen nach Diffusion durch die Bruchmembran zum Abtransport in die Cho-

roideagefidBe. Dieser Prozess gewihrleistet eine standige Erneuerung und Normalfunktion der

Photorezeptoren.

Abb. 3: Darstellung der intrazelluldren Lipofuszingranula mittels konfokaler Scanning-Laser-

Mikroskopie (Quelle: Roth et al., 2005)

Es wird vermutet, dass mit zunehmendem Alter oxidativer Stress Funktionsstorungen auf ly-
sosomaler Ebene hervorruft (Kopitz et al., 2004), so dass phagozytiertes Material unvollstédn-
dig abgebaut wird, akkumuliert und die Bildung von Lipofuszin begiinstigt. Klinisch spiegelt
sich dies in einer erhohten Autofluoreszenz des RPEs wieder. Die Ansammlung von zytotoxi-
schen Lipofuszingranula trigt zu weiteren Zellschaden sowie im Verlauf auch zur Apoptose
des RPEs bei (Beatty et al., 2000; Schutt et al., 2002b). Die erhebliche Sehminderung durch
eine geographische Atrophie resultiert somit sekundir aus den Funktionsstorungen der RPEs

und den Veridnderungen der Bruchmembran (Holz et al., 2004).
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2 Rolle des retinalen Pigmentepithels

2.1 In vivo Detektion mittels konfokaler Scanning Laser Ophthalmosko-
pie

Mittels sog. Fundusautofluoreszenzaufnahmen ist es moglich, Lipofuszinakkumulationen in
den RPE-Zellen in vivo zu detektieren und topographische Veridnderungen auch mit der Zeit
zu bestimmen. Wihrend urspriinglich nur eine in-vitro-Erfassung mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Techniken moglich war (Feeney-Burns et al., 1980; Weiter et al., 1986),
konnen mit der Entwicklung der konfokalen Scanning-Laser-Ophthalmoskopie (Bellmann et
al., 1997; Holz, Springer, 2004) und des Fundusspektrophotometers (Arend et al., 1995; Delo-
ri et al., 1995) die autofluoreszenten Lipofuszingranula im RPE auch in vivo erfasst werden.
Das konfokale Prinzip des SLO ermdglicht durch Minimierung des Fluoreszenzstreulichts
eine Optimierung des Bildkontrastes. Vorteilhaft gegeniiber dem Fundusspektrophotometer
gestattet das Verfahren des SLO eine Bestimmung der topographischen Verteilung iiber gro-
Bere Flichen. Fokal erhohte Autofluoreszenz findet man bspw. in Gegenwart von Drusen, von
choroidalen Neovaskularisationen sowie von disziformen Narben (Bellmann et al., 1997).
Atrophische Bereiche fluoreszieren vermindert, jedoch akkumuliert in den junktionalen Be-
reichen verstédrkt autofluoreszentes Material. In klinischen Studien konnte eine prognostische
Bedeutung der Ausdehnung und Verteilung der Fundusautofluoreszenz fiir das Fortschreiten

der Erkrankung belegt werden (Schmitz-Valckenberg et al., 2006; Holz et al., 2007).

2.2 Lipofuszin

Die spektrale Analyse der Fundusautofluoreszenz bei AMD-Patienten mit Hilfe des Fundus-
spektrophotometers konnte Lipofuszin als Ausloser der intrinsischen Autofluoreszenz im RPE
bestitigen. Aufgrund seiner altersabhingigen Akkumulation sind Synonyme wie ,,Alterspig-
ment* (Beatty et al., 2000) und die Bezeichnung als ,,Biomarker der Alterung* (Donato et al.,
1979) entstanden. Es entsteht in metabolisch aktiven postmitotischen Zellen wie Neuronen,
Herzmuskelzellen und RPE-Zellen (Katz et al., 1999; Terman et al., 2004) und ist assoziiert
mit pathologischen Erscheinungen wie Myokardhypertrophie, Leberzirrhose und AMD. So-
wohl die Zusammensetzung als auch die Bildung des Lipofuszins unterscheidet sich innerhalb

der verschiedenen Zelltypen. Neben der AMD korrelieren auch genetisch bedingte Netzhaut-
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dystrophien wie z. B. M. Stargardt und M. Best mit vermehrter Lipofuszinablagerung (Delori
et al., 1995).

Digitale Fundusautofluoreszenzaufnahmen in vivo mit einem SLO geben Aufschluss iiber die
Intensititsverteilung von Lipofuszin. Die hochsten Konzentrationen werden im perifovealen
Anteil der Makula, dem Ausgangspunkt der AMD, erreicht. Sowohl in Richtung der Fovea
centralis als auch zur Fundusperipherie nimmt die Autofluoreszenzdichte ab. Zu den lipofus-
zinfreien Strukturen gehdren zum einen der Sehnervenkopf und zum anderen die retinalen
GefiBle. Das Makulapigment im Foveabereich ist dariiber hinaus in der Lage, das Fluores-
zenzlicht der darunterliegenden Netzhautschichten abzuschatten. Topographisch betrachtet
reichert sich Lipofuszin gemif der Dichteverteilung der Photorezeptoren an (Hayasaka, 1989;

Kenndey et al., 1995).

Eine Betrachtung in Abhingigkeit vom Lebensalter offenbart einen sigmoidalen Verlauf der
Lipofuszinanreicherung im RPE, d.h. in den ersten 20 Lebensjahren nimmt die retinale Lipo-
fuszinkonzentration am stdrksten zu (Feeney-Burns et al., 1984) und stagniert dann bis zum
40. Lebensjahr. Danach kommt es erneut zu einer Lipofuszinakkumulation, diesmal mit ver-
starkter retinaler Streuung, so dass nach 80 Lebensjahren das zytoplasmatische Volumen

durchschnittlich 20 % Lipofuszin enthilt (Feeney, 1978; Feeney-Burns et al., 1980).

Morphologisch entspricht Lipofuszin einem granulierten elektronendichten intrazellulédr gele-
genen Pigment, das gelblich-braunlich fluoresziert. Die einzelnen Granula haben eine weitge-
hend einheitliche Grofle von 1-1,2 um (Feeney-Burns et al., 1980) und sind umgeben von
einer Lipidmembran lysosomalen Ursprungs. Das Pigment besteht aus einem heterogenen
Gemisch verschiedener Makromolekiile und Molekiilaggregate, die vorwiegend Proteine,
Lipide, Nukleinsduren, Retinylpalmitat und mindestens zehn unterschiedliche Fluorophore
(Eldred und Katz, 1988; Kennedy et al., 1995) aufweisen. Palmitin-, Arachidon- und Olsdure
iberwiegen dabei unter den Fettsduren. Die genaue chemische Zusammensetzung bleibt bis-
her noch im Unklaren. Die Fluorophore konnen gemif ihrer Exzitations- und Emissionswel-

len in vier Gruppen eingeteilt werden (vgl. Tab. 2).
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Fluorophor (e) Anregung (nm) Emission (nm)
griin emittierend 330 520

gelb-griin emittierend 280, 330 568

gelb-gold emittierend 280, 330 585
orange-rot emittierend 285, 335, 420 605, 633, 670

Tab. 2: Fluorophore des Lipofuszin aus retinalen Pigmentepithelzellen nach Chloroformex-
traktion (nach Eldred und Katz, 1988)

Die fluoreszierenden Granula besitzen ein Exzitationsspektrum oberhalb von 400 nm und ein
Emissionsspektrum zwischen 620 und 630 nm. Unter UV-Bestrahlung (< 380 nm) zeigen die
Granula eine goldgelbe Autofluoreszenz mit einem Emissionspeak zwischen 570 und 605 nm

(Delori et al., 1995; Eldred und Katz, 1988).

Das Lipofuszin enthilt toxische Biomolekiile, welche die normale Zellfunktion beeintréchti-
gen konnen. Nach Inkubation von RPE-Zellen mit Lipofuszin unter Lichtexposition stellten
Shamsi und Boulton (2001) schon innerhalb von 24h eine Abnahme der Zellvitalitit, der lyso-
somalen Enzymaktivitdt (Phosphatase, Glucuronidase und Cathepsin D) sowie eine Hem-
mung antioxidativer Funktionen fest. Lichtinduziert vermag das Pigment Lipidper-
oxidationen auszulosen (Rozanowska et al., 1998 Wassell et al., 1999). Zu den zytotoxischen
Bestandteilen gehort das 1993 von Eldred und Lasky entdeckte Hauptfluorophor N-
Retinyliden-N-Retinylethanolamin (A,E). A;E hemmt indirekt lysosomale Enzyme, indem es
die lysosomalen ATP-abhédngigen Protonenpumpen inhibiert, so dass der pH-Wert auf3erhalb
des enzymatischen Aktivititsoptimums ansteigt (Bergmann et al., 2004). AuBlerdem wird dem
A E oberhalb kritischer Konzentrationen die Fahigkeit zur Desintegration von Organell-

membranen zugeschrieben (Schutt et al., 2002b).

Die genauen biochemischen Mechanismen, die mit einer Lipofuszinogenese einhergehen, sind
zurzeit noch unvollstindig geklart. Vermutet wird eine Entstehung durch lebenslange Akku-
mulation unvollstiandig abgebauter lipid- und retinolreicher POS in den Lysosomen. Es beste-
hen Hinweise, dass Lipidperoxidationen eine lysosomale Dysfunktion begiinstigen und da-

durch den Abbau der POS hemmen (Kaemmerer et al., 2007). Daneben legen Untersuchungen
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des Lipofuszinproteoms in humanen RPE-Zellen nahe, dass auch autophagierte Biomolekiile

an der Lipofuszinogenese beteiligt sind (Schutt et al., 2002a).

3 Oxidative Schaden

3.1 Oxidative Schadigungsmechanismen in der Retina

Wie bereits oben angefiihrt (vgl. 1.2 und 2.2), spielen oxidative Prozesse eine wichtige Rolle
bei der Lipofuszinogenese (Crabb et al., 2002; Winkler et al., 1999). Auch bei anderen alters-
abhédngigen Erkrankungen, wie Atherosklerose (Esterbauer et al., 1990), Alzheimer (Montine
et al., 2002), Parkinson (Yoritaka et al., 1996) und diabetische Retinopathie (Kumar et al.,
2001) sind oxidative Mechanismen beteiligt. Die Retina scheint durch den schleichenden al-
tersabhédngigen Funktionsverlust der Antioxidationssysteme bei gleichbleibender Lichtexposi-
tion und konstant hohen Sauerstoffpartialdriicken sowie in Gegenwart hoher Konzentration
ungesittigter Fettsduren fiir oxidative Schidigungen besonders priadisponiert zu sein (Beatty

et al., 2000).

Der chemische Prozess der Lipidperoxidation stellt ein wichtiges biochemisches Korrelat der
Schidigung durch oxidativen Stress dar. Initial ausgelost werden die ablaufenden Reaktionen
durch freie Sauerstoffradikale, die durch den Besitz ungepaarter Elektronen in der Aullen-
schale einen instabilen und somit reaktiven Status aufweisen (Southorn und Powis, 1988). Die
Entstehung dieser Radikale wird neben UV-Strahlung und einen erhohten Sauer-
stoffpartialdruck auch durch Entziindungsprozesse, Luftverschmutzung (O3 NO;) und Ziga-
rettenrauchen begiinstigt (Machlin und Bendich, 1987). Freie Radikale erstreben einen stabi-
len Zustand, den sie erreichen konnen, indem sie die Elektronen anderer Molekiile an sich
ziehen. Dabei sind mehrfach ungesittigte Fettsduren besonders empfindlich gegeniiber Schi-
digungen durch freie Radikale. Witting (1965) beschreibt in diesem Zusammenhang eine po-
sitive Korrelation zwischen der Anzahl der Doppelbindungen und der Empfindlichkeit ge-
geniiber Radikalangriffen. Im Zuge von Radikalkettenreaktionen entstehen Lipidperoxide, die
sich wiederum an den Elektronen anderer mehrfach ungesittigter Fettsduren bedienen, um
Stabilitit zu erlangen. Im Rahmen dieser Reaktionen werden die wertvollen ungesittigten

Fettsduren in zytotoxisch wirksame Lipidperoxidationsprodukte gespalten.

Da das Membransystem der POS zu etwa 50 % aus ungesittigten Fettsduren besteht und die

Docosahexaensédure, eine Vorstufe der a-Linolensdure mit sechs Doppelbindungen, unter den



18

Fettsduren der Phospholipide dominiert, scheinen die POS-Membranen einen zentralen An-
griffspunkt fiir oxidativen Stress darzustellen. Zur Sicherheit vor Bildung freier Radikale ver-
fiigen sowohl das RPE als auch die POS iiber Antioxidationssysteme (Beatty et al., 2000). Zu
diesen Schutzmechanismen gehoren hydrophile Antioxidantien wie Vitamin C und Glutathio-
ne, die lipophilen Antioxidantien Vitamin E, Retinoide und Karotenoide, sowie die Enzyme
Superoxiddismutase, Katalase oder Glutathionperoxidase. Auch die in der Makula enthaltenen
Pigmente Zeaxanthin und Lutein besitzen antioxidative Eigenschaften und filtern kurzwelli-
ges Licht. Mit zunehmendem Alter kann der oxidative Stress, vermutlich in Folge der abneh-
menden antioxidativen Enzymaktivitdt im Alter und der altersbedingten Abnahme des Maku-
lapigments, nicht mehr kompensiert werden (Shamsi und Boulton, 2001). Letzten Endes fiihrt
bei gleichbleibender Sauerstoffkonzentration eine lebenslange intensive Bestrahlung mit
kurzwelligem blauem Licht zu fortwahrenden Oxidationsprozessen in der Lipiddoppelschicht
der POS (Feeney-Burns et al., 1980; Tate et al., 1995). Aus den ungesittigten Fettsduren ent-
stehen zundchst hohermolekulare Lipidperoxide, die sich zu Carbonylverbindungen und vor

allem zu reaktiven Aldehyden umwandeln konnen.

3.2 Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxynonenal (HNE)

Unter den vielen unterschiedlichen Aldehyden, die wihrend Lipidperoxidationen entstehen
konnen, spielen Malondialdehyd und 4-Hydroxynonenal allein aufgrund der Konzentration
eine herausragende Rolle und wurden deshalb bisher am ausgiebigsten untersucht (Esterbauer

et al., 1990; Poli et al., 2000).

OH

O o}
O
M /
H H
: 4-Hydroxynonenal
Malondialdehyd
(MDA) (HNE)

Abb. 4: Strukturformeln der untersuchten Lipidperoxidationsprodukte

Im Vergleich zu den freien Sauerstoffradikalen sind MDA und HNE langlebiger und in der
Lage aus Lipidmembranen zu diffundieren, so dass sie intra- und extrazellulidre Verbindungen
angreifen und schidigen konnen (Esterbauer et al., 1990). Dariiber hinaus besitzen beide Al-

dehyde genotoxische und mutagene Eigenschaften. Sie konnen DNA-Reparatursysteme
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hemmen und erhohen somit die Anzahl spontaner Mutationen. Auflerdem besitzen MDA und
HNE das Potential inflammatorische Reaktionen auszuldsen, die die Entwicklung einer AMD

begiinstigen (Anderson et al., 2002).

HNE wurde erstmals 1981 wihrend Studien zur Charakterisierung von zytotoxischen und

karzinogenen Substanzen in autooxidierten mehrfach ungesittigten Fettsduren entdeckt (Itoh
et al., 1981). Nach Pryor und Porter (1990) kann HNE ausschlieBlich aus w-6-Fettsduren her-

vorgehen, und zwar in der Regel durch Oxidation von Linolensédure- oder Arachidonsédurees-
tern. Diese sind in den POS-Membranen gehiuft vertreten. HNE weist eine Aldehydgruppe,
eine CC-Doppelbindung und eine Hydroxylgruppe als funktionelle Gruppen auf. Esterbauer et
al. (1990) untersuchten die Zytotoxizitit sowie die moglichen biologischen Effekte. In hoher
Konzentration (100 uM) wirkt es unspezifisch toxisch, hemmt die anabolen und katabolen
Zellfunktionen und fiihrt in der Regel zu einem schnellen Zelltod. Unterhalb der letalen Kon-
zentration ist HNE in der Lage, die Zellproliferation zu blockieren. HNE in einer Konzentra-
tion von 1-20 uM inhibiert die DNA- und Proteinsynthese und stimuliert die Phosopholipase
C. In geringen Mengen, d. h. im Bereich von 0,1- 1,0 uM, wirkt HNE chemotaktisch, indu-

ziert genotoxische Effekte und moduliert die Aktivitdt der Adenylat- und Guanylatcyclase.

Das MDA nimmt mengenméfig den groffiten Anteil innerhalb der Lipidperoxidationsprodukte
ein. Man bedient sich deshalb der quantitativen Bestimmung von MDA zur Bewertung von
oxidativen Schéden in biologischen Systemen. Beispielsweise konnen Malondialdehyde im
Blut und Urin detektiert werden. Es entsteht hauptsédchlich aus dem oxidativen Abbau der
mehrfach ungesittigten Fettsduren Arachidon- und Docosahexaensdure (DHA) und kann so-
wohl in gebundener als auch in freier Form vorliegen. Gerade DHA kommt in POS-

Membranen hoher konzentriert vor als in allen anderen Geweben des menschlichen Korpers.
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Abb. 5: Moglicher Entstehungsmechanismus von MDA aus Arachidonsdure durch Interaktion
mit freien Radikalen (nach Esterbauer et al., 1991)

Die reaktiven elektrophilen Aldehyde HNE und MDA kniipfen leicht kovalente Bindungen

mit zelluldren Molekiilen und lagern sich dabei bevorzugt an Cystein-, Lysin- oder Histidin-

resten von Proteinen an.

S
| Protein
Protein

OH
[0}
—_—
T
Protein

Abb. 6: Prinzip der Adduktbildung von HNE an Proteinen (Esterbauer et al. 1991)

Aus strukturverdnderten Proteinen resultieren in der Regel Funktionsstorungen sowie ein re-
duzierter Katabolismus. Burcham et al. (1997) konnte in diesem Zusammenhang eine herab-

gesetzte Proteolyseanfilligkeit von MDA- und HNE- modifizierten Proteinen bestitigen. Es
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wird vermutet, dass die Lipidperoxidationsprodukte MDA und HNE bei der Lipofuszinogene-
se und somit in der Pathogenese der AMD eine bedeutende Rolle spielen. Diese Vermutungen
basieren u. a. auf den Ergebnissen von Schutt et al. (2003), welche ergaben, dass ein GrofBteil
der Proteine im RPE-Lipofuszin durch die Lipidperoxidationsprodukte MDA und HNE modi-

fiziert sind.

Inzwischen wird angenommen, dass die reaktiven Aldehyde lysosomale Dysfunktionen indu-
zieren, die eine Ansammlung unverdauten Materials und somit die Bildung von Lipofuszin

nach sich ziehen. (Kopitz et al., 2004; Kaemmerer et al., 2007).
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Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es aufzuklidren, ob die Phagozytose oxidativ geschéadigter POS iiber den
Weg der lysosomalen Dysfunktion eine intrazelluldre Lipofuszinogenese induzieren kann.
Dabei soll an kultivierten RPE-Zellen die intrazellulidre Bildung autofluoreszenten Materials
infolge Speicherung MDA- bzw. HNE-modifizierter POS quantifiziert werden. Im Falle einer
erhohten Autofluoreszenz der Zellen soll das autofluoreszente Material anhand der Emis-
sionsspektren und morphologischen Untersuchungen genauer charakterisiert werden.
Schliesslich soll untersucht werden, ob autophagische Prozesse bei der Lipofuszinogenese

eine Rolle spielen konnten.



Material und Methoden

1 Materialien

1.1 Gerate

CO»,- Brutschrank Heracell 150
Fluoreszenzmikroskop DM RXE
Analysenwaage AE160
Fluoreszenzmikroskop IX 71
Wasseraufbereitungssystem Direct Q
Varioklav 250 T

Laborzentrifuge Multifuge 1S- R
Spektrophotometer DU650
Freezer Forma 906

Wasserbad W350

Schiittler Julabo SW
Sterilwerkbank Antair ZKB

Rotor fiir Multifuge TTH 400
Durchflusszytometer: FACS Canto
Spektrofluorometer: Safire
Magnetheizriihrer

Pipetus akku

1.2 Chemikalien

Thermo

Leica

Mettler

Olympus
Millipore

H+P

Heraeus
Beckmann
Thermo

Memmert

Heinz Eich GmbH
Antos

Heraeus

BD Biosciences
TecanKiihlschrank
VELP Scientifica

Brand

Alle genannten Chemikalien wurden in der Reinheitsstufe p. A./z. A. verwendet
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Bradford-Reagenz

CaCl,

DABCO

DAPI

DMEM High Glucose with Sodium Pyruvate with Glutamine
Fetales Kilberserum (FKS)
Formaldehyd

Glycerol

H,O dest.

HCI

HEPES

HNE-DMA

KCl

MDA-DMA

Methanol

MgCl,

Mowiol

NH4CI

PBS Dulbecco’s with Ca & Mg
PBS Dulbecco’s without Ca & Mg
Penstrep (Penicillin-Streptomycin-Losung)
Stickstoff

Sucrose

TrisHCL

Trypsin-EDTA

3-MA

Sigma
AppliChem
Sigma
AppliChem
PAA

PAA
Merck
Applichem
Millipore

Roth

Roche Diagnostics

Sigma
Applichem
Axxora
Merck
Applichem
Sigma
Baker
PAA

PAA

PAA
Linde
Roth
Merck
PAA

Sigma
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2 Methoden

2.1 RPE-Zellkultur

Die verwendeten humanen RPE-Zellen der stabilen ARPE-19 Zelllinie stammen von ,,Ameri-
can Type Culture Collection* (ATCC; Rockville, MD). Die Kultivierung erfolgte unter Stan-
dardbedingungen, d. h. bei 37°C in einer feuchten Atmosphire aus 95 % Luft und 5 % CO,,
im Begasungsbrutschrank. Das eingesetzte Nihrmedium bestand aus einer 1:1 Mischung mit
Dulbeccos modifiziertem Eagle-Medium und Ham's F-12-Medium mit 2,5 M L-Glutamin,
0,5 M Natriumpyruvat und 17,5 M D-Glucose. Hinzugegeben wurden 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin und 10 % hitzeinaktiviertes fetales Kilberserum. Zur Zellpassagie-
rung wurden konfluente Zellen mit kalzium- und magnesiumfreien PBS (phosphat buffered
saline) gewaschen und zum Losen der Zellen vom Flaschenboden mit Trypsin fiir 5 min im
Begasungsbrutschrank inkubiert. Die Trypsinierung wurde mit serumhaltigem Medium ge-
stoppt und die Zellsuspension danach auf vier neue Zellkulturflaschen aufgeteilt. Die Zellen

wurden alle 7 Tage passagiert.

Reagenzien:

e Medium

e Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsédure)
e PBS

Arbeitsschritte:

e Medium, Trypsin und PBS im Wasserbad auf 37°C erwédrmen
e Medium aus 75er Zellkulturflaschen absaugen

e RPE-Zellen mit 10 ml PBS waschen

e RPE-Zellen mit 2 ml Trypsin bedecken

e [nkubation im Brutschrank fiir 5-10 min

e Stoppung der Trypsinierung mit 3 ml Medium

e Zellsuspension auf vier neue 75er Flaschen aufteilen

e Zugabe von jeweils 9 ml Medium in die Flaschen
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Fiir alle Versuche wurden die RPE-Zellen in einer Zelldichte von 1,66 x10° Zellen/cm? (Dunn
et al., 1996) ausgesit. Vor der Inkubation mit POS wurden die Zellen fiir 7 Tage kultiviert,

um die Ausbildung einer konfluenten Einzelzellschicht zu ermoglichen.

2.2 Isolation porciner Photorezeptor-Aufiensegmente

Die Isolierung von porcinen POS orientiert sich an der Methode von Schraermeyer et al.
(1997) sowie von Bergmann et al. (2004). Die Retinae aus 20 Schweineaugen wurden fiir eine

POS-Isolierung verwendet. In der Regel konnen daraus etwa 1 mg POS isoliert werden.

Reagenzien:

e Hepes-Losung (50 ml)
o 1,19 g HEPES (N-(2-hydroxylethyl)-piperazin-N-2-ethansulfonsdure)(MW 238,3)
o In 50 ml H>,O dest.
e (Ca/Mg-Losung (500 ml)
o 0,37 g CaCl, (MW 147.0)
o 1,02 g MgCl, (MW 203,3)
o In 500 ml H>O dest.
e KCI-Puffer mit/ohne Sucrose (25 ml+25 ml)
o 1128 mg KCI (MW 74,6) (0,3 M)
o 5 ml HEPES-Losung
o 5 ml Ca/Mg-Losung
o In 40 ml H,O dest.
o 25 ml davon mit 12 g Sucrose (= Saccharose)
o pH einstellen auf 7,0

o Sterilfiltrieren
Arbeitsschritte:

Nach Desinfektion in Betaisodona wurden die Bulbi radidr mit einem Skalpell eingeschnitten,
der Glaskorper mit einer Pipette abgezogen und die Retinae abgelost. Je fiinf Retinae wurden
auf 15 ml Rohrchen mit jeweils 2 ml Sucrose-Losung verteilt und durch kriftiges Vortexen
und Pipettieren suspendiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 5000 g fiir 5 min bei Raumtem-
peratur. Der gewonnene Uberstand wurde durch eine Gaze filtriert und das Pellet erneut

zweimal in 2 ml Sucrose-Losung resuspendiert, abzentrifugiert und filtriert. Danach wurden
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alle Uberstinde gepoolt, 1:1 mit KCL-Puffer ohne Sucrose gemischt und auf vier 15 ml Rohr-
chen verteilt. AnschlieBend wurde die Suspension bei 4000 g fiir 7 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die gewonnenen POS-Pellets wurden in je 1 ml
D-PBS mit Ca/Mg resuspendiert, in vier sterile Eppendorfgefile umgefiillt und bei -80°C
gelagert. Vor HNE- bzw. MDA-Modifikation wurden die POS mit D-PBS gewaschen, d.h.

bei 15000 g fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Die quantitative Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (1976). Dieses
Standardverfahren beruht auf der spezifischen Komplexbildung des Trimethylmethan-
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau mit Proteinen, wodurch sich das Absorptionsmaximum
von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Dabei erfolgt die Zunahme der Absorption proportional

zur Proteinkonzentration.

2 ul POS wurden in einer Kiivette mit 800 ul D-PBS und 200 ul Bradford-Reagent suspen-
diert. Der Leerwert wurde mit 800 pul D-PBS und 200 ul Bradford-Reagent ohne POS-Zugabe
erstellt. Die Proben wurden bei Raumtemperatur fiir 5-10 min inkubiert und im Photometer
bei 595 nm ausgewertet. Die Konzentrationen wurden auf der Basis einer Eichkurve, die an-
hand verschiedener Konzentrationen von bovinem Serumalbumin als Standardprotein be-

stimmt wurde, errechnet.

Fiir alle Experimente wurden POS in einer Konzentration entsprechend 4 ug Gesamtprotein
pro cm? Zellkulturfliche eingesetzt, da Vorversuche ergeben haben, dass bei dieser POS-
Konzentration eine anndhernd maximale POS-Phagozytose iiber einen Zeitraum von 24 h

erreicht werden kann.

2.4 Modifikation von POS mit MDA und HNE

Nach Isolation und Proteinbestimmung wurden jeweils 250-500 ug POS mit MDA (20 mM)
bzw. HNE (1 mM) behandelt.

1. MDA-Modifikation:
Reagenzien:

e MDA-DMA (Sigma 87670-100ML)
e HCL
e PBS
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Arbeitsschritte:

Zur Herstellung einer 20 mM MDA-L6sung wurden 20 ul MDA-DMA in 1 ml HCI (1 mM)

verdiinnt und anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 30 min hydrolysiert.

Im Anschluss erfolgte die POS-Modifikation, indem 1 ml MDA-L6sung mit 5 ml D-PBS ver-
diinnt und das gewaschene POS-Pellet in 600 ul dieser 20 mM MDA-LoOsung resuspendiert
wurde. Die Suspension wurde iiber Nacht auf einem Schiittler inkubiert, danach mit PBS ge-

waschen und bei 15000 g fiir 5 min bei 4°C abzentrifugiert.

2. HNE-Modifikation

Reagenzien:

e HNE-DMA (Sigma H9538-5MG)
e Stickstoff (gasformig)

e HCL
e PBS
Arbeitsschritte:

Zur Herstellung einer 5 mM HNE-Losung wurde zunichst das Hexan unter Stickstoff ver-
dunstet, anschlieBend 100 ul HNE-DMA in 100 ul HCI (1 mM) resuspendiert und fiir 30 min
bei 4°C hydrolysiert.

Zur POS-Modifikation wurden 100 pul HNE-L6sung mit 540 ul PBS verdiinnt und das gewa-
schene POS-Pellet in 600 ul dieser 5 mM HNE-Losung resuspendiert. Die Suspension wurde
iber Nacht auf einem Schiittler inkubiert, danach mit PBS gewaschen und bei 15000 g fiir 5

min bei 4°C zentrifugiert.

2.4 Durchflusszytometrie

Die intrazelluldre Autofluoreszenz wurde in einem FACS-Canto quantifiziert. Bei einer Exzi-
tation von 488 nm (blue laser) wurde im FITC-Kanal (525 nm) gemessen. Jeder Messwert
basierte auf 3 Versuchsansidtzen. Aus den drei gemessenen Fluoreszenzwerten wurden der
Mittelwert sowie die Standardabweichung bestimmt. Im Dot-Plot wurden die Zellen nach

Granularitdt und ZellgroBe zur Autofluoreszenzmessung selektiert.
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1. Messung der Gesamtautofluoreszenz nach 7 Tagen

Im ersten FACS-Phagozytose-Versuch wurden die RPE-Zellen fiir einen Zeitraum von 7 Ta-
gen tiglich entweder mit unbehandelten POS, MDA-modifizierten POS oder mit HNE-
modifizierten POS (Konzentration: 4 pg POS-Gesamtprotein pro cm? Zellkulturfliche) inku-
biert bzw. nur das Medium gewechselt. Verwendet wurde eine 24well-Platte mit konfluenten

ARPE-Zellen ca. 5-7 Tage nach Umsetzung.
Versuchsaufbau:

e Messreihe A: 0,6 ml Medium
o Messreihe B: 0,6 ml Medium +
10 pg unbehandelte POS
e Messreihe C: 0,6 ml Medium +
10 ug MDA-modifizierte POS
® Messreihe D: 0,6 ml Medium +
10 ng HNE-modifizierte POS

2. Messung der Autofluoreszenz im Zeitverlauf

Der zweite FACS-Phagozytose-Versuch sollte die tdgliche Autofluoreszenzentstehung iiber
den Zeitraum von einer Woche demonstrieren. Der Versuchsaufbau dhnelt dem obigen, nur
dass die Messreihen aus 7 Zeitreihen a 3 wells aufgebaut waren. Verwendet wurden zwei

24well-Platten mit ARPE-Zellen ca. 5-7 Tage nach Umsetzung.

Versuchsaufbau:

o Messreihe A: 0,6 ml Medium
e Messreihe B: 1 0,6 ml Medium
10 pg unbehandelte POS (1 Tag)
2 0,6 ml Medium
10 pg unbehandelte POS (2 Tage)
3 0,6 ml Medium
10 pg unbehandelte POS (3 Tage)
4 0,6 ml Medium
10 pg unbehandelte POS (4 Tage)
5 0,6 ml Medium



3. Einfluss lysosomaler Dysfunktionen und Autophagiehemmung auf die Autofluoreszenz-

Zur direkten Autophagiehemmung wurde 3-Methyladenin (3-MA), zur Auslosung lysosoma-

Messreihe C:

entstehung
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10 pg unbehandelte POS (5 Tage)

0,6 ml Medium

10 pg unbehandelte POS (6 Tage)

0,6 ml Medium

10 pg unbehandelte POS (7 Tage)

0,6 ml Medium

10 ug HNE-POS (1 Tag)
0,6 ml Medium

10 ug HNE-POS (2 Tage)
0,6 ml Medium

10 ug HNE-POS (3 Tage)
0,6 ml Medium

10 ug HNE-POS (4 Tage)
0,6 ml Medium

10 ug HNE-POS (5 Tage)
0,6 ml Medium

10 ug HNE-POS (6 Tage)
0,6 ml Medium

10 ug HNE-POS (7 Tage)

ler Dysfunktionen Ammoniumchlorid eingesetzt.

Herstellung von Ammoniumchlorid

Nach Bergmann et al. (2004) kann Ammoniumchlorid in einer Konzentration von 20 mM die
Lysosomen hemmen. Fiir unsere Versuche wurden 535 mg Ammoniumchlorid in 5 ml D-PBS

gelost und anschlieBend sterilfiltriert. Die gewonnene Losung wurde dann 1:100 in Medium

verdinnt.
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Herstellung von 3-Methyladenin

Nach Bergmann et al. (2004) kann 3-MA in einer Konzentration von 10 mM die Autophagie
hemmen, indem es die Ausbildung von Autophagie-Vakuolen im Zytoplasma blockiert. Die
Lysosomen bleiben unbeeinflusst. Hierfiir wurden 100 pl 3-MA mit 10 ml Medium verdiinnt

(1:100) und im Anschluss sterilfiltriert.
Versuchsaufbau:

Der Versuchsaufbau gleicht den obigen beiden. Verwendet wurde eine 24well-Platte mit

ARPE-Zellen ca. 5-7 Tage nach Umsetzung.

® Messreihe A: 0,6 ml Medium
o Messreihe B: 0,6 ml Medium +
10 pg unbehandelte POS
e Messreihe C: 0,6 ml Medium +
10 ng HNE-modifizierte POS
o Messreihe D: 0,6 ml Medium +
10 pg unbehandelter POS +
6 ul Ammoniumchlorid
o Messreihe D: 0,6 ml Medium +
6 ul Ammoniumchlorid
e Messreihe E: 0,6 ml Medium +

6 ul 3-Methyladenin

Im Anschluss an die 7 Tage erfolgte jeweils bei den o. g. Versuchen die Autofluoreszenzmes-
sung im FACS-Canto. Zunédchst wurde das Medium abgesaugt und die wells jeweils mit 1,5
ml PBS gespiilt. Zum Losen der Zellen vom Boden wurden den wells jeweils 0,2 ml Trypsin
hinzugegeben und im Brutschrank inkubiert. Nach Beendigung der Trypsinierung durch Zu-
gabe von Medium wurden die Zellen in Eppendorfgefiie umgefiillt, dann kurz bei 500 g zen-
trifugiert und der Uberstand verworfen. Zur Messung im FACS-Canto wurden die Zellen in

500 ml D-PBS resuspendiert.
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2.5 Spektralanalysen

Die RPE-Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 7 Tagen tdglich entweder mit unbehandelten
POS, MDA-modifizierten POS oder mit HNE-modifizierten POS (Konzentration: 4 ug POS-
Gesamtprotein pro cm’® Zellkulturfliiche) behandelt bzw. nur das Medium gewechselt. Jede
Messreihe bestand aus 3 wells. Verwendet wurde eine 6well-Platte mit konfluenten ARPE-

Zellen ca. 5-7 Tage nach Umsetzung.
Versuchsaufbau:

e Messreihe A: 2,5 ml Medium
e Messreihe B: 2,5 ml Medium +
40 pg unbehandelte POS
e Messreihe C: 2,5 ml Medium +
40 pg MDA-modifizierte POS
e Messreihe D: 2,5 ml Medium +
40 pg HNE-modifizierte POS

Nach 14 Tagen wurde das Medium abgesaugt, jedes well mit 5 ml D-PBS gespiilt. Zum Losen
der Zellen vom Boden wurden in jedes well 1 ml Trypsin hinzugegeben und fiir 5-10 min
inkubiert. Nach Stoppung der Trypsinierung mit jeweils 2 ml Medium wurden die Zellsuspen-
sionen jeweils in 14 ml Rohrchen umgefiillt bei 500 g fiir 5 min zentrifugiert. Im Anschluss
wurden die Uberstinde jeweils in 200 ml PBS resuspendiert und zur Messung in die wells der

nicht-transparenten 96well-Platte umgefiillt.

2.6 Fluoreszenzmikroskopie

Die RPE-Zellen wurden fiir einen Zeitraum von 7 Tagen téglich entweder mit unbehandelten
POS, MDA-modifizierten POS oder mit HNE-modifizierten POS (Konzentration: 4 ug POS-
Gesamtprotein pro cm® Zellkulturfliche) behandelt bzw. nur das Medium gewechselt. Ver-
wendet wurden 8 well-Objekttrager mit konfluenten ARPE-Zellen ca. 5-7 Tage nach Umset-

zung.
Versuchsaufbau:

e Messreihe A: 0,3 ml Medium
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e Messreihe B: 0,3 ml Medium +
4 ug unbehandelte POS
o Messreihe C: 0,3 ml Medium +
4 ug MDA-modifizierte POS

Nach 7 Tagen wurden die Kerne mit DAPI eingefirbt, die Zellen mit Moda eingedeckt und

anschlieBend die intrazelluldre Autofluoreszenz fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert.
Reagenzien:

e  Mowiol 4-88 (Sigma)

e DABCO (Sigma)

e Glycerol (100 %)

e TrisHCL (0,2 M; pH 8.5)

e Aqua dest.

e DAPI 10 mg (AppliChem)

e  Stammlosung: 1 mg/ml (mit Wasser angesetzt und bei -80°C gelagert)
® Arbeitslosung: 1 pg/ml (Stammlosung 1:1000 mit Methanol verdiinnt)
e 4 9% Paraformaldehyd (PFA)

Herstellung von MODA

Zur Herstellung von MODA wurde 2,4 ¢ Mowiol in 4,8 ml Glycerol (100 %) gelost. Die Lo-
sung wurde nach Zugabe von 6 ml Aqua dest. mehrere Stunden geriihrt. Dann wurde 12 ml
0,2 M TrisHCI (pH 8,5) hinzugefiigt und bei 50°C bis zur Losung inkubiert. Abschlieend
wurde 0,45 g DABCO hinzugegeben.

Fiarbemethode

Die Zellen wurden 15 min mit 4 % PFA fixiert und danach mit D-PBS gewaschen. Nach In-
kubation des Objektragers mit DAPI/Methanol (1pg/ml) bei 37°C fiir 15 min wurde dieser
mit Methanol gewaschen und daraufhin die RPE-Zellen mit MODA eingedeckt.
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Ergebnisse

1. Fluoreszenzmikroskopie zellularer Lipofuszinogenese

Im ersten Versuch wurden die RPE-Zellen téglich iiber einen Zeitraum von 7 Tagen entweder
mit MDA-modifizierten, HNE-modifizierten oder unbehandelten POS inkubiert. Als Kontrol-
le dienten RPE-Zellen, die ohne POS kultiviert wurden. Die Messungen wurden in jeweils
drei unabhédngigen Versuchsansitzen durchgefiihrt. Am 8. Tag wurden die RPE-Zellen nach
DAPI-Kernfarbung unter dem Fluoreszenzmikroskop auf Lipofuszin-dhnliche Autofluores-

zenz untersucht.

Die Ergebnisse zeigen eine intrazelluldre Akkumulation von gelb fluoreszierenden Strukturen
nach Anregung mit blauem Licht (488 nm). Diese Autofluoreszenz ist bei den mit modifizier-
ten POS behandelten Zellen deutlich stirker ausgeprégt als bei den mit unbehandelten POS
inkubierten Zellen. Die hohere Vergroflerung verdeutlicht den granuldren Aufbau des akku-

mulierten Materials.

Abb. 7: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der RPE-Zellen nach einwdochiger Inkuba-
tion (A) in Medium ohne POS (Kontrolle), (B) mit unbehandelten POS, (C) mit MDA-
modifizierten POS, und (D) mit HNE-modifizierten POS. Die zellulire Autofluoreszenz wurde
bei 200facher Vergrofserung mittels GFP-Filterset (Exzitation 450-490 nm, Detektion >505
nm) dargestellt. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefirbt. (E) Mit HNE-modifizierten
POS inkubierte Zellen wurden zusdtzlich bei 400facher Vergrofierung dargestellt. (Mafistab
A-D: 100 um; E: 20 um)
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2. Quantifizierung der zellularen Autofluoreszenz

Nachdem mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden konnte, dass die RPE-Zellen
nach Phagozytose oxidativ behandelter POS verstédrkt Lipofuszin bilden, sollten die anschlie-
Benden Versuche die Lipofuszinogenese anhand der zelluliren Autofluoreszenz quantifizie-
ren. Die Behandlung der Zellen war dieselbe wie im vorausgegangenen Versuch. Am 8. Tag
wurden die Autofluoreszenzintensititen der Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS-

Canto) im FITC-Kanal (Exzitation 488 nm; Detektion 525 nm) gemessen.
Nachweis gesteigerter Lipofuszinogesese mittels FACS-Analyse

Die mittels FACS-Analyse erhobenen Autofluoreszenzintensititen verdeutlichen, dass die
Phagozytose oxidativ geschéddigter POS im Vergleich zu den unbehandelten POS eine bedeu-

tend stidrkere Lipofuszinogenese auslosen konnte (Abb. 8).

1000 ]
100 Kontrolle
Unmodifiziert
800 80 -
600 f B0 —
L o]
& =
[%5] o
0 *®
400 40
200 20
0 e , , , , 0 TR
0 200 400 600 800 1000 10" 10 107 10° 104
FSC-A FITC-A

Abb. 8: (A) Dot-Plot: Selektion der Zellen gemdf der Streulichteigenschaften;(B) Autofluo-
reszenzintensitdten detektiert im FITC-Kanal. (Kontrolle: Unbehandelte Zellen;, Unmodifi-
ziert: Mit unmodifizierten POS inkubierte Zellen, HNE-modifiziert: Mit HNE-modifizierten
POS inkubierte Zellen)

Erhohte Granularitit der autofluoreszierenden Zellen

Da Lipofuszin sich intrazelluldr in granuldrer Form ansammelt, sollten nachfolgend die Aus-

wirkungen der Lipidperoxidationsprodukte auf die Granularitit des Zytoplasmas der RPE-
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Zellen im FACS analysiert werden. Vergleicht man die Ergebnisse in der Darstellung als Dot-
Plot (Abb. 9), so fillt auf, dass die Seitwirtsstreulichtwerte, die als MaB} der zelluldren Granu-
laritdt dienen, deutlich hoher ausfielen, wenn die RPE-Zellen oxidativ verdnderten POS aus-
gesetzt waren. Dem zur Folge kann aufgrund sowohl der FACS-Analyse als auch der fluores-
zenzmikroskopischen Auswertung angenommen werden, dass eine Inkubation mit oxidativ
behandelten POS die Bildung intrazelluldrer autofluoreszenter Strukturen mit granuldrem

Aufbau nach sich zieht, wie sie im Rahmen einer Lipofuszinakkumulation zu erwarten sind.
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Abb. 9: Streulichteigenschaften der Zellen in der FACS-Analyse. (A) Die Vorwdrtsstreuung
(forward scatter, FSC) ist ein Maf3 fiir die Grofle, die Seitwdrtsstreuung (sideward scatter,
SSC) fiir die Granularitdt der Zellen. Behandlung der Zellen mit modifizierten POS fiihrt zu
einem deutlichen Anstieg der Granularitdt. (B) Die erhohte Granularitdt der Zellen korreliert
mit einer gesteigerten zelluldren Autofluoreszenz als Hinweis auf eine verstdrkte Einlagerung

von Lipofuszingranula in diesen Zellen.

Zusammenfassend zeigen die aus diesen Versuchen gewonnenen Daten, dass die Phagozytose
MDA- bzw. HNE-modifizierter POS die intrazelluldre Bildung autofluoreszenter Granula

induziert, die dem Lipofuszin vergleichbare Autofluoreszenzeigenschaften aufweisen.
Zeitverlauf der Lipofuszinogenese

In einem weiteren Versuch sollte der Zeitverlauf der Lipofuszinogenese iiber einen Beobach-

tungszeitraum von einer Woche untersucht werden. Hierzu wurden die RPE-Zellen erneut
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taglich mit HNE-modifizierten oder nativen POS behandelt. Die intrazelluldre Autofluores-
zenz aller drei Versuchsgruppen nahm im Zeitverlauf zu. In allen untersuchten Gruppen stie-
gen dabei die Autofluoreszenzwerte bis Tag 5 an, wihrend danach kein nennenswerter weite-
rer Anstieg stattfand. Ubereinstimmend mit den Vorversuchen war jedoch der Anstieg bei
Inkubation mit modifizierten POS deutlich ausgeprégter als der nach Behandlung mit unbe-
handelten POS (Abb. 10). Dieser Versuch verdeutlicht den progressiven Charakter der Lipo-
fuszinakkumulation in den RPE-Zellen und identifiziert den 5.-7. Tag nach Beginn der POS-

Inkubation als optimalen Zeitpunkt fiir die Quantifizierung der Autofluoreszenz.
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Abb. 10: Zelluldre Autofluoreszenzentstehung von RPE-Zellen quantifiziert im FACS nach

einwochiger tdglicher Inkubation mit HNE-modifizierten bzw. nativen POS.
Lipofuszinogenese durch Hemmung des lysosomalen POS-Abbaus

Nachdem wir nachgewiesen haben, dass die durch modifizierte POS induzierte Lipofuszino-
genese mittels FACS messbar ist und wir den optimalen Zeitpunkt fiir die Messung identifi-
zieren konnten, sollte nun die Autofluoreszenz in unterschiedlich behandelten Zellen vergli-
chen werden. In diesen Experimenten bildeten RPE-Zellen, die unbehandelte POS phagozy-
tierten, nur in geringem MalBe autofluoreszentes Material. So lag deren Autofluoreszenzinten-

sitdt nach 7 Tagen 2,4-fach so hoch wie die in unbehandelten Kontrollzellen gemessene Inten-
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sitdt. Im Vergleich dazu entwickelten die mit MDA-modifizierten POS behandelten Zellen
innerhalb desselben Zeitraumes eine 5,4-fach erhohte Autofluoreszenz verglichen mit den
Kontrollzellen (Abb. 11). Nach Inkubation mit HNE-modifizierten POS stieg die Autofluo-

reszenz sogar um das 8,2-fache an (Abb. 11).

m Kontrolle

@ Unbehandelte POS
Bl MDA-modifizierte POS

Mittlere Autofluoreszenz[relativzur Kontrolle]

Abb. 11: Zelluldre Autofluoreszenz von RPE- Zellen wurde im FACS- Canto nach 1-wochiger
Inkubation mit unbehandelten bzw. MDA-modifizierten POS quantifiziert. Gemessen wurde
die Autofluoreszenz im FITC-Kanal (Exzitation 488 nm, Detektion 525 nm). Der Versuch
wurde in Tripletts durchgefiihrt und die Ergebnisse als Mittelwerte + Standardabweichung

dargestellt.

Es bestehen Vermutungen, dass Lipidperoxidationsprodukte eine Lipofuszinogenese induzie-
ren konnten, indem sie lysosomale Funktionen hemmen. Unter diesen Gesichtspunkten sollte
eine lysosomale Dysfunktion durch die Gabe von Ammoniumchlorid induziert und anschlie-
Bend die Bildung autofluoreszenten Materials nach POS-Phagozytose untersucht werden.
Interessanterweise fiihrte die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit unmodifizierten POS
und einem Blocker der lysosomalen Funktion (Ammoniumchlorid) zu einer dhnlich starken,
8.0-fachen Autofluoreszenzsteigerung (Abb. 12). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die
gesteigerte Lipofuszinogenese durch HNE- und MDA-modifizierte POS durch die Hemmung

der lysosomalen Abbaufunktion verursacht werden konnte.
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Lipofuszinogenese durch Hemmung der Autophagie

Da infolge lysosomaler Funktionsstorungen auch autophagisches Material nicht abgebaut
wird, bestehen Anhaltspunkte, dass oxidativer Stress auch durch Beeinflussung autophagi-
scher Wege eine Lipofuszinogenese zusitzlich verstirken konnte. Deshalb erfolgte in einem
weiteren Versuchsansatz eine Inkubation der RPE-Zellen ohne POS aber mit Ammonium-
chlorid (AC), das unspezifisch alle lysosomalen Enzyme hemmt, oder 3-Methyladenin (3-
MA), welches eine Autophagieblockade induziert, indem es die Phosphatidylinositol-3-
Kinasen hemmt. Dabei zeigte sich nach 7-tdgiger Behandlung mit AC ein 2,7-facher Anstieg
und nach Behandlung mit 3-MA ein 2,0-facher Anstieg der Autofluoreszenz im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 12). Da diese Zellen keine POS erhalten hatten, muss das

Lipofuszin im Rahmen des Abbaus zelleigener Bestandteile (Autophagie) entstanden sein.
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Abb. 12: Zelluldre Autofluoreszenz von RPE-Zellen wurde im FACS-Canto nach 1-wdchiger
Inkubation mit HNE-modifizierten POS mit und ohne AC quantifiziert. Gemessen wurde die
Autofluoreszenz im FITC-Kanal (Exzitation 488 nm, Detektion 525 nm). Der Versuch wurde
in Tripletts durchgefiihrt und die Ergebnisse als Mittelwerte + Standardabweichung darge-

stellt.
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Zusammenfassend kann nach diesem Versuch festgestellt werden, dass oxidativ geschadigte
POS eine Lipofuszinogenese in RPE-Zellen induzieren kénnen. Dabei haben die modifizier-
ten POS einen sehr dhnlichen Effekt wie unbehandelte POS, deren intralysosomaler Abbau
mittels Ammoniumchlorid gehemmt wurde. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die durch
modifizierte POS ausgeloste Lipofuszinbildung auf ihrer bekannten inhibitorischen Wirkung
auf die lysosomale Funktion beruht. Schlielich zeigte sich, dass auch die alleinige Hemmung
der Autophagie (ohne Zugabe von POS) mittels Ammoniumchlorid oder 3-MA zu einer Lipo-

fuszinakkumulation fiihrt.

3. Autofluoreszenzspektren

Nun sollten die Autofluoreszenzspektren der intrazelluldr entstehenden autofluoreszenten
Granula analysiert und mit denen in der Literatur fiir okuldres Lipofuszin beschriebenen
Spektren verglichen werden. Die RPE-Zellen wurden tédglich fiir 7 Tage mit unbehandelten
POS, MDA- oder HNE-modifizierten POS inkubiert. Bei den Kontrollzellen wurde téglich
das Medium ohne Zugabe von POS gewechselt. Am 8. Tag erfolgte die Messung der Auto-

fluoreszenzspektren im Spektrophotometer.

Die Emissions- bzw. Exzitationsspektren der 4 Versuchsgruppen unterschieden sich in ihren
Autofluoreszenzintensititen. In Ubereinstimmung mit den FACS-Ergebnissen wurden die
hochsten Autofluoreszenzen bei den RPE-Zellen gefunden, die tidglich MDA- bzw. HNE-
modifizierte POS erhielten, wobei die Inkubation mit HNE-modifizierten POS die stirksten
Autofluoreszenzen hervorrufen konnte. Bei einer Exzitationswellenldnge von 380 nm ergaben
sich Emissionspeaks bei 440 nm und 515 nm. Bei einer Exzitationswellenldnge von 488 nm,
wie sie bei der klinischen Fundusautofluoreszenzmessung verwendet wird, wiesen die Zellen
ein Emissionsmaximum bei 540 nm auf. Die gemessen Exzitationsspektren bei einer Emissi-

onswellenldnge von 570 nm besallen drei Maxima bei 270 nm, 360 nm und 445 nm.

Interessanterweise blieben im Rahmen der Steigerung der Autofluoreszenz nach Gabe von
modifizierten POS die Profile der Emissions- und Exzitationssprektren der Zellen unverindert
gegeniiber den unbehandelten Kontrollzellen. Gleiches lieB sich auch nach alleiniger Hem-
mung der Autophagie mittels Ammoniumchlorid und 3-MA (ohne Zugabe von POS) beo-
bachten (Daten nicht gezeigt).



3500
3000 A—

BTAW/AN

NIAVER\

: 1000 | /\U/ \\\
VAV N

D400 450 50 550 600 650 700
Emissionswellenlange [nm]

4500

4 N\ C._

o /) ~

3000 [\l / \

A VI/ER\W/AN

g 2000 \ V/ N \\

E 1500 \ /\ = \\
NN
500 \

N—
0200 250 00 0 400 450 500 580

Exzitationswellenlange [nm]

41

3500

3000

2500

A
on |-\

Emission [RFU]

1500 \\
1000 /\\ \
500
0 : - :
500 550 600 650 700 750
Emissionswellenlange [nm]
— Kontrolle

Unmodifizierte POS
— MDA-modifizierte POS
— HNE-modifizierte POS

Abb. 13: Spektrale Analyse der zelluldren Autofluoreszenz nach Inkubation der RPE-Zellen

mit unbehandelten, MDA-modifizierten und HNE-modifizierten POS. Emissionsspektren bei

UV-Exzitation (380 nm) (A) und bei einer Exzitationswellenlinge von 488 nm (B). Exzitati-

onsspektren fiir eine Emissionswellenldnge von 570 nm (C).
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Diskussion

Die AMD stellt eine progrediente Erkrankung des zentralen Netzhaut-, Pigmentepithel- und
Choriokapillaris-Komplexes dar, die zu einem irreversiblen Verlust der zentralen Sehschérfe
fiihren kann. Wihrend letztendlich eine Schiadigung auf Photorezeptorebene in der Makula
den Sehverlust verursacht, weisen mehrere sowohl experimentell als auch klinische Befunde
darauf hin, dass die Dysfunktion des RPEs bei der multifaktoriellen Erkrankung gerade in den
Friihstadien eine wichtige Rolle spielt (Zarbin, 2004; de Jong, 2006). Aufgrund der metaboli-
schen Interaktion zwischen RPE und POS wirken sich Funktionsstorungen des Pigmentepi-

thels sekundir auch auf die neurosensorische Netzhaut aus.

Die RPE-Funktionsverluste im Rahmen der AMD sind mit Akkumulationen von zytotoxi-
schen Lipofuszingranula in den Zellen assoziiert (Holz et al., 2001). Zahlreiche Autoren ge-
ben oxidativem Stress eine bedeutende Rolle in der intrazelluldren Lipofuszinogenese. Dabei
scheinen insbesondere die POS wegen des hohen Gehalts an mehrfach ungesittigten Fettsédu-
ren fiir eine oxidative Schidigung durch Lipidperoxidation anfillig zu sein. Nachdem kiirzlich
von Kdammerer et al. (2007) demonstriert wurde, dass eine Modifikation der POS mit Lipidpe-
roxidationsprodukten die POS gegen lysosomale Degradation stabilisieren kann, untersucht
die vorliegende experimentelle Arbeit, ob die Phagozytose oxidativ geschiddigter POS iiber
diesen Mechanismus eine intrazellulidre Lipofuszinogenese induzieren und somit zur Pathoge-

nese der AMD beitragen kann.
Methodische Aspekte des verwendeten Zellkulturmodells

Untersucht wurde die Lipofuszinogenese in ARPE-19 Zellen. Dabei handelt es sich um eine
stabile humane RPE-Zelllinie, die u. a. von Dunn et al. (1996) weitreichend charakterisiert

wurde, und die am hiufigsten verwendete RPE-Zelllinie darstellt.

Die in den Versuchen verwendeten POS wurden aus Schweineaugen isoliert. Menschliche
POS wiren in den benétigten groBen Mengen nicht verfiigbar gewesen. Schweineaugen sind
den menschlichen anatomisch sehr dhnlich und ihre POS werden von den Phagozytose-
Rezeptoren humaner RPE-Zellen erkannt. Schon in vorausgegangenen Studien wie z. B.
Kammerer et al. (2007) und Bergmann et al. (2004) gehorten porcine POS zum Versuchsauf-

bau.
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MDA und HNE wurden in den vorliegenden Versuchen als Lipidperoxidationsprodukte un-
tersucht. Sie wurden ausgewdhlt, da sie zu den héufigsten und am ausgiebigsten untersuchten
Lipidperoxidationsprodukten gehdren (Esterbauer et al., 1990). Aulerdem bestehen Hinweise,
dass HNE und MDA im RPE in vivo eine bedeutende Rolle spielen. So gelang es Schutt et al.
(2002a), HNE- und MDA-Modifikationen im Lipofuszin humaner RPE-Zellen nachzuweisen.
Diese Aldehyde entstehen durch den oxidativen Abbau mehrfach ungesittigter Fettsduren
(PUFA), insbesondere von Linolen- und Arachidonsdure. PUFA kommen in den POS-
Membranen in extrem hoher Konzentration vor und machen hier etwa 50-60 mol% aller
enthaltenen Fettsduren aus (Fiesler et al., 1983). Generell sind in Gewebe oder ganzen Orga-
nen im Rahmen von oxidativem Stress HNE-/MDA-Konzentrationen von bis zu 1-5 uM ge-
messen worden (Esterbauer et al., 1991; Schaur, 2003). In oxidativ geschéddigten Lipiddoppel-
schichten konnen dabei lokal noch sehr viel hohere Konzentrationen erreicht werden. So wies
Esterbauer et al. (1991) in peroxidierten Mikrosomenmembranen HNE-Konzentrationen von
4,5 mM nach. Da Lipidmembranen zu den Bestandteilen von POS gehoren, kann angenom-
men werden, dass auch die POS vergleichbar hohen Konzentrationen an Lipidperoxidations-
produkten ausgesetzt sind. Aus diesem Grunde kann davon ausgegangen werden, dass die in
unseren Experimenten ausgewéhlten Konzentrationen von 5 mM HNE und 20 mM MDA der

in vivo Situation vergleichbar sind.

Der Vorteil unseres Modells gegeniiber vergleichbaren anderen Studien liegt darin, dass in
unserem Zellkulturmodell die biochemischen Ursachen, die die beobachteten Verianderungen
auslosen, genau definiert sind (HNE- und MDA-Modifikationen der POS-Proteine). Bei bis-
herigen Studien wie der von Whilmark et al. (1996) wurden dagegen die POS mittels unspezi-
fischer Methoden, wie z. B. Sauerstoffbehandlung und UV-Bestrahlung, oxidativem Stress

ausgesetzt, so dass die ursidchlichen chemischen Abldufe unbekannt blieben.

POS-Phagozytose und Lipofuszinogenese

Die genaue chemische Zusammensetzung des Lipofuszin bleibt bisher noch im Unklaren.
Feeney-Burns et al. (1980) beschreiben Lipofuszin als ein granuléres, intrazelluldr gelegenes
Pigment. Die Granula haben eine einheitliche Grée von etwa 1-1,2 um. Bei Exzitation mit
blauem Licht (oder UV-Bestrahlung) zeigen die autofluoreszenten Granula eine goldgelbe
Autofluoreszenz mit einem breiten Emissionsmaximum zwischen 570 nm und 605 nm (Delori
et al., 1995). Basierend auf den o. g. Referenzen kann festgehalten werden, dass die im Rah-
men unserer Studie gemessenen spektralen Charakteristika und die mikroskopisch beobachte-

ten morphologischen Eigenschaften des intrazelluldren autofluoreszenten Materials denen von
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Lipofuszin vergleichbar sind. Die mikroskopischen Untersuchungen sowie ergidnzend auch
die Resultate der Durchflusszytometrie belegen die Entstehung granuldrer Strukturen mit
goldgelber Autofluoreszenz in den RPE-Zellen. Das in unserer Studie in RPE-Zellen nachge-
wiesene Material zeichnet sich somit durch intrazelluldre Lage, granuldre Struktur und typi-
sche Autofluoreszenz aus und erfiillt damit alle Voraussetzungen fiir die Definition als Lipo-

fuszin.

Die Lipofuszinentstehung in unseren Versuchen war ausgeprigter bei den Zellkulturen, die
mit modifizierten POS inkubiert worden waren, als bei mit unbehandelten POS inkubierten
Kontrollzellen. Schon vorausgegangene Untersuchungen lieen die Vermutung zu, dass POS
gegeniiber oxidativen Schidden pridisponiert sind und dass dieser Mechanismus an der Lipo-
fuszin-Entstehung in RPE-Zellen beteiligt ist. So fanden Wiegand et al. (1983) bei Tierversu-
chen mit Albino-Ratten heraus, dass eine retinale Lichtbestrahlung eine Degeneration der
POS herbeifiihrt, indem die langen Ketten der mehrfach ungesittigten Fettsduren unter Ent-
stehung von Lipidhydroperoxiden reduziert werden. Whilmark et al. (1996) untersuchten an-
hand eines Phagozytosemodells mit aus Kaninchen isolierten RPE-Zellen und bovinen POS
den Einfluss von oxidativem Stress auf die intrazelluldre Lipofuszinogenese. Als photooxida-
tive Triggerfaktoren diente einmal eine vorausgegangene UV-Bestrahlung der POS. Ein ande-
res Mal wurden die RPE-Zellen wihrend der POS-Behandlung unter einer 40 %-igen Sauer-
stoffkonzentration kultiviert. Zur Messung wurden Elektronenmikroskopie sowie Zytofluo-
rometrie angewandt. Der Versuchszeitraum war mit unserem vergleichbar. Dabei wiesen die
Zellen, die nativen POS ausgesetzt waren, eine mehr als doppelt so hohe Autofluoreszenz auf
wie unbehandelte Kontrollzellen. Boulton et al. (1989) fanden schon heraus, dass humane
RPE-Zellen, die linger als 3 Monate mit POS gefiittert wurden, in der Lage waren autofluo-
reszente lipofuszindhnliche Granula zu bilden, die schon nach 2 Wochen nachzuweisen war-
en. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass Lipofuszin in RPE-Zellen im Laufe des

Lebens als Nebenprodukt aus dem Abbau phagozytierter POS entsteht.
Lysosomale Dysfunktion als eine Ursache der Lipofuszinogenese

Weiterhin ist noch unklar, iiber welche biochemischen Mechanismen die oxidativ geschidig-
ten POS die Lipofuszinogenese induzieren konnten. Jedoch bestehen einige Anhaltspunkte,
dass ursdchlich Storungen auf lysosomaler Ebene beteiligt sind. Die POS binden an einen
Rezeptor auf der Zellmembran und werden dann durch die Ausbildung eines Phagosoms in
die RPE-Zelle eingeschleust (Young und Bok, 1969; Finnemann et al., 1997). Die Phagoso-

men verschmelzen mit vom Golgi-Apparat gebildeten primdren Lysosomen zu sekundiren



45

Lysosomen (Bosch et al., 1993), in denen das phagozytierte Material durch Enzyme abgebaut

wird. AnschlieBend werden die Endprodukte entweder wiederverwertet oder exozytiert.

Katz et al. (1999) wiesen in Méausen nach intravitrealer Injektion des Lysosomenhemmers
Leupeptin iiber den Zeitraum von 32 Stunden bis 84 Tagen eine gesteigerte Lipofuszinogene-
se im RPE nach. Die Proteomanalyse von Lipofuszin durch Schutt et al. (2002a) konnte
nachweisen, dass zahlreiche Proteinbestandteile von Lipofuszin, isoliert aus humanen RPE-
Zellen, durch Lipidperoxidationsprodukte wie HNE und MDA modifiziert sind. Kimmerer et
al. (2007) untersuchten eine mogliche Beteiligung dieser Lipidperoxidationsprodukte am mo-
lekularen Mechanismus der Lipofuszinbildung. Eine Beeinflussung der POS-Phagozytosepro-
zesse durch MDA- bzw. HNE-Modifikationen findet nach diesen Ergebnissen zumindest iiber
den kurzen Zeitrahmen des Kulturmodells nicht statt. Die Lipidperoxidationsprodukte schei-
nen jedoch die Abbauprozesse in den sekundidren Lysosomen zu beeinflussen, so dass die
POS intralysosomal akkumulieren. In diesem Zusammenhang untersuchten Kdmmerer et al.
den Abbau MDA- bzw. HNE-modifizierter POS in RPE-Zellen (Abb. 14). Nach einer 24-
stiindigen Inkubation wurde in wochentlichen Abstinden der Abbau radioaktiv markierter
modifizierter und unbehandelter POS ausgewertet. Innerhalb einer Woche wurden die nativen
POS fast komplett abgebaut. Hingegen verlief die lysosomale Degradation der modifizierten

POS deutlich verzogert, so dass sie sich intrazelluldr ansammelten.
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Abb. 14: Intrazellulire Speicherung MDA- bzw. HNE-modifizierter POS-Proteine in kultivier-
ten RPE-Zellen (Quelle: Kimmerer et al., 2007)

Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass die Lipidperoxidationsprodukte lysosomale Dysfunktionen
verursachen, indem sie die proteolytische Aktivitit der Enzyme hemmen (Kopitz et al., 2004).
Zuvor gelang es bereits O‘Neil et al (1997) eine Inaktivierung des lysosomalen Enzyms Ca-

thepsin B durch HNE-modifizierte LDL (low density lipoprotein) nachzuweisen. Krohne et al.
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(2005) untersuchten mogliche Mechanismen zur Herabsetzung der Enzymaktivitidt (Abb. 15).
Die MDA- bzw. HNE-Modifikation bewirkt zum einem eine Stabilisierung der Substrate ge-
gen die lysosomale Proteolyse, zum anderen 16sen die modifizierten POS-Proteine auf kom-
petitivem Wege eine lysosomale Enzymhemmung aus. SchlieBlich konnen HNE und MDA

durch kovalente Bindung ans aktive Zentrum die Enzyme auch direkt hemmen.

POS-Proteine gq}i g)

Catwepsm

HNE/MDA 00
o » <)
Substrat- Kompetitive Enzym-
stabilisierung Hemmung inaktivierung

Abb. 15: Ubersicht zu den Mechanismen der Hemmung lysosomaler Enzyme durch Lipid-
peroxidationsprodukte (Quelle: Krohne et al., 2005)

Unser Zellkulturmodell untersuchte die intrazelluldre Lipofuszinogenese von RPE-Zellen,
zum einem nach Phagozytose oxidativ geschiddigter POS und zum anderen bei Induktion ly-
sosomaler Dysfunktion und gleichzeitiger Inkubation mit nativen POS. Zur Hemmung der
Lysosomen wurden die Zellen mit Ammoniumchlorid (NH4Cl) inkubiert. Ammoniumchlorid
ist ein spezifischer Inhibitor intralysosomaler Abbauprozesse, da es in den Lysosomen akku-
muliert und dort den intralysosomalen pH-Wert erhoht. Da das Aktivititsmaximum der Hy-
drolasen in einem sauren pH-Bereich liegt, wird durch Hebung des pH ihre katalytische Akti-
vitdt herabgesetzt. Bei unseren Versuchen stellte sich heraus, dass eine lysosomale Funktions-
storung induziert durch sowohl HNE/MDA-behandelte POS als auch durch Ammoniumchlo-
rid eine Lipofuszinogenese begiinstigt. Dabei resultierte aus der gleichzeitigen Behandlung
mit Ammoniumchlorid und unbehandelten POS eine dhnlich hohe Lipofuszinausbeute wie
nach Inkubation mit HNE-modifizierten POS. Aus diesem Grunde kann angenommen wer-
den, dass modifizierte POS iiber dem Weg einer lysosomalen Hemmung eine Lipofuszino-

gense herbeirufen konnen.
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Zusammenfassend kann angenommen werden, dass HNE/MDA-Modifikationen eine lysoso-
male Hemmung induzieren, indem sie die Enzymaktivitit herabsetzen. Dem zu Folge konnen
die phagozytierten Membranscheibchen nur unvollstindig abgebaut werden, so dass sie intra-

lysosomal akkumulieren und so zur Lipofuszinentstehung beitragen.
Lipofuszinogenese durch gestorte Autophagie

Burk et al. (1998) untersuchten iiber einen Gesamtzeitraum von 2 Jahren in kultivierten RPE-
Zellkulturen - ohne zusitzliche Inkubation mit POS - die Bildung autofluoreszenten Materials
durch Autophagie mittels Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie. Dabei stellte sich eine
progrediente Akkumulation autofluoreszenten Materials heraus, welches bei Exzitation mit
blauem Licht gelb fluoreszierte. Auch unseren fluorozytometrischen Ergebnissen zufolge 16st
eine POS-freie Inkubation der RPE-Zellen sowohl mit Ammoniumchlorid (spezifische Hem-
mung der lysosomalen Funktion) als auch mit 3-Methyladenin (spezifische Hemmung der
Autophagie) eine Lipofuszinogenese aus. Das Material zur Lipofuszinbildung scheint dabei
aus der Autophagie zelleigener Bestandteile zu entstammen. Somit kdnnte es sein, dass eine
Hemmung autophagischer Prozesse auch in vivo zur Entstehung autofluoreszenter Lipofus-
zingranula beitrigt. Es stellt sich nun die Frage, inwiefern autophagische Funktionsstrungen

zur Lipofuszinenstehung bei der AMD beitragen.
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Abb. 16: Wichtige Funktionen des lysosomalen Abbaus in RPE-Zellen: POS-Degradation und
Autophagie (Quelle: Krohne et at., 2008)
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Zu den essentiellen Funktionen von Lysosomen gehoren neben der Degradation von phagozy-
tierten Materials auch die von zelleigenen Bestandteilen, um die stindige Erneuerung ver-
schiedener Biomolekiile und Zellorganellen zur gewihrleisten (Brunk und Termann, 2002b;
Cuervo und Dice, 2000). Es ist davon auszugehen, dass im Rahmen von Oxidationsprozessen
auch Zytosolproteine strukturell so verdndert werden, dass ihre lysosomale Degradation er-
schwert wird, sie folglich akkumulieren und zur Lipofuszinogenese beitragen. Diese Hypo-
these wird unterstiitzt durch Ergebnisse der Proteomanalyse des Lipofuszins von Schutt et al.
(2002a), in der auch MDA- bzw. HNE-modifizierte mitochondriale Proteine nachgewiesen
wurden, die nicht Bestandteil der POS sind. Dariiber hinaus kann die durch oxidativ verdander-
te POS induzierte lysosomale Dysfunktion zu einer verminderten Autophagieaktivitit und
somit zur Akkumulation zelleigener Bestandteile beitragen. In einer Studie von Krohne et al.
(2008) wurde untersucht, ob eine durch MDA- bzw. HNE-modifizierte POS gestorte lysoso-
male Funktion der RPE-Zellen zu einer Storung der Autophagie fiihren kann. In einem Zell-
kulturmodell wurden die RPE-Zellen iiber einen Zeitraum von einer Woche mit MDA- bzw.
HNE-modifizierten POS inkubiert und gleichzeitig der Abbau zelleigener Proteine durch Au-
tophagie gemessen (Abb. 17).
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Abb. 17: Abbau endogener zelluldirer Proteine wdihrend Induktion lysosomaler Dysfunktionen

durch Phagozytose oxidativ modifizierter POS (Quelle: Krohne et al., 2008)

Nach Phagozytose modifizierter POS konnte in den RPE-Zellen eine um etwa 40 % reduzierte
Autophagierate festgestellt werden. Demnach kann angenommen werden, dass durch oxidati-
ven Stress induzierte lysosomale Funktionsstorungen den Abbau sowohl der POS als auch
zelleigener Komponenten storen und somit eine Lipofuszinogenese induzieren konnen. Insbe-

sondere in postmitotischen Zellen wie dem RPE ist die Autophagie ein wichtiger Mechanis-
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mus der Zellreinigung, da diese Zellen keine Moglichkeit haben, intrazelluldar akkumulierende
Schadstoffe durch Zellteilung zu ,,verdiinnen*. Stérungen der Autophagie haben somit beson-
ders in postmitotischen Zellen schwerwiegende Auswirkungen auf die Zellhomdostase. In
RPE-Zellen reichen bereits unter gesunden Bedingungen die lysosomalen Kapazititen nicht
aus, um eine langsame progressive Akkumulation von posttranslational modifizierten Protei-
nen und defekten Organellen in Form von Lipofuszin zu verhindern (Brunk und Terman,
2002a). Selbst bei einer geringen Verminderung der lysosomalen Kapazitit z.B. durch Lipid-
peroxidationsprodukte ist somit mit einer weiteren Steigerung der Lipofuszinogenese zu rech-

nen.

Neben Lipidperoxidationsprodukten wurde auch fiir N-Retinyliden-N-Ethanolamin (AzE), das
Hauptfluorphor des okuldren Lipofuszins, eine hemmende Wirkung auf die lysosomale Funk-
tion der RPE-Zellen und eine Storung der Autophagie nachgewiesen (Bergmann et al., 2004).
A;E blockiert die ATP-gesteuerte Protonenpumpe der Lysosomen, so dass intralysosomal der
pH ansteigt und die Hydrolasen inaktiviert werden. Somit kdnnte auch eine A,E-vermittelte

Autophagichemmung zur RPE-Zellschiddigung im Rahmen der AMD beitragen.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass oxidativ modifizierte POS durch die Storung der lyso-
somalen Funktion auch autophagische Prozesse blockieren und auf diesem Wege eine zusitz-

liche Lipofuszinentstehung aus zelleigenen Material induzieren konnen.
Spektrale Charakterisierung des Lipofuszins

Sowohl im Spektrophotometer als auch in der Durchflusszytometrie konnten wir einen Ans-
tieg der Autofluoreszenz bei POS-behandelten Zellen nachweisen. Die gemessenen Spektren
bei Exzitation mit 380 nm sowie bei Emission von 570 nm dhneln in Thren Maxima den spek-
tralen Eigenschaften des Lipofuszins in mit POS inkubierten RPE-Zellen, die 1998 von Was-

sell et al. beschrieben wurden.
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Abb. 18: Vergleich der spektralen Eigenschaften von autofluoreszenten Granula aus humanen
RPE-Zellen bei Exzitation mit 380 nm (A) und bei Emission mit 570 nm (B);(—) nach 56-
tagiger Inkubation mit POS; (....) humanem RPE-Extrakt von fiinf 60-69 Jahre alten Spen-
dern,(---) und Lipofuszin von humanen Spendern (Quelle: modifiziert nach Wassell et al.,

1998)

Wassell et al. (1998) verglichen die spektralen Eigenschaften von okuldrem Lipofuszin mit
dem von humanen RPE-Zellen nach 56-tdgiger Inkubation mit POS. Die gemessenen Exzita-
tionsmaxima bei Emmision mit 570 nm sind mit denen des Lipofuszins vergleichbar. Die Er-
gebnisse der Exzitation zeigen dagegen eine wesentliche Abweichung. Wihrend sowohl unse-
re RPE-Zellen als auch die von Wassel et al. (1998) iiberwiegend zwischen 440 und 525nm
emittieren, weist Lipofuszin einen breiten Emissionspeak im Wellenldngenbereich von 560
bis 625 nm auf. Die spektralen Abweichungen zum okuldren Lipofuszin basieren wahrschein-
lich auf den Unterschieden der in vivo und in vitro Bedingungen. Im Wesentlichen sind zwei

Punkte zu beriicksichtigen:

1. Da das retinale Lipofuszin Derivate von Retinoiden und Carotenoiden enthilt, vermutet
man eine wichtige Rolle von Vitamin A in der Lipofuszinogenese (Katz et al., 1995; Wassel
et al., 1997). Dabei wirken sich die Retinoide insbesondere auf die charakteristischen Auto-
fluoreszenzeigenschaften aus. Wihrend der Versuche liegt jedoch deren intrazellulire Kon-
zentration unterhalb der Werte, die in vivo erreicht werden konnen. AuBlerdem sind die RPE-
Kulturen an die in vitro Lichtbedingungen adaptiert, wodurch das Vitamin-A-Gleichgewicht
zugunsten der weniger reaktiven Retinol-Form verschoben ist. Nach Eldred und Lasky (1993)

ist aber eher das Retinal fiir die Entstehung der Lipofuszinfluorophore verantwortlich.

2. In dieser Studie haben die postkonfluenten Zellen nur iiber einen relativ kurzen Zeitraum
die Moglichkeit zur Bildung autofluoreszenten Materials. Das Lipofuszin benétigt in vivo
aber Jahre, um im RPE zu akkumulieren. Dem Zufolge wire ein lingeres postmitotisches
Intervall fiir die Zellen notwendig, um die charakteristischen Fluorophore von ,,reifem* Lipo-
fuszin zu entwickeln. Wahrscheinlich entspricht somit das gebildete autofluoreszente Material
Lipofuszinvorstufen, die noch nicht vollstindig Fluoreszenzeigenschaften erworben haben.
Das ,,junge* Lipofuszin besitzt vor allem blau-griin emittierende Fluorophore (450 nm, 525
nm) (Boulton et al., 1990), wohin gegen das reife Lipofuszin die golden gelbe Autofluores-

zenz bei Exzitation mit blauem Licht auszeichnet (Boulton et al., 1990; Docchio et al., 1991).
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In der gleichen Studie untersuchten Wassell et al. auerdem den Einfluss von Phagozytose
und Autophagie auf die spektralen Eigenschaften der RPE-Zellen. Uber einen Zeitraum von
56 Tagen wurden humane RPE-Zellen in Medium mit bzw. ohne POS kultiviert. Es zeigten
sich keine Abweichungen der spektralen Eigenschaften. Auch in unserer Studie waren die
Autofluoreszenzspektren der Zellen nahezu identisch, unabhingig davon, ob die Lipofuszino-
genese durch Autophagiehemmung allein (ohne Zugabe von POS) oder durch modifizierte
POS induziert wurde. Eine mogliche Interpretation dieser Ergebnisse lautet, dass Lipofuszin
in vitro, unabhéngig davon, ob es aus zelleigenen oder aus POS-Bestandteilen entsteht, eine
dhnliche molekulare Zusammensetzung aufweist, zumindest was die autofluoreszierenden

Komponenten betrifft.
Schlussfolgerungen
Grundsitzlich kann aus den diskutierten Ergebnissen festgehalten werden:

1. Eine Hemmung des lysosomalen Abbaus von POS kann eine Lipofuszinogenese indu-
zieren. HNE/MDA-Modifikationen der POS bewirken eine lysosomale Hemmung und
konnen damit zur Lipofuszinentstehung beitragen.

2. Durch eine lysosomale Dysfunktion wird auch die Autophagie gehemmt, was unab-
hingig von der POS-Aufnahme zu einer zusitzlichen Lipofuszinakkumulation aus in-
trazelluldarem Material fiihrt.

3. Da sowohl Lipofuszinakkumulation als auch Autophagiechemmung die RPE-Zelle auf
Dauer schiadigen, konnten POS-Modifikationen durch HNE/MDA iiber diese beiden
Mechanismen zur RPE-Dysfunktion im Rahmen der AMD beitragen.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Phagozytose oxidativ geschéadigter Pho-
torezeptoren iiber dem Weg einer lysosomalen Dysfunktion eine intrazelluldre Lipofuszino-

genese in retinalen Pigmentepithelzellen induzieren kann.

Dazu wurden zunéchst Photorezeptoren-AuBlensegmente aus Schweineaugen isoliert und in
vitro mit den Lipidperoxidationsprodukten Malondialdehyd bzw. 4-Hydroxynonenal modifi-
ziert. In humanen retinalen Pigmentepithelzellen wurde die intrazelluldre Bildung autofluo-
reszenten Materials nach Inkubation mit modifizierten Photorezeptoren mittels Durchflusszy-
tometrie quantifiziert. In Kontrollen wurde eine lysosomale Dysfunktion durch die Gabe von

Ammoniumchlorid induziert.

Die Phagozytose von Malondialdehyd- bzw. 4-Hydroxynonenal-modifizierter Photorezepto-
ren induzierte die intrazelluldre Bildung autofluoreszenter Granula, die anhand der Emissions-
spektren und der morphologischen Untersuchungen Lipofuszin vergleichbare Eigenschaften
aufwiesen. Die erhobenen Autofluoreszenzintensititen zeigten, dass die Phagozytose oxidativ
geschidigter Photorezeptoren im Vergleich zu unbehandelten Photorezeptoren eine bedeutend
hohere Autofluoreszenz auslosen konnte. Unbehandelte Photorezeptoren, deren intralysoso-
maler Abbau gehemmt wurde, erbrachten eine vergleichbar hohe Lipofuszinausbeute. Im sel-
ben Experiment zeigte sich auch, dass bereits eine alleinige Hemmung der Autophagie ohne

Zugabe von Photorezeptoren eine Lipofuszinogenese induzieren kann.

Anhand unserer Ergebnisse und unter Beriicksichtigung weiterer Befunde aus der rezenten
Literatur kann festgehalten werden, dass oxidativ geschiddigte Photorezeptoren eine lysosoma-
le Dysfunktion des retinalen Pigmentepithels hervorrufen kénnen. Da eine intralysosomale
Akkumulation von Photorezeptoren zur Lipofuszinentstehung beitrdgt, wird davon ausgegan-
gen, dass mit Lipidperoxidationsprodukten behandelte Photorezeptoren iiber dem Weg einer
lysosomalen Hemmung zu einer Lipofuszinogenese beitragen. Funktionsstdrungen auf lyso-
somaler Ebene hemmen zusitzlich die Autophagie, was einen unvollstindigen Abbau auch
von zelleigenem Material nach sich zieht. Unter dem Gesichtspunkt, dass sowohl Lipofus-

zinakkumulationen als auch Autophagiehemmung die Zelle auf Dauer schidigen, kann zu-



53

sammenfassend angenommen werden, dass oxidativ geschidigte Photorezeptoren iiber diese

beiden Mechanismen zur RPE-Dysfunktion im Rahmen der AMD beitragen konnen.
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