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1. Einleitung
1.1. Altersabhangige Makuladegeneration

1.1.1. Epidemiologie und gesellschaftliche Bedeutung

Die steigende Lebenserwartung stellt die westlichen Industrienationen vor grofle Herausforderungen
medizinischer, ethischer und wirtschaftlicher Natur (Hirneil et al., 2014). Epidemiologisch lasst sich
eine Korrelation zwischen zunehmendem Alter und der Inzidenz von ,Volkskrankheiten” wie
Diabetes mellitus Typ Il oder altersabhangiger Makuladegeneration (AMD) feststellen (Coleman et
al., 2008), (Rathmann et al., 2013). Die AMD ist Hauptursache schwerer Sehstorung und Blindheit bei
Uber 65-jahrigen mit europdischer Abstammung (Friedman et al., 2004) deren Zahl in Deutschland
bei etwa 20,6% der Gesamtbevdlkerung liegt (Eurostat, 2011). Nach einer Studie von Finger et al.,
(2011) war die AMD in Deutschland in 2010 in 50% der Falle ursachlich fir schwere Sehstérung und
Blindheit, gefolgt von Glaukom (15%) und Diabetes assoziierten Augenerkrankungen (10%). Es wird
erwartet, dass die Inzidenz aller oben erwdhnten ophthalmologischen Krankheitsbilder bis 2030
ansteigen wird, wobei der groRRte Anstieg bei der AMD erwartet wird — dann ursachlich fir 57% aller
Falle schwerer Sehstérung und Blindheit (Finger et al., 2011). Blindheit ist in Deutschland gesetzlich
geregelt in [Teil A Absatz 6 der Versorgungsmedizin-Verordnung vom 10. Dezember 2008 (BGBI. | S.
2412), die zuletzt durch Artikel 1 der Verordnung vom 11. Oktober 2012 (BGBI. | S. 2122) geadndert
worden ist] und ist definiert unter Anderem als maximale Sehscharfe des besser sehenden Auges von
0,02 oder einer dquivalenten Sehstorung. Die schwere Sehstorung ist nicht gesetzlich definiert, wird
aber gemeinhin als Sehscharfe von 0,03 bis 0,05 oder als dquivalente Sehstérung angenommen
(Finger et al., 2012). Eine Sehstorung erhoht das Risiko von Stiirzen, Fehlmedikation, senkt die
Lebensqualitdt und ist bei zunehmender Auspragung der Erkrankung der Makula assoziiert mit
Einschrankung der kognitiven Funktionen (Johnson et al., 2014). Harrabi et al., (2015) konnten
zeigen, dass Patienten mit AMD niedrigere kognitive scores erreichten, als Individuen ohne
Sehstorung — der kognitive Status wurden mit dem mini-mental exam blind version erhoben (Harrabi
et al., 2015). Eine Korrelation mit der Entwicklung von Demenz wird diskutiert (Wong et al., 2002),
(Johnson et al., 2014). Fehlsichtigkeit wird ebenfalls als signifikanter Risikofaktor fiir die Entwicklung
von Depression beschrieben (Brody et al., 2001). Zudem konnte ein moglicher direkter Effekt
zwischen Fehlsichtigkeit und erhéhtem Suizidrisiko (Lam et al., 2008), (Johnson et al., 2014) gezeigt
werden - die Autoren betonen die Verantwortung des Ophthalmologen auch die psychosoziale
Komponente der Fehlsichtigkeit, wie sie aus der AMD resultieren kann zu bertcksichtigen.
Fehlsichtigkeit ist nach der international classification of diseases definiert als best corrected visual
acuity (BCVA) von 6/18 bis 3/60 entsprechend einer Sehschéarfe von 0,3 bis 0,05 dezimal skaliert.

Zusammenfassend ist die Fahigkeit zum Sehen ein elementarer Bestandteil der aktiven sozialen



Teilhabe an unserer Gesellschaft, deren Einschrankung oder Verlust nicht nur eine somatische
Pathologie beschreibt, sondern auch eine schwere psychosoziale und gesellschaftliche

Herausforderung darstellt.

1.1.2. Atiologie, Pathogenese und Klinische Klassifikationen

Die Pathogenese der AMD ist multifaktoriell und nicht abschlieBend geklart. Erklarungsmodelle wie
Parainflammation (s.u.) oder Nekroptose (s.u.) werden als Pathomechanismen diskutiert. Konsens
besteht darin, dass hoheres Alter, eine positive Familienanamnese, Rauchen, verstarkte
Sonnenlichtexposition und bestimmte genetische Varianten als Risikofaktoren der AMD gelten
(Thornton et al., 2005), (Moshfeghi and Blumenkranz, 2007), (Xu et al., 2009), (Klettner et al., 2013).
Retinale Mikroglia (s.u.) und retinales Pigmentepithel (s.u.) stehen ebenso wie die toll-like Rezeptor
(TLR) Familie — insbesonder auch der TLR-3 (s.u.) (Yang et al., 2008) im Verdacht eine tragende Rolle
in der Pathogenese der AMD zu spielen (Xu et al., 2009), (Lin et al., 2013), (Karlstetter et al., 2015;
Karlstetter and Langmann, 2012; Langmann, 2007). Fir genetische Varianten des Komplementfaktor
H (CFH) auf Chromosom 1q ist eine starke Assoziation mit Empfanglichkeit fiir die AMD beschrieben
(zareparsi et al., 2005), (Edwards et al., 2005; Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et al.,
2005). Weitere Risikovarianten zur Entstehung der AMD wurden in mehreren Genloci gefunden —
neben CFH unter anderem in Komplementfaktor (C2), Komplementfaktor B (BF), Komplementfaktor |
(CF1), Komplementfaktor 3 (C3) und Komplementfaktor (C9) (Helgason et al., 2013), (Gold et al.,
2006), (Seddon et al., 2013), (Yates et al., 2007). Aktuelle Studien und Metaanlysen haben
Risikovarianten fir fortgeschrittene AMD in 19 Suszeptibilitatsloci identifiziert (Fritsche et al., 2013).
Fritsche et al., (2013) schlussfolgern, dass mit Hilfe ahnlicher scores, wie den 19 genetischen
Risikovarianten fir die fortgeschrittene AMD Individuen mit erhéhtem Risiko fir AMD identifiziert
und einer praventiven Therapie zugefiihrt werden kénnten (Seddon et al., 2011).

Es gibt eine Vielzahl von Klassifikationssystemen fiir die AMD, die sich teils in der grundlegenden
Terminologie unterscheiden (Bird et al., 1995; Davis et al., 2005; Ferris et al., 2013, 2005; Klaver et
al., 2001; Klein et al., 2007; Seddon et al., 2011; van Leeuwen et al., 2003; Wang et al., 2007; Zweifel
et al., 2010). Klinisch wird die AMD nach der von (Ferris et al., 2013) vorgeschlagenen clinical
classification of age related macular disease in friihe, intermedidre und spate AMD eingeteilt. Die
fortgeschrittene AMD wird phanotypisch in die trockene (atrophische) Form mit vordergriindiger
Atrophie des Pigmentepithels und der sensorischen Netzhaut, sowie die feuchte Form mit
choroidaler Neovaskularisation (CNV) unterteilt. Die spate trockene AMD ist gekennzeichnet durch
Areale atrophischen RPEs mit Schadigung der benachbarten Photorezeptorzellen und schwerer

Sehstorung (Kivinen et al., 2014), (Grehn, 2012). Bis heute gibt es keine effektive Therapie gegen die



trockene/atrophische Form der AMD. In der feuchten Form der altersabhingigen
Makuladegeneration kommt es zum EinsprieBen von Gefdafen aus den choroidalen Kapillaren (die
Choroidea ist eine gefaRfiihrende Schicht, die tGiber die Bruch-Membran an das RPE grenzt) durch die
Bruch-Membran, die zur Bildung subretinaler Membranen, retinalen Odemen, Blutungen und zur
Schadigung der Photorezeptoren fiihren kann — auch bezeichnet als choroidale Neovaskularisation
(CNV) (Kivinen et al. 2014), (Grehn, 2012). Der Verlauf der unbehandelten feuchten AMD st
gekennzeichnet durch raschen Visusverlust. Ein wesentlicher Ausléder der Neovaskularisation ist der
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) A, der gleichzeitig ein pharmakologisches target in der
feuchten Form der AMD darstellt (Kivinen et al., 2014), (Klettner, 2014). Das klinische
Klassifikationssystem nach (Ferris et al., 2013) schlie8t ein Alterskollektiv von Patienten (iber 55 Jahre
und die funduskopische Untersuchung der Retina bis zu einem Abstand von 2 Papillendurchmessern
(Papilla nervi optici) zur Fovea centralis ein (Ferris et al., 2013), ohne Beriicksichtigung des Visus.
Kleine Drusen (s.u.) (<63 um) werden als normale altersabhdngige Veranderungen, ohne ein klinisch
relevant erhéhtes Risiko fur die Entwicklung einer spiaten AMD angesehen (Ferris et al., 2013).
Drusen imponieren funduskopisch als gelb-weiRliche Ablagerungen (Curcio et al., 2009). Sie werden
typischerweise in harte und weiche Drusen kategorisiert (Curcio et al., 2009; Sarks et al., 1980).
Histologisch sind Drusen definiert als fokale, domformige Lasionen zwischen der Basalmembran des
RPEs und der inneren Kollagenschicht der Bruch-Membran (Curcio et al., 2009). Mittlere Drusen (263
bis <125 um), ohne AMD-abhédngige Pigmentveranderungen der Retina sind Kriterien der friihen
AMD. Individuen mit grofRen Drusen oder Pigmentverdnderungen assoziiert mit zumindest mittleren
Drusen koénnen als Patienten mit indermedidrer AMD betrachtet werden. Zeigen sich in der
funduskopischen Untersuchung Ladsionen assoziiert mit neovaskuldrer AMD oder geographischer
Atrophie sind die Kriterien der spaten AMD erfiillt. Das Risiko zum Fortschreiten der intermediaren
AMD in die spate AMD mit Neovaskularisation oder geographischer AMD betragt fiir die

fortgeschrittenste intermediare AMD 50% (Ferris et al., 2013).

1.1.3. Alterung der Retina

Degenerative Prozesse sind Bestandteil des Alterungsprozesses des Menschen. Davon abzugrenzen
sind Pathologien, die im Alter zu zum Teil rasch progredienten und dabei pathologisch-degenerativen
Prozessen flihren kénnen. Alterung kann im Rahmen der oxidativen Hypothese des Alterns (Harman,
1956) als Prozess, der in 3 Schritten erfolgt beschrieben werden; erstens fallen in den essentiellen
metabolischen Prozessen unseres Organismus reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (O, Hyperoxid-
Anionen, H,0, Wasserstoffperoxide und HO- Hydroxyl-Radikale) an (Ardeljan and Chan, 2013; Liu et

al., 2014), (Zealley and de Grey, 2013). Im zweiten Schritt kann ein Teil der durch die Toxine



verursachten Schaden nicht mehr durch die endogenen Reparatursysteme behoben werden; es
kommt zu deren Akkumulation (Ardeljan and Chan, 2013; Liu et al., 2014), (Zealley and de Grey,
2013). Dies kann drittens in altersabhangige pathologische Prozesse miinden, entweder direkt tber
die Beeintrachtigung des Metabolismus zum Beispiel durch die Oxidation mitochondrialer DNA
(Khurana et al.,, 2008) oder indirekt durch {berschieBende Anpassungsreaktionen auf die
insuffizienten korpereigenen Reperatursysteme (Zealley and de Grey, 2013), (Ardeljan and Chan,
2013; Liu et al., 2014). Durch die hochgradige metabolische Aktivitdt der Retina werden wahrend des
Lichteinfalls und des Sehvorgangs groBe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies freigesetzt (Xu et al.,
2009), (Balaiya et al., 2010), (Whitcup et al., 2013). Hauptquellen reaktiver Sauerstoffspezies der
Retina sind neben der mitochondrialen Atmung der inneren Photorezeptorsegmente und des
retinalen Pigmentepithels, die beide dicht mit Mitochondrien besetzt sind (Nita et al., 2014), die
Phagozytose der &duBeren Photorezeptorsegmente durch das RPE und die Phototoxizitdt des
Lipofuscin (Lipofuscin ist ein alterungsbedingtes, fototoxisches Pigmentmaterial, , Abfall“-Material
der humanen Retina) (Xu et al., 2009). Die Akkumulation von Lipofuscin in der alternden Retina steht
im Verdacht die Bildung von Drusen, die Atrophie von RPE und die Entwicklung der AMD
mitauszuldsen (Sparrow and Boulton, 2005). Die hohe Reaktivitdit der ROS beeintrachtigt die
physiologische Zellfunktion durch Interaktion mit Nukleinsduren, Lipiden, Proteinen, Lipoproteinen
und Komponenten der Extrazellularmatrix wie Hyaluron — sie stehen im Verdacht den Zelltod von
Photorezeptorzellen, Ganglionzellen und RPE unter pathologischen Bedingungen zu verursachen
(Krishnamoorthy et al., 1999), (Cai et al., 2000), (Sanvicens et al., 2004), (Li and Osborne, 2008), (Xu
et al., 2009). Die altersabhdngige Akkumulation von ROS mitochondrialen Ursprungs fiihrt zur
Freisetzung von damage associated molecular patterns (DAMPs) (Tang et al., 2011), (Huang et al.,
2015) die ihrerseits liber pattern recognition receptors (PRR) wie den toll-like Rezeptoren (TLR) zur
Aktivierung retinaler Mikroglia fiihren kénnen (Lehnardt, 2010), (Karlstetter and Langmann, 2012).
Reaktive Sauerstoffspezies sind in der Lage gewebsstindige Makrophagen (in der Retina — die
Mikroglia) zu aktivieren und zur Sekretion proinflammatorischer Faktoren zu stimulieren (Xu et al.,
2009). Entzindungsreaktionen sind als wesentlicher Pathomechanismus der AMD beschrieben
(Rodrigues, 2007), (Patel and Chan, 2008), (Xu et al., 2009), (Nita et al., 2014).

In der nicht invasiven ophthalmologischen Untersuchung, dem Spiegeln des Augenhintergrunds,
lassen sich pathophysiologische Korrelate der AMD wie Drusen als Teil der clinical classification of
age related macular disease und basale deposits am RPE/Bruch’sche-Membran-Komplex, die einen
direkten Einfluss auf die Vitalitdt von RPE und Photorezeptoren ausiiben finden (Green and Enger,
1993), (Sarks, 1976), (Curcio et al., 2009). Drusen enthalten diverse proinflammatorische Stoffe,
unter Anderem oxidierte Lipide und Lipoproteine, Komplement-Proteine und doppelstrangige RNA

(ds-RNA) (Hageman et al., 2001), (Curcio et al., 2009), (Kaneko et al., 2011), (Murakami et al., 2014),



sowie B-Amyloid (Johnson et al., 2002), (Crabb et al., 2002), (Mullins et al., 2000). Je gréBer und
zahlreicher sich diese Drusen darstellen, desto hoher ist das Risiko des Fortschreitens in die trockene
oder die feuchte Form der AMD (Yang et al., 2008). Drusen der trockenen AMD weisen
ultrastrukturelle Schnittmengen mit arteriosklerotischen Plaques auf (Mullins et al., 2000),
(Karlstetter and Langmann, 2012), die enthaltenen Proteine des Komplementsystems, Lipide, sowie
Apolipoprotein B und E und sind ein Fokus der Aktivierung des angeborenen Immunsystems
(Karlstetter and Langmann, 2012), (Johnson et al., 2001) zu dem zum Beispiel PRRs wie die Gruppe

der TLRs gehoren.

1.1.4. Parainflammation, Grenzen der homdostatischen Kapazitat

Homoostase kann als Prozess beschrieben werden in dem sich ein dynamisches System in einem
stabilen Gleichgewicht befindet. Im Rahmen der AMD kippt diese Balance. Einflussnehmende
Faktoren der okuldren Homoostase beinhalten die Interaktion zwischen altersabhingigen
Gewebsveranderungen (s.0.) und die starker werdende Bilirde der Parainflammation auf die Retina
(Ardeljan and Chan, 2013).

Das klassische Entziindungsmodell — Infektion oder Verletzung fiihrt zur Entziindung, wird erweitert
durch ein Stufenmodell, das einen intermedidren Status zwischen manifester Inflammation und
basalem Zellstatus beschreibt — Parainflammation, die durch Faktoren wie oxidativer Stress,
Hyperglykdamie und Hypercholesterindmie ausgelost wird (Medzhitov, 2008), (Ardeljan and Chan,
2013). Ziel dieser dosierten Immunantwort auf zum Beispiel erhéhte Konzentration von ROS oder
veranderter Zusammensetzung der Extrazellularmatrix (EZM) ist die Wiederherstellung von
Gewebsfunktionalitdt und -homdoostase (Medzhitov, 2008). Hervorzuheben ist, dass die Rolle der
Entzlindung primar eine physiologische, die Gewebshomobostase wiederherstellende ist, eine
Reaktion auf einen dysfunktionalen Gewebszustand. Parainflammation beinhaltet die Aktivierung der
gewebsstandigen Makrophagen die in einer Art housekeeping Funktion unterstitzend die
Abfallprodukte des Metatbolismus abrdumen und im Zentralnervensystem (ZNS) zusatzlich die
neuronale Integritdt erhalten (Medzhitov, 2008). Die Parainflammation kann dabei als graduierter
Prozess betrachtet werden. Auf der einen Seite des Spektrums ist sie dhnlich dem basalen
Gewebestatus, auf der anderen Seite beginnt der Ubergang in einen entziindlichen Prozess mit der
Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-1 (Medzhitov, 2008), das an der
Pathogenese der AMD beteiligt ist (Lin et al., 2013) und der Induktion des Komplementsystems in der
chronifizierten Parainflammation (Parmeggiani et al., 2013). Die AMD wird als Zustand einer
chronischen geringgradigen Inflammation, einer pathologischen Parainflammation beschrieben, die

sich im Alter intensiviert (Nita et al., 2014), (Ardeljan and Chan, 2013). Parainflammation ist nach



dieser Hypothese an jeder Form der AMD beteiligt (Nita et al., 2014). Viele inflammatorische
Faktoren, zum Beispiel TNF-a und IL-6 haben ebenfalls wichtige homdostatische Funktionen, wie die
Reparatur von Geweben und die Kontrolle des Metabolismus (Werner and Grose, 2003), (Tedgui and
Mallat, 2006). Parainflammatorische Prozesse kdnnen die homdostatische Kapazitdt des Organismus
erweitern, indem sie das Aufrechterhalten der Gewebshomdostase auch unter widrigen
Bedingungen ermoglichen (Medzhitov, 2008). Persistierender Stress auf ein Gewebe kann zu einer
chronifizierten (pathologischen) Parainflammation fiihren, die unter anderem durch Verstellen der
homdostatischen Sollwerte zum weiteren Fortschreiten der Krankheit und reduzierter
Gewebsfunktionalitdt fihren kann (Ardeljan et al., 2014; Ardeljan and Chan, 2013; Karlstetter and
Langmann, 2012; Xu et al., 2009).

Diabetes mellitus Typ 2, Arteriosklerose, Adipositas, Asthma und AMD sind Krankheiten, die mit einer
chronischen Parainflammation assoziiert sind (Medzhitov, 2008), (Xu et al., 2009). Der im Alter
akkumulierende oxidative Stress fiihrt zur erhéhten Pravalenz retinalen Zelltods; die entstehenden
Produkte sind Liganden der PRRs wie dem TLR und stellen Trigger der Parainflammation in der
alternden Retina dar (Xu et al., 2009). TLRs insbesondere der TLR-3 stehen im Verdacht eine wichtige

Rolle in der Pathogenese der AMD zu spielen (Xu et al., 2009), (Lin et al., 2013), (Yang et al., 2008).

1.2. Mikroglia

Mikroglia stellt die mononukldre Phagozyten-Population des ZNS dar (Graeber and Streit, 2010) zu
dem auch die Retina zdhlt. Sie kann frilhe Gefahrensignale ihrer lokalen Umgebung detektieren
(Hanisch, 2002), (Hanisch and Kettenmann, 2007), (Xu et al., 2009) und auf Grund ihrer extremem
Plastizitat in sehr kurzer Zeit auf Gewebsstress/-verletzung reagieren; dies geschieht unter normalen
Bedingungen ohne die immunologische Balance zu beeintrachtigen (Gehrmann et al., 1995), (Xu et
al., 2009). Im gesunden Gehirn lberwacht die ramifizierte Mikroglia bestdndig ihre Umgebung
(Nimmerjahn et al., 2005) und kommuniziert mit den sie umgebenden Zellen wie Astrozyten oder
leptomeningealen Zellen (Tanuma et al.,, 2006; Wu et al., 2005). In der Retina findet sich die
Mikroglia physiologischerweise in der inneren und dulleren plexiformen Schicht (Karlstetter and
Langmann, 2012). Aktivierte Mikroglia transformiert phanotypisch von der ramifizierten in die
amoboide Form (Karlstetter and Langmann, 2012) und ist zu Migration und Phagozytose befahigt
(Langmann, 2007). Die morphologische Verdanderung der Mikroglia vom ramifizierten zum aktivierten
amoboiden Typ wird von der Expression zahlreicher Oberflachenantigene begleitet wie zum Beispiel
CD68 (Langmann, 2007). Ein wesentlicher Triggermechanismus zur Aktivierung dieses Zelltyps sind
die oben erwdhnten DAMP’s, zum Beispiel auf Nukleinsdurebasis wie DNA und RNA (Bianchi, 2007).
DAMPs konnen die evolutiondr hochgradig konservierten TLRs der Mikroglia aktivieren (Lehnardt,

2010), (Karlstetter and Langmann, 2012). Mikroglia exprimiert die TLRs 1-9 (Langmann, 2007), (Olson



and Miller, 2004). Es konnte ein altersabhdngiger Anstieg der Expression fir TLR-3 in retinaler
Mikroglia nachgewiesen werden (Xu et al.,, 2009). TLR-3 wird von doppelstrangiger RNA aktiviert
(Jacobs and Langland, 1996), (Yang et al., 2008). Fiir dsRNA, die auch Bestandteil von Drusen ist, ist
eine Beteiligung an der Pathogenese der altersabhidngigen Makuladegeneration beschrieben (Curcio
et al., 2009; Green and Enger, 1993; Murakami et al., 2014). Die enge Assoziation von Phagozyten mit
Drusen in den Retinae von Patienten mit friiher AMD lasst vermuten, dass diese mit internalisierten
membrandsen Partikeln beladenen Mikrogliazellen, sowie weitere Makrophagen einen
Migrationsreiz durch die Ablagerungen in Drusen erhalten (Karlstetter et al., 2015), (Penfold et al.,
1991), (Killingsworth et al., 1990). Die Untersuchung der Transkriptome humaner Augen mit AMD
zeigt die deutlich erh6hte Expression der mit Mikroglia/Makrophagen assoziierten Transkripte fur
macrophage receptor with collagenous structure (MARCO), macrophage expressed gene 1 (MPEG1),
sowie fur weitere Chemokin-mRNA (Karlstetter et al., 2015), (Newman et al., 2012). Neben der
Assoziation zu Drusen und basalen Deposits, die am RPE/Bruch’sche Membran-Komplex lokalisiert
sind und ein histopathologisches Zeichen der AMD darstellen (Curcio et al., 2009; Green and Enger,
1993; Sarks, 1976), fiihrt die Aktivierung von Mikroglia im Rahmen der AMD zu ihrer Akkumulation
im subretinalen Raum (SRR) (Xu et al., 2009),(Xu et al., 2007), (Zeiss and Johnson, 2004) zwischen der
apikalen Seite des RPE und den PhotorezeptorauBensegmenten (Ma et al., 2009).

Der SRR ist geschiitzt durch die duBere Blut-Retina Barriere (duBere BRB), die gebildet wird von tight
junctions des RPE, sowie durch die innere BRB aus tight junctions retinalen GefaBendothels und ist
unter physiologischen Bedingungen frei von Immunzellen (Xu et al., 2009), (Xu et al., 2007). Die
Makulae von AMD-Patienten zeigen im Bereich der degenerierten Netzhaut subretinal ausgepragte
Ansammlungen amoboider (aktivierter) Mikroglia (Gupta et al., 2003), die zytoplasmatische
Einschlisse mit rhodopsinhaltigen Partikeln tragen (Gupta et al., 2003), (Karlstetter and Langmann,
2012). Gupta et al., (2003) folgern, dass Mikroglia als Reaktion auf den Zelltod von Photorezeptoren
aktiviert wird und die Uberreste der Photorezeptoren inklusive des Rhodopsins phagozytiert
(Newman et al.,, 2012). Mikroglia im SRR ist CD68, einem Marker aktivierter Makrophagen
(Ramprasad et al., 1995) und lba-1 positiv (Xu et al., 2009), (Xu et al., 2007).

Iba-1, das wir als immunologisches Target zur Identifizierung der Mikroglia in der Etablierung der
retinalen Mikrogliakultur verwandten, verursacht ein Rac-abhdngiges Umgestalten des
Aktinzytoskeletts, das zu einer Faltelung der Zellmembran fihrt, welches fir die effiziente
Phagozytose benétigt wird (Imai and Kohsaka, 2002). Iba-1 positve, subretinal lokalisierte Mikroglia
tragt eine groBe Menge Lipofuscin Granula und hat neben ihrer patho/physiologischen Rolle
wesentlichen Anteil an der Fundus-Autofluoreszenz, wie sie fiir die Diagnose und das Monitoring
ophthalmologischer Krankheitsbilder, wie der AMD und Makuladystrophien verwendet wird (Xu et

al., 2008). Zusammenfassend scheint die Aktivierung von Mikroglia und Makrophagen ein frithes und



lang anhaltendes chronisches Merkmal der Pathogenese der AMD zu sein (Karlstetter et al., 2015).
Im Rahmen der Alterung und inflammatorischer Prozessen steht subretinal lokalisierte Mikroglia im
direkten Kontakt mit dem ortsstiandigen RPE (Xu et al., 2009). Die Interaktion dieser fir die
Pathogenese der AMD bedeutsamen Zellpopulationen ist noch wenig untersucht — ein mogliches
Modell der Kommunikation ist die Zytokin gestiitzte Koregulation und Aktivierung (Xu et al., 2009),
die im Rahmen der in dieser Arbeit experimentell untersuchten TLR-3 stimulierten retinalen
Mikroglia, des RPEs und einer Reihe ihrer pro- und antiinflammatorischen Zytokine und Enzyme

Abbildung findet.

1.3. Retinales Pigmentepithel

Das RPE ist Teil der Netzhaut und bildet ihre duBerste Schicht. Als einschichtiger Zellverband umgibt
es mit seinen langen apikalen Mikrovilli die lichtsensitiven duleren Segmente der Photorezeptoren.
Basolateral des RPE liegt die Bruch Membran, die an die fenestrierten Kapillaren der Choriokapillaris
grenzt. Von innen nach aulRen bilden Bruch Membran, Choriokapillaris, Lamina vasculosa und Lamina
suprachoroidea die Choroidea (Aderhaut), welche der Erndhrung der Photorezeptoren und der
Temperaturregulation wahrend der photochemischen Prozesse dient (LiUllmann-Rauch, 2006),
(Strauss, 2005). Der pigmentierte einschichtige Zellverband aus RPE absorbiert Lichtenergie (Strauss,
2005), (Dayhaw-Barker, 2002), (Bok, 1993), hat Transportfunktionen von der Retina zur Choroidea
und umgekehrt (Strauss, 2005), sowie ein breites Spektrum immunologischer Funktionen (Klettner,
2015). Die Phagozytose verbrauchter PhotorezeptorauBensegmente, das Recycling des all trans in
11-cis-Retinal als Teil des Sehzyklus und die Stabilisierung der lonenzusammensetzung im SRR tragt
zur Aufrechterhaltung der Erregbarkeit der Photorezeptoren und damit der Sehfahigkeit bei (Strauss,
2005), (Bok, 1993), (Finnemann, 2003), (Dornonville de la Cour, 1993), (Steinberg, 1985). An dieser
Schaltstelle zwischen Zentralnervensystem (Retina) und dem umgebenden GefalRsystem ( Choroidea)
bildet das RPE mit seinen tight-junctions und spezialisierten Transportsystemen die duRere Blut-
Retina Schranke und Grenze der immunprivilegierten Zone der Retina gegeniiber blutstindigen
Leukozyten und danger signals wie den DAMP’s (Klettner, 2015). In der Retina erhalten die
angeborenen Immunmechanismen (darunter Mikroglia und TLRs) die Funktionalitdt des Gewebes,
wahrend das RPE die erworbene Immunantwort (darunter Lymphozyten und Antikdrper) durch
|6sliche Faktoren und direkte T-Zell Interaktion dampft und so malgeblich am Erhalt des Auges als
immunprivilegierte Zone beteiligt ist (Klettner, 2015).

Das RPE ist trotz seines epitheloiden Phanotyps embryologisch Teil des Neuroektoderms und
exprimiert viele Oberflachen- und Zellmarker, sowie Rezeptoren des angeborenen Immunsystems,
wie TLRs (Howes et al., 2004), (Kumar et al., 2004), (Klettner et al., 2013). Es ist in der Lage diverse

pro- und antiinflammatorische Zytokine und Chemokine zu synthetisieren (Xu et al., 2009). Durch die



Sekretion von transforming groth factor 8 (TGFB), das in Mikroglia die Expression des
antiinflammatorischen Interleukin 10 (IL-10) induziert, tragt das RPE auf Zytokinebene
physiologischerweise zum Erhalt des Uberwachungs-/surveillance- Phanotyps der Mikroglia bei
(Klettner, 2015; Langmann, 2007).

Ist die Grenze der homoostatischen Kapazitit des RPE’s erreicht, kann dieses Funktionen, wie
Transportprozesse, die Phagozytose und Prozessierung abgestofener Scheibchen der
PhotorezeptorauBensegmente nicht mehr oder nur noch eingeschrankt ausiiben (Grehn, 2012);
Abbauprodukte akkumulieren, in der Bruch-Membran entstehen Spalte und das RPE andert das
synthetisierte Zytokinmuster — wahrend es unter physiologischen Bedingungen antiinflammatorische
Zytokine wie transforming groth factor a (TGF-a), Somatostatin, Thrombospondin und pigment
epithelium derived factor (PEDF) (Klettner, 2015), (Zamiri et al., 2007), (Xu et al., 2009) synthetisiert,
kommt es zum Beispiel im vermehrten Kontakt mit oxidierten Lipiden (wie oxLDL, das vom RPE in
groflen Mengen internalisiert werden kann (Gordiyenko et al., 2004)), oxidativem Stress und
peroxidierten PhotorezeptorauRensegmenten zur vermehrten Expression proinflammatorischer
Zytokine wie IL1-B und einer Abnahme der Expression von CFH, hinweisend auf ein héheres Risiko
der subretinalen Aktivierung der Komplementkaskade in Form des Membran attackierenden
Komplexes (MAC) (Higgins et al., 2003), (Klettner, 2012), (Kauppinen et al., 2012). Abbauprodukte,
wie Lipofuscin, das im alternden RPE akkumuliert, steht ebenso wie dsRNA als Bestandteil von
Drusen im Verdacht, das RPE zur Synthese proinflammatorischer Zytokine und Chemokine zu
stimulieren (Xu et al., 2009). Die Stimulation des TLR-3 des RPEs flihrt zur Steigerung der Expression
von VEGF (Klettner et al., 2013), das eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der feuchten Form
der AMD spielt (Grehn, 2012).

Dem RPE als Huter der Blut-Retina-Schranke kommt nach aktuellen Untersuchungen in der
Pathogenese der AMD eine entscheidende Rolle zu (Grehn, 2012), (Klettner et al., 2013). Aufgrund
seiner besonderen Lokalisation an der Grenze zwischen dem zirkulierendem Blut des grofRen
Korperkreislaufs und der immunpriviligierten Neuroretina kann das RPE als erste Verteidigungslinie
gegeniber hamatogenen Erregern betrachtet werden (Klettner, 2015). Das RPE muss sich einer
Vielzahl viraler Erreger wie Varicella zoster (Humanes Herpesvirus-3), Zytomegalievirus (Humanes
Herpesvirus-5) und Herpes simplex (Humanes Herpesvirus-1,2) erwehren (Milikan et al., 2009),
(Scholz et al., 2003), (Klettner, 2015), deren doppelstriangige virale RNA (dsRNA) vom TLR-3 des RPEs
erkannt wird (s.u.) — der TLR-3 ist der am starksten exprimierte TLR des RPEs (Ebihara et al., 2007;
Klettner et al., 2013; Kumar et al., 2004; Wornle et al., 2011); ebenfalls vom RPE exprimiert werden

TLR 1-7, sowie TLR 9 und 10 (Kumar et al., 2004), (Ebihara et al., 2007).



1.4. Toll-like Rezeptor 3

Toll-like Rezeptoren sind eine phylogenetisch hochgradig konservierte Rezeptorengruppe, die das
angeborene Immunsystem als Teil der PRRs befdhigt mikrobielle Pathogene zu erkennen und
Abwehrreaktionen zu induzieren (Medzhitov and Janeway, 2000a). Die PRRs, werden in
endozytotische, humorale und signalling receptors zu denen die TLRs zdhlen kategorisiert (Medzhitov
and Janeway, 2000b). TLRs kdnnen molekulare Muster, die mit mikrobiellen Pathogenen assoziiert
sind erkennen und eine antimikrobielle Immunantwort induzieren (Medzhitov and Janeway, 2000),
(Akira, 2001).

Bis heute sind 10 TLRs im Menschen identifiziert (De Nardo, 2015). TLRs sind Transmembranproteine
bestehend aus einer Amino (N)-terminalen extrazellulairen Doméne, deren leucine rich repeats (LRR)
zur Ligandenerkennung dienen, einem einfachen transmembran-Abschnitt und einem carboxyl (C) -
terminal globular cytoplasmic Toll/Interleukin-1 (IL1) Receptor (TIR), der aufgrund der Homologie zur
zytoplasmatischen Doméane des Interleukin-1 Rezeptors (IL-1R) als Toll/IL-1R (TIR) Domaéane
bezeichnet wird (Kopp and Medzhitov, 1999), (Medzhitov and Janeway, 2000b), (De Nardo, 2015).
Doppelstrangige RNA (dsRNA) wird von den meisten Viren wahrend ihrer Replikation synthetisiert,
stellt ein mit viraler Infektion assoziiertes molekulares Muster dar und ist Ligand des TLR-3 (Jacobs
and Langland, 1996), (Alexopoulou et al., 2001). Der TLR-3 ist im RPE und in der Mikroglia
Uberwiegend intrazellular lokalisiert (Jack et al., 2005), (Ebihara et al., 2007), (Kumar et al., 2004). Die
intrazelluldare Lokalisation dient auch zum Schutz vor Kontakt mit extrazelluldren ,Selbst“-
Nukleinsduren, ein Prozess der andernfalls das Risiko von Autoimmunerkrankungen erhéhen wiirde
(Kawai and Akira, 2011). Der TLR-3 ist hauptséachlich in den friihen Endosomen lokalisiert und nur in
wenigen Zelltypen an der Zelloberfliche (Funami et al., 2004; Kawai and Akira, 2011; Matsumoto et
al., 2003). Die Aktivierung von TLRs fihrt zu einer proinflammatorischen Antwort der betroffenen
Zelle (Nita et al., 2014).

Neben Zellen wie retinale Mikroglia und RPE stehen Rezeptoren wie die TLRs im Verdacht eine
tragende Rolle in der Pathogenese der AMD zu spielen (Xu et al.,, 2009), (Lin et al., 2013). TLRs
werden fir viele Modelle — einschlielich der DAMP-Hypothese (in der DAMPs als molekulare
Ausgangspunkte, die mit Alterung und Krebs assoziiert sind angesehen werden) — der
Parainflammation und der Nekroptose herangezogen (Ardeljan et al., 2014; Ardeljan and Chan, 2013;
Murakami et al., 2014; Xu et al., 2009). Murakami et al., (2014) zeigten, dass die subretinale Injektion
von polyinosinic polycitidylic acid (Poly 1:C)(s.u.) zur programmierten Nekrose des RPE, zu
nekrotischen und apoptotischen Prozessen der Photorezeptoren, zur Makrophagen-Infiltration des
SRR und zur gesteigerten TNFa und IL-6 Produktion in Makrophagen fiihrt — Prozesse wie sie fur die

fortschreitende AMD beschrieben sind (Xu et al., 2009), (Xu et al., 2007). Fir TLR-3 aktivierte



Mikroglia konnte TRIF (einem TIR-domain-containing Adaptorprotein der TLR Signalkaskade)
abhéngige und RIP3 programmierte Nekropose beschrieben werden (Kim and Li, 2013). Yang et al.,
(2008) beschrieben in einer viel diskutierten multizentrischen Studie die genetische Assoziation der
trockenen Form der altersabhdngigen Makuladegneration mit einem hypomorphic single nucleotide
polymorphism im TLR-3 Gen 412Phe, wonach Individuen, die Trager dieses genetischen
Polymorphismus sind vor der trockenen Form der altersabhdngigen Makuladegeneration geschitzt
seien. Zugleich zeigten die Autoren den potentiell retinotoxischen Effekt der TLR-3 Aktivierung auf
(Yang et al., 2008), (Kleinman and Ambati, 2012). Kleinman and Ambati, (2012) beschrieben ebenfalls
die Bedeutung des TLR-3 fir die trockene Form der AMD. Einige systemische Effekte des TLR-3 bei
CMV-Infektion sind fiir das Mausmodell von TLR-3 negativen mit CMV infizierten Tieren beschrieben
—so konnte ein signifikanter Anstieg der Virustiter in der Milz, signifikant niedrigere Serum Level der
Interferone B und vy, erniedrigte Aktivierung von natirlichen Killerzellen und natirlichen Killer T-
Zellen, sowie eine leicht erhéhte Mortalitat gegeniiber dem Wildtyp aufgedeckt werden (O’Neill and
Bowie, 2007),(Tabeta et al., 2004). In vitro konnte gezeigt werden, dass mononukledre Zellen und
Fibroblasten von TLR-3 L412F positiven Menschen eine verminderte Sekretion von TNF-a, INF-,INF-y
und INF-A gegeniiber TLR-3 L412F negativen Individuen als Reaktion auf Stimulation mit ds-RNA (TLR-
3 Ligand) und Cytomegalievirus (CMV = Humanes Herpesvirus 5) aufweisen (Nahum et al., 2012).
Nahum et al., (2012, 2011) beschreiben die Assoziation der TLR3 L412F Variante mit einer erhohten
Anfilligkeit fir das Cytomegalievirus (CMV) und kutaner Candiasis. Der klinische Effekt der
genetischer Polymorphismen des TLR-3, wie auch Studien zur zum Teil terminalen Wirkung des TLR-3
auf das RPE und die Mikroglia verdeutlicht das Spektrum und die zentrale Rolle des TLR-3 in der
Pathogenese viraler und degenerativer Prozesse. Weitere Relevanz finden TLRs in der
altersabhangige Akkumulation von ROS mitochondrialen Ursprungs, die zur Freisetzung von DAMPs
fihrt (Tang et al.,, 2011), (Huang et al., 2015), die ihrerseits (ber PRRs wie TLRs zur Aktivierung
retinaler Mikroglia fihren kdonnen (Lehnardt, 2010), (Karlstetter and Langmann, 2012). Ma et al.,
(2013) zeigten, dass mit zunehmendem Alter die Expression von MyD88 (einem gemeinsamen
Adaptorprotein der meisten TLRs) in retinaler Mikroglia steigt, was als Veranderung eines
homoostatischen Sollwerts im Sinne einer parainflammatorischen Reaktion betrachtet werden kann,
die die Entstehung der AMD begiinstigt (Xu et al., 2009).

Die Stimulation des TLR-3 des RPEs fiihrt zur erhéhten Sekretion von Interferon-f, das einen starken
antiviralen Effekt im RPE vermittelt (Klettner, 2015). Zusatzlich wird das RPE zur Expression einer
Reihe von Zytokinen und Chemokinen stimuliert — unter anderem die proinflammatorischen
Faktoren IL-8, IL-6 und TNF-a (Klettner, 2015), (Kumar et al., 2004), (Klettner et al., 2013), (Wérnle et
al., 2011). In Drusen von mit AMD betroffenen Augen findet sich neben oxidierten Lipiden,

Lipoproteinen und Komplement-Proteinen auch dsRNA (Curcio et al., 2009), (Kaneko et al., 2011),



(Murakami et al., 2014). Die TLR-3 abhdngige Stimulation von Mikroglia mit dsRNA fiihrt zu einer
konzentrationsabhangigen Induktion der Expression von IL-6, TNFa und Interferon- (Kettenmann et
al., 2011), (Hanisch and Kettenmann, 2007), (Alexopoulou et al., 2001), (Jack et al., 2005). Relevanz
findet dsRNA nicht nur als Ligand des TLR-3 Rezeptors und in der Nekroptose, sondern auch im
Rahmen experimenteller Pharmakotherapie — der RNA Interferenz (RNAi). Die Bezeichnung RNAI
resultiert aus der Beobachtung, dass die Injektion von dsRNA in Caenorhabditis elegans mit der
Experession von Genen komplementdr zur eingebrachten dsRNA interferiert (Fire et al., 1998).
Doppelstrangige RNA (dsRNA) wird von den meisten Viren wahrend ihrer Replikation synthetisiert
und stellt ein mit viraler Infektion assoziiertes molekulares Muster dar (Jacobs and Langland, 1996),
(Alexopoulou et al.,, 2001). Einen Abwehrmechanismus gegen dsRNA stellt RNA-Interferenz (RNAI)
dar — ein evolutiondr hochkonservierter post-transkriptionaler gene-silencing pathway (Mello and
Conte, 2004), (Fire et al., 1998), (Guzman-Aranguez et al., 2013), der nach Aktivierung durch dsRNA
(Ketting et al., 2001) die gezielte Bindung und nachfolgende Ausschaltung hunderter
komplementdrer mRNAs ermdoglicht (Elbashir et al., 2001), (Rand et al., 2005), (Rand et al., 2004),
(Guzman-Aranguez et al., 2013).

VEGF ist ein tragender Faktor der Angiogenese und der GefalRpermeabilitdt in der choroidalen und
retinalen Neovaskularisation der feuchten Form der AMD (Miller et al., 2013). Das pharmakologische
Arsenal gegen die feuchte Form der AMD richtet sich derzeit gegen die VEGFs und ihren Rezeptor
den Vascular Endothelial Groth Factor Receptor (VEGFR) (Grehn, 2012). Neben der etablierten
Antikorpertherapie in Form von Biologicals wie Bevacizumab (Avastin), Ranibizumab (Lucentis),
Aflibercept (Eylea) und Pegaptanib (Macugen) — die das VEGF Protein bzw. den VEGF Rezeptor als
pharmakologisches Ziel haben (Guzman-Aranguez et al., 2013), gibt es mit der siRNA, die gegen die
mRNA von VEGF gerichtet ist einen weiteren potentiellen Therapieansatz. Synthetische 21-nucleotid
small interfering RNA (siRNA) wirkt als selektiver, sequenzspezifischer Inhibitor des Ziel-Gens
(Elbashir et al., 2001), (Wall and Shi, 2003).

Nach dieser Annahme wurde siRNA generiert und schlieBlich in an feuchter AMD erkrankten
Menschen in Phase Il und Il Studien getestet (Guzman-Aranguez et al., 2013). Noch wéahrend die
ersten Studien am Patienten durchgefiihrt wurden fanden Kleinman et al., (2008), dass 21nt siRNA,
die nicht VEGF spezifisch ist ebenfalls einen antiangiogentischen Effekt hat, der durch die Bindung
der 21nt siRNA an den TLR-3 vermittelt wird. Im weiteren konnte gezeigt werden, dass 21-nucleotid
si-RNA (si-RNA mit einer Lange von 21 Nukleotiden) per se in ihrer ,nackten” Form, wie sie fiir die
ersten klinischen Studien verwandt wurde (ber die Aktivierung des TLR-3 Rezeptors zum Interferon
regulatory factor 3 abhangigen Zelltod und retinaler Degeneration fihrt (Kleinman et al., 2012). Ein
Teil der laufenden Studien wurde abgebrochen — eine Anpassung des Designs der Pharmaka auf die

neue Datenlage bleibt abzuwarten (Guzman-Aranguez et al., 2013). Dies unterstreicht die Bedeutung



des TLR-3 und seine Wirkung auf retinale Zellen nicht nur fir das Verstdndnis der Pathophysiologie,

sondern ultimativ auch flr die Therapie der AMD.
1.5. Zytokine und Enzyme

Zytokine vermitteln neben Zell-Zell-Interaktionen die Kommunikation der Korperzellen. Sie kénnen
als Botenstoffe der Abwehr beschrieben werden und haben Bedeutung fiir Differzierungs- und
Wachstumsvorgange (Horn, 2009). Es gibt noch keine einheitliche Nomenklatur der Zytokine. Als
Interleukine werden Zytokine bezeichnet die Effekte zwischen Leukozyten vermitteln (Horn, 2009).
Zytokine fordern ihre eigene Synthese — TNF-a induziert TNF-a und IL-1 induziert IL-1 (Descoteaux
and Matlashewski, 1990; Dinarello et al., 1987; Tedgui and Mallat, 2006).

IL-1 und TNF-a induzieren eine Reihe von anderen Faktoren in Form einer proinflammatorischen
Signalkaskade die auch regulative Schleifen enthalt wie IL-10, das aktivierte Makrophagen hemmt
und von diesen im Rahmen einer negativen Riickkopplung selbst gebildet werden kann (Horn, 2009;
Tedgui and Mallat, 2006). Die Stimulation von TLRs fiihrt zur Expressionssteigerung der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1B und IL-6 in der betreffenden Zelle (Janeway C., 2011).
TNF-a, IL-6 und IL-1PB als Teil der IL-1 Familie sind entscheidenden Zytokine der friihen Abwehr und
von Entziindungsreaktionen (Horn, 2009; Tedgui and Mallat, 2006). Sie sind endogene Pyrogene und
induzieren die Synthese von Zytokinen, von Akut-Phase-Proteinen wie C-reaktives Protein (CRP) und
Komplementfaktoren (Horn, 2009; Tedgui and Mallat, 2006).

Der Effekt von IL-1 und TNF-a wird Gber die Aktivierung von Mitogen-aktivierter Phosphorylase-
Kinase (MAP-Kinase) und Kernfaktor kB (NF-kB) vermittelt, der wenn aktiviert in den Zellkern
migriert, an die DNA bindet und die Transkription proinflammatorischer Proteine induziert (Horn,
2009). TNF-a wird von verschiedenen Zelltypen, unter anderem von aktivierten Makrophagen
produziert (Rivest et al., 2000). Es ist eines der ersten Zytokine, die im Rahmen entzindlicher
Reaktion sekretiert werden und kann neben seinen proinflammatorischen Effekten die Bildung von
Faktoren wie IL-6 und IL-1 regulieren (Fong et al., 1989).

Die Wirkung von IL-6 wird (iber die Janus-Kinase, sowie Signaltransduktoren und Aktivatoren der
Transkription (JAK/STAT-Weg) vermittelt (Horn, 2009). Neben der Aktivierung der Akut-Phase-
Reaktion und der Stimulation von Lymphozyten ist IL-6 ein zentrales Element im Ubergang der
Immunantwort der angeborenen Abwehr hin zur erworbenen Abwehr (Jones, 2005; Kishimoto et al.,
1995). Die Bedeutung von IL-6 und TNF-a findet bereits Ausdruck in der Pharmakotherapie zum
Beispiel der rheumatoiden Arthritis mit Tocilizumab (Anti-IL-6 Rezeptor-Ak) und Infliximab (Anti-
TNFa-Ak) (Jones, 2005; Maini et al., 2006; Singh et al., 2009). Zytokine wie TNF-a und IL-1B kdnnen
neurotoxische Effekte auslosen, die unter anderem durch die Expression des Enzyms induzierbare

NO-Synthase (iNOS) liber den Mediator Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt werden (Chao et al.,



1995), (Downen et al., 1999; Hanisch, 2002; Horn, 2009). Die iNOS ist eine von 3 NOS-Isoformen, die
durch die Reaktion von Arginin zu Citrullin Stickstoffmonoxid (NO) generieren (Horn, 2009). NO ist
ein Neurotransmitter, vermittelt Vasodilatation und kann von Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten im Rahmen der unspezifischen Immunantwort produziert werden, wo es zu
Hydroxyradikalen (s.o0.) und Peroxinitrit ONOO™ (s.u.) reagiert, die es den Abwehrzellen ermdoglichen
korperfremde Organismen oder Bakterien abzutoten (Horn, 2009), (Pacher et al., 2007). Peroxynitrit
ONOO" kann zu neurotoxischen Reaktionen wie Demyelinisierung, Verlust von Neuronen und
Oligodendrozyten fithren (Pacher et al., 2007; Pannu and Singh, 2006; Radi et al., 1994),(B6 et al.,
1994; Merrill et al.,, 1993). iNOS steht im Verdacht neurodegenerative Effekte des Enzyms
Cyclooxygenase 2 (COX-2) zu vermitteln (Nagayama et al., 1999), (Ju et al., 2003). COX-2 ist im
Gegensatz zur konstitutiv exprimierten COX-1 induzierbar; ihre Expression wird hauptsachlich bei
Entziindungsreaktionen durch Zytokine und andere Faktoren stimuliert (Horn, 2009). COX wandelt
Arachidonsaure durch Cyclooxygenaseaktivitat in Prostaglandin G2, das durch die Peroxidaseaktivitat
der COX zu Prostaglandin H2 reagiert, aus dem die Prostaglandine E,, D,, Fyq, I, (= Prostazyklin) und
Thromboxan A, generiert werden (Horn, 2009).

Prostaglandine und Thromboxane sind Teil der Gruppe der Eikosanoide (Horn, 2009). COX-2
vermittelt Gber Prostaglandin E, (PGE;) und I, die klassische Entziindungsreaktion mit Sensibilisierung
flir Schmerzen durch Sekretion von Bradykinin und Histamin (dolor) (Horn, 2009). Bei systemischen
Entzlindungsreaktionen vermittelt (PGE,) im Organum vasculosum laminae terminalis (rostral des
Hypothalamus lokalisiert) eine Sollwertverstellung der Kérpertemperatur mit Fieber als Konsequenz
(calor); Prostazyklin und (PGE;) vermitteln (iber Vasodilation Gewebsschwellung und Rétung (tumor,
rubor) (Horn, 2009). Neurotoxische Effekte von COX-2 sind fiir die Genese neurodegenerativer
Erkrankungen wie Parkinson oder amyotrophe Lateralsklerose beschrieben (Teismann et al., 2003;

Xia et al., 2015).



1.6. Fragestellung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es erstens eine Zellkultur retinaler Mikroglia zu etablieren; um zweitens den
Nachweis eines Einflusses von RPE auf retinale Mikroglia zu erbringen und eine mégliche Interaktion
aufzudecken, aus der gegebenenfalls Riickschlisse auf die

Pathogenese und mogliche

Therapieoptionen der AMD und viraler Infektionen der Retina gewonnen werden sollen.

1. Etablierung einer Zellkultur retinaler Mikroglia, Immunhistochemie
a) Gelingt es Mikroglia aus porcinen Retinae zu generieren und den immunhistochemischen
Nachweis einer adaquaten Reinheit der Zellkultur zu erbringen?
2. TLR-3 Stimulation, mRNA-Isolation, real-time RT-PCR

a) Wie wirkt sich die Stimulation des TLR-3 auf die Expression ausgewdhlter Zytokine und
Effektorenzyme retinaler Mikroglia aus?

b) Welchen Effekt hat unstimuliertes, sowie TLR-3 stimuliertes RPE auf retinale Mikroglia?

Die experimentelle Bestimmung von 2. a) und 2 b) erfolgt Uber die Isolation und quantitative

Bestimmung spezifischer mRNA von IL-1PB, IL-6, TNFa, IL-10 und der Enzyme COX-2 und iNOS in der

real-time RT-PCR.

2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Aceton

Agua bidest

Betaisodona

bisBenzimid

Bovines Serum Albumin (BSA)

Chloroform

dNTP-Mix, 10mM

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
Ethanol

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fetales Kalberserum (FCS)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
Mundipharma GmbH, Limburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Schweiz, Buchs

Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt
5 Prime, Hilden

Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad
Bufa Chemikalien GmbH & Co.KG, Hude
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Linaris GmbH, Wertheim-Bettingen



Glykogen

HEPES

Immuno-Mount

Isopropanol

Kaisers Glyceringelatine
Phosphate Buffered Saline (PBS)

Penicillin

Polyinosinic polycitidylic acid (Poly I:C)

Trypanblau

Random Primer

RQ1 DNase 10x Reaction Buffer
RQ1 DNase Stop Solution
Streptomycin

Trizol Reagenz

Trypanblau

Trypsin from porcine pancreas

5x Reaction Buffer for M-MuLV RT

2.1.2. Enzyme

DNase
RQ1 RNase free DNase
TagMan Universal PCR Master Mix

RevertAid™

2.1.3. Primer

18s  Hs999999 01s1
IL-1B Ss03393804_m1
IL-6  Ss03384604 ul
IL-10 Ss03382372_ul
TNF-o Ss03391319 gl
COX-2 Ss03394695 gl
iNOS  Ss03374608_ul

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Carl Roth GmbH&Co.KG, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching
Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Pasching
Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt

Merck

Serva, Heidelberg

Fermentas, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Fermentas, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Fermentas, Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot
Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt

Life Technologies, USA, Carlsbad

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fermentas, Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Roche, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim
Applied Biosystems, Life Technologies, Darmstadt

Fermentas, Thermo Scientific, St. Leon-Rot

Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad
Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad
Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad
Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad
Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad
Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad

Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad



2.1.4. Zellkulturmedium

Zellkulturmedium — Mi

Zellkulturmedium — RP

Stimulationsmedium

2.1.5. Lésungen:

Dissoziationslosung

Zambonie-Fixierlosung

2.1.6. Antikorper:

kroglia

E

Anti Iba-1 Antikérper (rabbit)

Alexa Fluor 488

(goat — anti rabbit)

DMEM
10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin

DMEM

HEPES 25mM

Natrium Pyruvat 110g/ml
10% FCS

DMEM
1% Aminosauren

1% Penicillin / Streptomycin

DMEM
0,24% HEPES
0,1% Trypsin
0,02% EDTA

21 Agua bidest

17,5% Pikrinsdure

4% Paraformaldehyd

2,24% Na2HPO, x 2H,0

0,331% Phosphatpuffer

NaOH-Loésung (tropfenweise bis das Paraform-

aldehyd gel6st vorliegt)

Wako Chemicals, Neuss

Invitrogen, life technologies, Carlsbad



2.1.7. Gerate:

Abzug Systemlabor Kottermann GmbH&Co.KG, Uetze
Apotom Carl Zeiss AG, Oberkochen

Axio Imager Z1 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Axiocam MRm Carl Zeiss AG, Oberkochen

Axiovert 1000 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Axiovert 200M Carl Zeiss AG, Oberkochen

Biofuge Fresco Heraeus Instruments, Hanau
Brutschrank Labotec, Gottingen

Centrifuge 5414 Eppendorf AG, Hamburg

Epoch Microplate Spectrophotometer BioTek, Bad Fiedrichshall

Gefrierschrank (-70°C) Heraeus Instruments, Hanau

Lampe X-Cite Series 120 EXFO EXFO Photonic Solutions Inc.
Microzentrifuge Microcentrifuge, Carl Roth GmbH&Co.KG
Gene Amp. PCR-System 9700 Applied Biosystems, Life Technologies Corporation,

Carlsbad, USA

Pipetten Research, Eppendorf AG, Hamburg

Pipettus Hirschmann Laborgerate GmbH

Sorvall Centrifuge ST 40 Thermo Fisher Scientific

Saugpumpe, Vacusafe Comfort Integra Bioscience AG, Zizers, Schweiz

Sterilwerkbank Sterilwerkbank

Thermoblock TDB 120 Thermostat Biosan, Riga, Litauen,

Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, USA

Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik

Zahlkammer Neubauer

7500 Fast Real Time-PCR System Applied Biosystems, Life Technologies Corporation,

Carlsbad, USA

2.1.8. Verbrauchsmaterialien

Deckgldaschen Menzel-Glaser, Braunschweig
Kanule Sterican® Gr. 1, Sterican, B. Braun, Melsungen
Gauge (G)20x11/2" /® 0,90 x 40 mm gelb

Objekttrager Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen

Nunc-Zellkultur-Schalen Fisher Scientific GmbH, Thermo Fisher, Schwerte



Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht

Zellschaber G.Kisker Products

Zentrifugenrdhrchen Sarstedt, Nimbrecht
6-Well-Zellkulturplatte Sarstedt, Nimbrecht
12-Well-Zellkulturplatte Sarstedt, Nimbrecht
96-Well-Platte Sarstedt, Nimbrecht

2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur retinaler Mikroglia

In Kooperation mit Prof. Dr. rer. nat Lucius (Direktor des anatomischen Instituts der Christian —
Albrechts-Universitat zu Kiel) gelang es - aufbauend auf der Arbeit von (Richardson et al., 1993) der
zeigte, dass primdre Astrozytenkulturen stets Mikrogliaprogenitorzellen enthalten — Mikroglia-
kulturen aus porcinen Retinae anzulegen. Wie in anderen Teilen des Zentralnervensystems finden
sich in der Retina glial fibrillary acid (GFAP) positive Astrozyten, die histologisch in der
Nervenfaserschicht (Stratum neurofibrarum) und der Ganglienzellschicht (Stratum ganglionicum)
lokalisiert sind und auch die reguldren intraretinalen BlutgefdBe ummanteln (Ramirez et al., 1994;
Schnitzer, 1988), (LUllmann-Rauch, 2006).

Bezogen wurden die notigen Augen von einer regionalen Schlachterei. Maximal 4 Stunden (h) nach
Schlachtung und Organentnahme wurden die Bulbi in der Augenklinik des UKSH, Campus Kiel von
adhdrentem Gewebe befreit und kurzzeitig in antiseptische Losung verbracht. Die Bulbi wurden
unter sterilen Bedingungen zirkular entlang der Ora serrata er6ffnet; der vordere Augenabschnitt
wurde entfernt. Die Retina wurde unter Abheben des Glaskorpers extrahiert. Der verbleibende
Augenbecher wurde der RPE-Kultur zugefiihrt siehe unten (s.u.). Es folgte die enzymatische und
mechanische Dissoziation der Retinae. Jeweils 2 der praparierten Retinae wurden in separate 5 ml
PBS Puffer enthaltende Petrischalen tberfiihrt und unter einer Sterilwerkbank mit Einmalskalpell
zerteilt. Die zerkleinerten Retinae aus je einer Petrischale wurden in je ein 12 ml Zentrifugenréhrchen
pipettiert. Der Uberstand von PBS wurde abgesaugt und 3 ml Dissoziationslésung unter Zugabe von
35 ul ( 1mg/ml) DNAse pro Zentrifugenréhrchen hinzugegeben. Es folgte die Inkubation des Ansatzes
fir 30 Minuten bei 37°C unter 5,0% CO, Begasung. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Dissoziationslosung abgesaugt und die Trypsinaktivitdit durch Zugabe von 2 ml serumbhaltigen
Zellkulturmediums gestoppt, weitere 50 pul DNAse wurden hinzugefiigt. Verbleibende
Gewebsteilchen wurden durch mehrfaches Auf- und Absaugen mit einer Pipette resuspendiert; die
weitere Vereinzelung der Zellen erfolgte durch wiederholtes Resuspendieren mit einer gelben Kanile

(20 Gauge). AnschlieRend wurde die Zellsuspension in 75 cm? Zellkulturflaschen Gberfihrt. Zur



Kultivierung wurden die Zellen bei 37 °C unter 5% CO, Begasung inkubiert. Der Mediumwechsel
erfolgte am 3., 4., 7. und 11. Tag der Kultur.

14 Tage nach initialer Befiillung der Zellkulturflaschen mit der Zellsuspension wurden die locker auf
dem Astrozytenrasen sitzenden bzw. frei flottierenden Mikrogliazellen durch Schwenken der
Zellkulturflasche in 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und fir 5 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Zellpellet in 1 ml Zellkulturmedium
resuspendiert und die Mikrogliazellen entsprechend der Versuchsplanung in der zu verwendenden
Anzahl auf die Ansdtze verteilt.

Zur Bestimmung der Reinheit der Mikrogliakultur wurde immunzytochemisch mit dem lonized

Calcium Binding Acceptor Molecule (Iba-1) Antikorper gefarbt.
2.2.2. Zellkultur retinalen Pigmentepithels

Die Kultur des RPEs gelang ebenfalls aus porcinen Retinae wie durch (Wiencke et al., 2003), (Klettner
and Roider, 2008) beschrieben. In die aus der Mikrogliakultur gewonnenen Augenbecher siehe oben
(s.0.) wurde Trypsin (0,25 % in PBS ) gegeben und diese 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Daraufhin
wurde die Trypsin Losung abgenommen und durch Trypsin-EDTA (0,25 % und 0,02 % in PBS) ersetzt
und fir 45 Minuten bei 37 °C inkubiert. Im nachsten Schritt konnten die RPE-Zellen vorsichtig von der
Choroidea abpippetiert und in RPE-Zellkulturmedium s.o. gesammelt werden. Anschliefend wurden
die RPE-Zellen in Nunc-Zell-Kulturschalen kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde 2 Mal pro Woche
gewechselt. Die RPE-Zellen wurden kultiviert, bis sie einen konfluierenden Zellrasen bildeten. Fiir die
Experimente wurden nur Zellen der zweiten Generation verwendet. Zur Vermehrung der RPE Zellen
wurde der Zellkulturmediumiiberstand aus den Zellkulturschalen abgesaugt. Das in den Schalen
enthaltene RPE wurde zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 1,5 ml Trypsin-EDTA bei
37°C fur 7 Minuten inkubiert worunter sich die Zellen von den Zellkulturschalen 16sten. Im nachsten
Schritt wurde die Zellsuspension abpippetiert, in einem Falkon gesammelt und bei 900 rpm Uber 5
min zentrifugiert. Nach Abnehmen des im Falcon enthaltenen Flissigkeitsiiberstands wurde das
Zellpellet in RPE-Zellkulturmedium geldst und in mit 2 ml Zellkulturmedium befillte Kulturschalen

gegeben.
2.2.3. Immunzytochemie

Iba-1 ist ein Marker flir Mikrogliazellen (Graeber and Streit, 2010). Zur Bestimmung der Reinheit der
Mikrogliakultur wurden Fluoreszenzfarbungen mit dem Mikrogliamarker Anti lba-1-Ak als 1.
Antikorper (Ak) und Alexa-Fluor 488 als fluoreszierender 2. Ak vorgenommen. Nachdem der 1. Ak an
sein Antigen (Ag) — in diesem Fall Iba-1 gebunden hat soll der fluoreszierende 2. Ak spezifisch an den

1. Ak binden und das Fluoreszenzsignal die erfolgreiche Bindung von 1. und 2. Ak messbar machen



(Ohsawa et al., 2004). Bei Zellen ohne Iba-1 als mikrogliaspezifisches immunhistochemisches target
ist bei vergleichbarer Belichtungszeit keine Fluoreszenz nachweisbar. Der Quotient aus
fluoreszierenden zu nicht fluoreszierenden Zellen gab Aufschluss (ber die Reinheit der
Mikrogliakultur. BisBenzemid diente zur Farbung der Zellkerne und zur Bestimmung der Gesamtzahl
der ausgewerteten Zellen. BisBenzimid ist ein membranpermeabler, fluoreszierender, die DNA in A-T-
Regionen interkalierender Farbstoff. Drei Farbungen mit 100 x 10® Mikrogliazellen pro Deckglas
wurden mit 1., 2. Antikérper und bisBenzimid gefarbt, als Kontrolle dienten 3 mit denselben
Kulturen durchgefiihrte Farbungen, die nur mit dem 2. Antikorper gefarbt wurden. Die Kontrollen
wurden mit derselben Belichtungszeit wie die lba-1-Farbungen ausgewertet, um unspezifische
Bindungen des 2. Antikorpers auszuschlieBen.

Die Mikrogliazellen wurden zentral auf 24 x 24 mm, entfetteten Deckgldsern in 6-Well Zellkultur-
platten in 100 ul Zellkulturmedium ausgesdt. Um mogliche Verunreinigungen mit Zellkulturriick-
stdnden zu beseitigen wurde der Zellrasen drei Mal mit je 2 ml PBS gespiilt. Daraufhin wurden die
Zellen mit 1 ml Zambonie-Fixierlosung fir 30 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Es folgte ein
erneutes 3 maliges Spilen des Zellrasens mit je 2 ml PBS. Um die Fixierung sicherzustellen wurde mit
je 2 ml Aceton nachfixiert. Die Zellen wurden wiederum drei Mal mit je 2 ml PBS gewaschen.
Unspezifische Bindungen der fixierten Mikrogliazellen wurden durch Zugabe von jeweils 150 pl
0,75%-igen BSA-PBS Losung und anschliefender Inkubation fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
blockiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Mikrogliazellen anschlieRend 3 Mal mit je 2 ml
PBS gewaschen. Fir den Iba-1 Ag Nachweis wurde Iba-1 1:500 in 0,75 %igen BSA geldst und als 1.
Antikorper fir 60 Minuten auf die fixierte Mikroglia gegeben. Nachfolgend wurden die
Mikrogliazellen 3 Mal mit je 2 ml PBS gewaschen.

Der 2. Antikérper wurde in 0,75% PBS verdiinnt, auf die Deckgldaser gegeben und fiir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Zellen drei Mal mit je 2 ml PBS gespiilt.
Die Zellkerne wurden durch Farbung mit 100 ul bisBenzimid Loésung dargestellt, die Zellen
anschlieBend drei Mal mit je 2 ml PBS und 1 Mal mit 2 ml destilliertem Wasser gewaschen. Zum
Eindecken wurden Objekttrager mit Immuno-Mount, 1 Tropfen pro Deckglas, behandelt. Ab-
schliefend wurden die Deckgldaser mit einer Pinzette luftblasenfrei auf die Objekttrager gelegt, die
Zellseite war dabei auf die Objekttrager ausgerichtet. Die Auswertung von 8 Bildern pro Farbung

wurde mit dem Floureszenzmikroskop Axio Imager Z1 der Firma Carl Zeiss durchgefiihrt.
2.2.4. Stimulation des retinalen Pigmentepithels

Zur Stimulation des RPEs wurde der Uberstand des Zellmediums abpippetiert und 3 ml
Stimulationsmedium versetzt mit Polyinosinic polycitidylic acid (Poly [:C) in ansteigenden

Konzentrationen [0 g/ml], [100 ng/ml], [1 pg/ml], [10 pg/ml], [100 pug/ml] fir 24 Stunden auf den



Zellrasen aus RPE gegeben. Im nichsten Schritt wurde der Uberstand abgenommen, zentrifugiert

und durch einen Filter mit 0,4 um Porenweite filtriert.

2.2.5. Stimulation retinaler Mikroglia

a) Kontrolle

Poly I:C

6h bzw. 24h

Mikroglia
+/-
Poly I:C

a) Kontrollgruppe:

400 x 1073 aus der Kultur gewonnene
Mikrogliazellen wurden in 6er Well Platten
ausgesat und in der Kontrollgruppe mit
Stimulationsmedium, dass in ansteigenden
Konzentrationen ([0 g/ml], [100 ng/ml],

[1 pg/ml], [10 pg/ml], [100 pg/ml]) mit Poly I:C
versetzt wurde, stimuliert. Die Stimulation mit
Poly I:C erfolgte abhangig vom Aufbau des
Experiments fir 6 bzw. 24 h bei 37 °Cund 5 %

CO, Begasung.

Abb.2.1. Stimulation retinaler Mikroglia

b) Experiment

RPE
+/-
, Poly I:C
RPE
- Uberstand 6h bzw. 24h

A\

Mikroglia
+/-

Uberstand

b) Experimentgruppe:

400 x 1073 aus der Kultur gewonnene Mikro-
gliazellen wurden in 6er Well Platten ausgesat
und in der Experimentgruppe mit dem Uber-
stand von mit in aufsteigender Poly I:C Konzen-
tration ([0 g/ml], [100 ng/ml], [1 pg/ml], [10
pg/ml], [100 pg/ml]) stimulierten RPE behan-
delt. Die Stimulation der Mikroglia mit dem
Uberstand von mit Poly I:C behandelten RPE
erfolgte abhangig vom Aufbau des Experiments

fir 6 bzw. 24 h bei 37 °Cund 5 % CO, Begasung.



2.2.6. Isolation der mRNA

Um den Effekt der Interaktion zwischen RPE und Mikroglia messbar zu machen wurde die Methode
der real-time Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (real-time RT-PCR) gewadhlt. Dafir
wurde die messenger RNA (mRNA) aus der stimulierten Mikroglia isoliert, quantifiziert und in
komplementidre DNA (cDNA) umgeschrieben. Zur Isolierung der mRNA wurde der Mediumiberstand
des Versuchsansatzes abgenommen, die Zellen lysiert und die enthaltene RNA wie von Ribaudo et al.,

(2001) beschrieben isoliert.

Zu Beginn des Verfahrens wurde die Mikroglia drei Mal mit 500 pl PBS gewaschen. AnschlieBend
wurden die Zellen mit Trizol Reagenz lysiert (Klettner et al., 2001). Die Lysate wurden mit einem
Zellschaber vom Boden der Zellkulturplatten geldst und in Eppendorfreaktionsgefalle lberfihrt.
AnschlieBend wurden 20 pl Chloroform pro EppendorfreaktionsgefdR hinzugefiigt. Die Gefalle
wurden per Hand 15 Sekunden lang aufgeschittelt und anschlieRend fiir 2 Minuten bei 15 bis 30 °C
inkubiert. Daraufhin wurden die Anséatze fir 15 Minuten bei 12000 x g und 2-8 °C zentrifugiert. Nach
diesem Schritt zeigte sich jeder Ansatz in 3 Phasen aufgeteilt. In eine untere rote Phenolphase, die
DNA und Proteine enthielt, in eine mittlere Interphase, ebenfalls DNA und Proteine, sowie eine obere
wassrige Phase, die RNA enthielt. Die obere RNA enthaltene Phase wurde in ein neues Eppendorf-
reaktionsgefal Gberfiihrt. Es folgt die Zugabe von je 1 pl Glycogen (70 mg/ml) pro Ansatz. Jeder
Ansatz wurde daraufhin per Hand aufgeschittelt. Im weiteren wurde 500 pl Isopropylalkohol pro
Ansatz hinzugefiigt, die Ansatze erneut aufgeschiittelt und nach 10-minutiger Inkubation bei 15-30°C
fiir 10 Minuten bei 12000 x g und 8-10 °C zentrifugiert. Die RNA stellte sich als gelartiges Pellet am
Boden der ReaktionsgefidRe dar. Die Uberstinde der Ansitze wurden entfernt und die RNA-Pellets
mit je 1 ml Ethanol (75 %) pro Ansatz gewaschen und anschlieRend 5 Minuten bei 7500 x g und 2-8 °C
zentrifugiert. Daraufhin wurden die Uberstinde abgenommen und die RNA-Pellets unter der
Sterilwerkbank luftgetrocknet. Abschlieend wurden die RNA-Pellets abhangig von ihrer Grole in je
20-50 pl RNAse-freiem und 2-fach destilierten Wasser durch 10 mindtige Inkubation bei 55-60 °C im

Heizblock gelost und die isolierte RNA quantifiziert.
2.2.7. Quantifizierung der extrahierten RNA

Die Bestimmung der RNA-Menge und Reinheit erfolgte durch ultraviolette (UV) -
Spektrophotometrie mit dem Epoche Microplate Spectrophotometer. Die Absorbtionsspektren von
je 2 ul der isolierten RNA Proben wurden den Spektren der Kontrollen, je 2 ul destillierten Wassers
gegenlibergestellt. Wellenldangen von 260 nm (A,e) dienten der Quantifikation der RNA, wahrend

Wellenldngen von 280 nm (A,g,) der Bestimmung des Proteinanteils und der Qualitdtskontrolle der



RNA Proben dienten. Der Quotient aus beiden Werten A,s / Asso gab die Reinheit der Probe an.
Gefordert sind Werte zwischen 2,0 und 1,7 (Delidow et al., 1996). Proben die diesem Reinheitsgrad
entsprachen wurden in die weiteren Experimente mit einbezogen. Die Auswertung der Daten

erfolgte mit dem Programm Gen5™.

2.2.8. RT-PCR - Synthese und Amplifikation von cDNA

Um die mRNA in stabilere cDNA umzuschreiben wurde die Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)
durchgefiihrt. Die RT-PCR besteht aus 2 Schritten. Erstens der reversen Transkription von mRNA in
cDNA und zweitens der Amplifikation der cDNA in der PCR (Ohan and Heikkila, 1993). In dieser Arbeit
wurde die one-step RT-PCR verwandt, in der beide Schritte nacheinander in einem Ansatz ablaufen.
Nach Bestatigung der Reinheit der isolierten mRNA wurde diese zunachst in einzelstrangige cDNA
umgeschrieben. Zur Generierung von cDNA macht man sich die Fahigkeit der Retro-Viren zu Nutze,
die Richtung der normalen Transkription umzukehren (Baltimore, 1970; Temin and Mizutani, 1970).
Dies ermoglicht es, aus mRNA die stabilere cDNA zu gewinnen. Bei hoéheren Temperaturen
denaturiert die RNA. Wahrend des nachfolgenden Abkiihlens hybridisieren die hinzugegebenen
random Primer (Oligonucleotide) mit der mRNA. Die Primer dienen als Startpunkt fir die reverse
Transkriptase. Sie synthetisiert mit der mRNA als Vorlage (Matrize) in 5-3‘ Richtung unter Zugabe
von Desoxyribonukleosid-Triphosphaten (dNTPs) cDNA. Die entstandene cDNA wird in der PCR
weiter nach dem Zyklus — Denaturierung der cDNA, Annealing — Bindung der Primer an die
komplementdren Einzelstrange und Elongation — Synthese von cDNA in 5‘-3‘ Richtung amplifiziert
(Ishmael and Stellato, 2008; Mullis et al., 1986; Ohan and Heikkila, 1993; Towbin, 1995). Die
erhaltene cDNA kann fir die nachfolgenden real-time RT-PCRs als Vorlage fir die spezifische

Amplifikation und Messung der Expression einzelner Faktoren genutzt werden.

Zur Herstellung der cDNA wurde zu jeweils 1 ug der gewonnenen mRNA 8 pl RNAse freies 2-fach-
destilliertes Wasser pipettiert und gegebenenfalls in den Ansitzen anfallende genomische DNA-
Reste, durch Hinzufiigen von 1 pl DNase (10000 units), 1 pl DNase Puffer und nachfolgender
Inkubation im Thermocycler fiir 15 Minuten bei 37 °C, verdaut. Zum Unterbinden der DNase Aktivitat
wurden 1 pl Stopplosung (EDTA 25 mM) zu jedem Ansatz zugegeben und diese bei 65 °C im
Thermocycler inkubiert. Nachfolgend wurde pro Ansatz 1 pl eines Random Primer Gemisches
(0,2pg/ul) zu den Ansatzen pipettiert. AnschlieBend wurden die Ansatze fiir 5 Minuten bei 70°C in
einem Thermocycler inkubiert. Im weiteren wurden je 7 pl eines Transkriptionsmixes bestehend aus
4 ul Reaktion Buffer, 2 ul dNTP — Mix 10 mM und 1 pl 2- fach destillierten Wassers zu den Ansatzen

gegeben und diese anschliefend fir 5 Minuten bei 25 °C im Thermocycler inkubiert. AbschlieBend



wurden je 1 ul reverse Transkriptase zu den Ansatzen pipettiert, so dass sich in diesem Schritt der

cDNA-Herstellung das Gesamtvolumen jedes Ansatzes auf 20 ul belief.
Im Thermocycler durchliefen die Ansatze zur RT-PCR folgendes Programm:

- 10 Minuten bei 25°C
- 60 Minuten bei 42°C
- 10 Minuten bei 70°C

Das Enzym wurde anschlieBend hitzeinaktiviert (Lorenz, 2012). Die gewonnene stabile cDNA wurde

im Folgenden fir die real-time RT-PCR verwendet (Overbergh et al., 2003).
2.2.9. real-time RT-PCR und relative Quantifikation

Um den Effekt der Interaktion Poly I:C stimuliertem RPE und retinaler Mikroglia messbar zu machen,
untersuchten wir die Expression ausgewdhlter inflammatorischer und antiinflammatorischer
Faktoren in der real-time RT-PCR. Wir wahlten die Methode der relativen Quantifikation. Es wurden
spezifische Primer verwendet, die exakt eine DNA Region begrenzen, um ausgewahlte Abschnitte der
cDNA zu amplifizieren. Diese werden relativ, das heil3t in Relation zu einem konstitutiv exprimierten,
nicht regulierten housekeeping Gen (HKG) — hier 18S - quantifiziert; dies gelingt durch
Fluoreszenzmessung in Echt-Zeit (Pfaffl et. al, 2004). Die real-time RT-PCR beruht auf dem Prinzip der
PCR: Denaturierung, Annealing, Elongation; in der Methode der relativen Quantifikation wird nicht
die absolute Anzahl an Start-DNA bestimmt, sondern die Expression von Genen zu einander ins
Verhiltnis gesetzt (Kubista et al., 2006; Pfaffl et. al, 2004). Resultate dieser Methode erlauben den
Rickschluss auf die relative Expression der zuvor aus den Zellen isolierten mRNA und somit der
Expression der durch die Primer definierten Faktoren (Wong and Medrano, 2005), (Overbergh et al.,
2003). Dies ermoglicht es uns Aussagen Uber die Interaktion von Mikroglia und RPE auf Zytokin- und
Enzymebene zu treffen. Die Reaktionsansatze fiir die real-time RT-PCR setzten sich aus 10ul Tag-Man
Universal master mix, 5 pl 2-fach destilliertem Wasser, 1ul Assay on demand (spezifischer Primer)
und 4 pl zu untersuchender cDNA (2,5 pg/ml) zusammen. Es wurden stets doppelte Ansatze jedes
Faktors quantifiziert. Die Amplifikationen erfolgten in 96-Well-Platten mit dem Applied Biosystems

7500/7500 fast real-time RT-PCR-System. Die Software ABI-PRISM 7500 diente zur Auswertung.

Im Gegensatz zur RT-PCR gelingt in der real-time RT-PCR nicht nur ein qualitativer, sondern auch ein
guantitativer Nachweis spezifischer mRNA (Pfaffl et. al, 2004; Wong and Medrano, 2005). Die
Expression des zu untersuchenden Faktors wird tber die Fluoreszenz bestimmt (Pfaffl et. al, 2004). Es
wird in jeder Probe zunachst der Crossing Point (CP-Wert), auch threshold cycle (Ct) bestimmt, der

die Anzahl von Amplifikationszyklen angibt, ab dem ein definiertes Fluoreszenzniveau der Proben



vorliegt; in einer ideal funktionierenden real-time RT-PCR verdoppelt sich die Menge an cDNA pro
Zyklus und entsprechend auch das Fluoreszenzsignal (Lorenz, 2012; Overbergh et al., 2003; Pfaffl et.
al, 2004), (Rasmussen, 2001). Ein um eine Einheit hoherer CP-Wert bedeutet somit die Halfte an
initial eingesetzter cDNA. Der in diesem Schritt gemessene Fluoreszenzwert wird der Fluoreszenz
bzw. der Expression einer endogenen Amplifikationskontrolle des housekeeping Gens (HKG) (aktive
Referenz) gegeniibergestellt (Pfaffl et. al, 2004). Das konstitutionell exprimierte HKG wird somit co-
amplifiziert. Durch die Gegeniberstellung dieser Fluoreszenzwerte werden die Ergebnisse
normalisiert (Rasmussen, 2001). Der Vorteil dieser Methode liegt in der geringeren Varianz der
Expressionsresultate, da Matrix und Gewebseffekte, sowie eventuelle Qualitatsschwankungen in der
real-time RT PCR sowohl die Expression des HKG, als auch die des zu untersuchenden Faktors
derselben Probe betreffen (Pfaffl et. al, 2004; Rasmussen, 2001). Als HKG wurde in dieser Arbeit 18S
(S=Svedberg Sedimentationskoeffizient) eukaryotische ribosomale RNA (rRNA) gewdhlt. Die 18S rRNA
ist Teil der kleinen eukaryoten zytosolischen ribosomalen 40S Untereinheit des Ribosomens und
somit integraler Bestandteil des Proteinbiosyntheseapparats der eukaryoten Zelle. 18S zeigt
unabhdngig vom Status der untersuchten Zelle stabile Expressionslevel (Kianianmomeni and
Hallmann, 2013).

Eine zusatzliche exogene Amplifikationskontrolle (auch passive Referenz) mit 6-Carboxy-X-rhodamin
(ROX) wurde verwand, um das Ergebnis beeinflussende Schwankungen in der Fluoreszenz zum
Beispiel durch PCR-Inhibitoren wie Hamoglobin und Ethanol zu erfassen (Schrader et al., 2012),
(Hartman et al., 2005). Hierzu wurde die Fluoreszenzintensitdt des Reporters (6-FAM™) der der
exogenen Amplifikationskontrolle ROX gegeniibergestellt; das Ausbleiben des Fluoreszenzsignals der
amplifizierten cDNA und der exogenen Amplifikationskontrolle erméglicht es PCR-Inhibitoren zu
detektieren (Hartman et al., 2005) — in diesem Fall wurde der komplette Versuch wiederholt. Die
passive Referenz ROX war Teil des TagMan Universal PCR Master Mix. Zur relativen Quantifizierung
der cDNA wahrend der real-time RT-PCR wurden TagMan®Gene expression Assays verwand. Ein
Assay enthdlt die Oligonucleotidprimer (Primer) und 6-Carboxyfluorescein (6-FAM™) markierte
TagMan® Minor Groove Binder (MGB) Sonden. Diese Sonden binden spezifisch an eine
komplementire DNA-Sequenz auf dem zu amplifizierenden cDNA-Abschnitt, der von den
Bindungsabschnitten der jeweiligen Primer umfasst wird; am 5 Ende sind die Sonden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 6-FAM™ (Donorfluorochrom, Reporter) markiert (Afonina et al., 1997, 2002,
Kutyavin et al., 2000, 1997). Am 3‘ Ende tragen sie einen Akzeptorfluorochrom (Quencher), sowie
den MGB. Wenn die Sonde intakt ist, auch im mit der cDNA hybridisierten Zustand, wird die
Fluoreszenz von 6-FAM™ (Donorfluorochrom, Reporter) durch die raumliche Ndhe zum
Akzeptorfluorochrom unterdriickt, primar im Rahmen des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET)

vom Donor- zum Akzeptorfluorochrom (Férster, 1948), (Afonina et al., 2002; Holland et al., 1991). Je



geringer die Distanz zwischen Donor- und Akzeptorfluorochrom ist, desto grofRer ist der
Energietransfer und umso geringer ist die messbare Fluoreszenz des Donorfluorochroms (Reporter) —
hier 6-FAM™ (Afonina et al., 2002; Holland et al., 1991). Die Elongation der Primer durch die TagMan
DNA-Polymerase erfolgt analog zur RT-PCR in der Polymerisationsphase. Erst durch die 5‘-3‘-
Exonuclease-Aktivitat der TagMan DNA- Polymerase werden 3‘-waérts gelegene hybridisierte Sonden
aufgespalten (Holland et al., 1991). Die Distanz von Donorfluorochrom und Akzeptorfluorochrom
nimmt zu, der FRET lasst nach und die Reporter Fluoreszenz von 6-FAM™ nimmt messbar zu. Nur
wenn die Zielsequenz auf der cDNA, an die die Sonde bindet, komplementar zur Sequenz der Sonde
ist und dieser Abschnitt wahrend der real-time RT-PCR amplifiziert wird kommt es zur Trennung von
Donorfluorochrom und Akzeptorfluorochrom und zur Registrierung des Anstiegs der Fluoreszenz, der
Ausdruck der Expression der betreffenden mRNA ist (Holland et al., 1991; Kubista et al., 2006;
Overbergh et al., 2003; Pfaffl et. al, 2004; Wong and Medrano, 2005), (Afonina et al., 2002). MGBs
binden von auBen in die kleinen Furchen der DNA, meist an AT-reichen Regionen und erhdhen
sowohl die Stabilitdt der Bindung, als auch die Spezifitdt der Sonde (Kutyavin et al., 2000),(Kutyavin
et al., 1997) (Afonina et al.,, 2002). Dies ermoglicht eine Erhohung der Oligonucleotid
Schmelztemperatur (Tm), wodurch eine fir die real-time PCR optimale Tm von 65-67°C erreicht

werden kann (Afonina et al., 1997, 2002).

Fluoreszenz
Taq Man Sonde

5 ¥ FRET DF
, AF DF 3 o (FRET)

[
3’ 5: 31 51 5!
CcDNA CcDNA cDNA

Abb. 2.2. real-time RT-PCR: DF = Donorfluorochrom, AF=Akzeptorfluorochrom, MGB = Minor Groove Binder, FRET = Forster
Resonanzenergietransfer, PM (griin) = TagMan DNA-Polymerase, 1. Spaltung der Tag Man Sonde durch 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat der

TagMan DNA-Polymerase, 2. Anstieg der Fluorestenz nach Trennung von Akzeptor- und Donorfluorochrom

2.2.10. AACP-Methode

Bei der relativen Quantifikation mit der AACP-Methode wird nicht die absolute Anzahl an Startkopien
von cDNA bestimmt, sondern die Expression von Genen zu einander ins Verhéltnis gesetzt.
Ergebnisse dieser Methode erlauben den Rickschluss auf die relative Expression der aus den
Zellen isolierten mRNA und damit der Expression der durch die Primer definierten Faktoren

(Pfaffl et. al, 2004; Wong and Medrano, 2005). Die Quantifizierung gelingt durch Echtzeit-
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fluoreszenzmessungen wihrend der exponentiellen Phase nach Uberschreiten des crossing points
(CP) der real-time RT-PCR. Der CP beschreibt den PCR-Zyklus zu dem die Fluoreszenz signifikant liber
der Hintergrund-Fluoreszenz liegt. In einer idealen real-time RT-PCR bildet ein um eine Einheit
hoherer CP, die doppelte Startmenge von cDNA ab. Wie beschrieben wird die Expression eines Gens
auf die Expression eines HKGs bezogen und damit normalisiert; dadurch sinkt die Varianz

der Expressionsergebnisse (Pfaffl et. al, 2004; Rasmussen, 2001).

Zur Berechnung des relative gantification Wertes (RQ-Wert) wird zunéchst fir jede Probe der CP-
Wert des Referenzgens vom CP-Wert des betreffenden Zielgens subtrahiert, entsprechend
ACP = CP-Zielgen — CP-Referenzgen (Livak and Schmittgen, 2001; Pfaffl et. al, 2004).
Dieser Schritt beinhaltet die Normalisierung der Expressionsergebnisse (Pfaffl et. al, 2004). Im
Folgenden wird der ACP Wert der Kontrolle vom ACP Wert des Experiments abgezogen; dadurch
erhalten wir den AACP Wert, entsprechend AACP = ACP-Experiment - ACP-Kontrolle
(Livak and Schmittgen, 2001; Pfaffl et. al, 2004). Ausgehend vom AACP-Wert kann Uber die

-AACP
Formel 2

(Livak and Schmittgen, 2001) der RQ-Wert bestimmt werden. Es handelt sich dabei um
den relativen Expressionsunterschied eines Ansatzes zwischen dem Experiment und der Kontrolle,

entsprechend RQ = 2% (Livak and Schmittgen, 2001; Pfaffl et. al, 2004).
2.2.11. Statistische Analyse

Alle Experimente wurden unabhangig voneinander 3-5 Mal wiederholt. Die Signifikanz wurde mit
ungepaarten Student’s t-tests mit der Software Microsoft Office 2010 fur Windows'™ mit dem

Programm Excel bestimmt.
2.2.12. Textverarbeitung und Layout

Zur Textverarbeitung wurde die Software Microsoft Office 2010 fur Windows™ mit dem Program

Microsoft Word verwendet.



3. Ergebnisse

3.1. Etablierung der Mikrogliakultur aus porcinen Retinae

In enger Kooperation mit Prof. Dr. rer. nat Lucius (Direktor des anatomischen Instituts der Christian-
Albrechts-Universitat Kiel) gelang es - aufbauend auf der Arbeit von (Richardson et al., 1993), der
zeigte, dass primare Astrozytenkulturen stets Mikrogliaprogenitorzellen enthalten, Mikrogliakulturen

aus porcinen Retinae anzulegen.

3.1.1. Lichtmikroskopische Beobachtungen

Nach Aussaat der Zellen erfolgte in regelmaRBigen Abstanden der lichtmikroskopische Nachweis eines
addquaten Zellrasens (feederlayer) aus Astrozyten am Boden der Zellkulturflaschen.
Die hellen, lose dem feederlayer aufgelagerten oder frei flottierenden Zellen sind Mikrogliazellen.

RegelmaRige ph-Wert und lichtmikroskopische Kontrollen wurden zum friihzeitigen Ausschluss einer

Kontamination der Kultur verwandt

Abb.3.1.

Abb.3.1., Abb.3.2. retinale Mikroglia und feederlayer im Lichtmikroskop 20x vergroBert; Abb.3.1. am 13. Kulturtag,
Abb 3.2. am 15. Kulturtag

3.1.2. Immunzytochemie

Bei erfolgreicher Kultur wurden die Mikrogliazellen aus den Zellkulturflaschen gewonnen. Der
Mikroglia-Nachweis erfolgte wie oben beschrieben immunzytochemisch mit dem Anti-lba-1 Anti-
korper als 1. und Alexa Fluor 488 als 2. Antikorper. BisBenzimid diente als Kernfarbung. Als Kontrolle
dienten zeitgleich erfolgte Farbungen die ohne 1. Antikorper, nur mit 2. Antikérper Alexa Fluor 488
und bisBenzimid behandelt wurden. Es wurden 3 verschiedene Mikrogliakulturen, die auch Teil der

real-time RT-PCR Experimente waren und nach identischem Protokoll generiert wurden getestet. Die
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Auswertung von mindestens 8 Bildern pro Farbung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die
Kontrollen wurden mit derselben Belichtungszeit wie die lba-1-Farbungen ausgewertet, um
unspezifische Bindungen des 2. Antikorpers in der Beurteilung der lba- 1 positiven Farbungen
auszuschlieflen. Von den 1945 ausgezahlten mit 1.,2. Antikorper und bisBenzimid behandelten Zellen
zeigten 1855, 95% ein deutlich positives Farbeverhalten fiir Iba-1. Auch bei héherer Bildanzahl pro
Farbung ergab sich ein vergleichbares Ergebnis. Fir 11 Bilder pro Farbung zeigte sich in den oben
beschriebenen Farbungen ein Verhaltnis von 2387 Zellen mit positiven Farbeverhalten fir lba-1
gegenilber einer Gesamtzellzahl von 2510 entsprechend einem Mikrogliaanteil von 95%. In der
Kontrollgruppe zeigten von 1075 ausgezdhlten mit 2. Antikdrper und bisBenzimid gefarbten Zellen in
<1% eine erkennbare Fluoreszenz bei gegeniiber der Iba-1-Farbung identischen Belichtungszeit und

Wellenldnge.

Iba-1 Immunzytochemie

B BisBenzemid +

gefarbte Zellen
=
o
o
o

>00 llba-1 +
0
350 488
Wellenlange in nm
50 ym
A Mikroglia in Fluoreszenzmikroskopie unter Apotom B Auswertung: x-Achse = Anzahl Zellen; y — Achse =
1. Ak Iba-1 Ak + 2. Ak Alexa Fluor 488 + BisBenzemid Wellenlange Schwarz;grau=Anzahl Iba-1 positiver Zellen

C D

C Mikroglia in Fluoreszenzmikroskopie D Immunzytochemie Mikroglia - Kontrolle
1.Ak Iba-1 Ak + 2.Ak Alexa Fluor 488 + BisBenzemid Alexa Fluor 488 + BisBenzemid

Abb. 3.3.: Ergebnisse Immunzytochemie retinaler Mikroglia




3.2. Ergebnisse real-time RT-PCR — Aufbau und Auswertung

/I 6 h bzw. 24 h

Mikroglia 1,2,3

Kontrolle

IL-1B, IL-6, IL-10,
TNF-a, COX-2, iNOS

Mikroglia+
RPE
Uberstand

Mikroglia+

Poly I:C O —

Abb.3.4. Aufbau und Auswertung der Versuche
1 Mikroglia + Poly I:C gegeniiber unstimulierter Mikroglia (Kontrolle); 2 Mikroglia + RPE Uberstand gegeniiber unstimulierter Mikroglia

(Kontrolle) 3 Mikroglia + RPE Uberstand gegeniiber Mikroglia + Poly I:C 1,2,3 jeweils fiir 6 h bzw. 24 h Stimulation

3.3. Ergebnisse real-time RT-PCR — Zytokine
3.3.1. Expression von IL-6 in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation

Die Stimulation von Mikroglia mit Poly I:C iber 6 Stunden zeigte einen konzentrationsabhdngigen
signifikanten Anstieg der Expression von IL-6 ab einer Poly I:C — Konzentration von 1 pg/ml
Stimulationsmedium ([Poly I:C] =1 ug/ml). Bei Stimulation der retinalen Mikroglia mit einer Poly I:C
Konzentration von 100 ng/ml zeigte sich ein Anstieg der Expression um das 3,78 + 3,73-fache,
0,05<p<0,1 des Kontrollwerts. Ab [Poly I:C] 1 pg/ml zeigte sich eine signifikante Steigerung
der IL-6 Expression um das 2,35 % 0,84-fache, p<0,05 gegeniber der Kontrolle. Bei den
hoher konzentrierten Werten stellte sich eine weitere Steigerung der IL-6 Expression dar. In
den Ansatzen mit [Poly I:C] = 10 ug/ml fand sich die 4,13 + 2,41-fache, p<0,05 und mit [Poly I:C]
= 100 pg/ml die 12,26 + 8,44-fache, p<0,05 Expression von IL-6 gegeniber der Kontrolle.
Die iber 6 Stunden mit Uberstinden von RPE behandelten Mikroglia-Ansitze zeigten einen
statistisch signifikanten Anstieg der IL-6 Expression. Die Expression von IL-6 mRNA stieg bei

Stimulation mit RPE-Uberstidnden, ohne Zugabe von Poly I:C um das 23,29 + 7,33-fache, p<0,001. Bei



der Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden von mit [Poly I:C] = 100 ng/ml stimuliertem RPE
zeigte sich eine Expressionssteigerung um das 18,20 * 10,46-fache, p<0,05. Die Stimulation mit RPE +
[Poly I:C] = 1 ug/ml ergab eine signifikante Zunahme der Expression von IL-6, um das 31,60 * 16,77-
fache, p<0,05. Die Stimulation der Mikroglia mit RPE + [Poly I:C] = 10 pg/ml fuhrte zur 53,90 * 44,65-
fachen, p>0,05, die Stimulation mit RPE + [Poly I:C] = 100 pug/ml zur 108,215 *+ 103,20-fachen, p>0,05

Expression von IL-6.

Im nachsten Schritt wurden die Ergebnisse der mit Uberstinden von TLR-3 stimulierten RPE
behandelten Mikroglia denen der mit Poly I:C stimulierten Mikroglia gegeniibergestellt. Es zeigte sich
eine signifikante Steigerung der Expression des proinflammatorischen IL-6 in der mit RPE Uberstand
stimulierten Mikroglia gegenlber der mit Poly I:C stimulierten Mikroglia fur [Poly I:C]= 100 ng/ml,

p<0,05; 1 ug/ml p<0,01; 10 pg/ml,p<0,05.

IL-6,6 h
© -
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E Poly I:.C
W [Poly I:
E 150 [Poly I:C]
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Abb.3.5. real-time RT-PCR IL-6, 6 h: Bestimmung der Expression von IL-6 in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation. x-Achse Konzentration
Poly I:C/ml Stimulationsmedium, y-Achse IL-6 mRNA,x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegeniber dem HKG 18S
normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder Uberstinden
von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia + RPE

Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05; ** = 0,001>p<0,01; *** = p<0,001
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3.3.2. Expression von IL-6 in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation

In der Uber 24 Stunden mit Poly I:C stimulierten retinalen Mikroglia zeigte sich ein
konzentrationsabhéangiger, signifikanter Anstieg der IL-6 Expression ab einer Poly |:C — Konzentration
von 10 pg/ml. Fiar [Poly I:C] = 100 ng/ml ergab sich eine 1,01 + 0,35-fache, p >0,05, fur [Poly I:C] = 1
pug/ml eine 2,43 + 1,31-fache, p>0,05 Verstarkung der IL-6 Expression. Fur [Poly I:C] = 10 pg/ml zeigte
sich ein signifikante Steigerung der IL-6 Expression, um das 8,41 + 2,27-fache, p<0,01, fiir [Poly I:C] =
100 pg/ml um das 19,07 + 3,31-fachen, p<0,001 Expression von IL-6 gegenilber der Kontrolle.

Die 24-stiindige Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von Poly I:C stimulierten RPE ergab einen
statistisch signifikanten, konzentrationsabhangiger Anstieg in der Expression von IL-6. Die mit RPE
Uberstand, ohne Poly I:C-Stimulation behandelten Ansitze zeigten die 13,14 + 7,64-fache, p<0,001
Menge von fir IL-6 codierender mRNA. Flr RPE + [Poly 1:C]=100 ng/ml wurde die 8,75 + 5,09-fache,
p<0,01, flr RPE + [Poly I:C] = 1 pg/ml die 13,00 * 7,05-fache p<0,01 und fir RPE + [Poly I:C] = 10
pug/ml die 25,51-fache + 12.03-fache, p<0,01 Expression von IL-6 bestimmt. Wie auch in der mit Poly
I:C behandelten Mikroglia fand sich in der mit RPE-Uberstand behandelten Gruppe die deutlichste
Steigerung der Expression von IL-6 bei der hochsten Poly I:C-Konzentration. In mit RPE + [Poly
[:C]=100 pg/ml stimulierter Mikroglia zeigte sich eine 69,85 + 35,06-fache, p<0,01 Steigerung der
Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6.

In der Gegeniiberstellung der 24 Stunden-Werte der mit RPE-Uberstinden behandelten gegeniiber
der mit Poly I:C behandelten Mikroglia zeigten sich fir alle Konzentrationswerte signifikante

Unterschiede. Bei [Poly I:C] = 100 ng/ml p<0,05; 1 pg/ml p<0,05; 10 pg/ml p<0,05; 100 pg/ml p<0,05.
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Abb.3.6. real-time RT-PCR IL-6, 24 h: Bestimmung der Expression von IL-6 in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly I:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse IL-6 mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegeniiber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05; ** =0,001>p<0,01
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3.3.3. Expression von IL-1pB in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation

In der 6-stlindigen Stimulation von Mikroglia mit Poly I:C bestimmten wir eine signifikante, konzen-
trationsabhangige Steigerung der Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-1B bei [Poly I:C] =
1 pug/ml, 10 pg/ml und 100 pg/ml. Fur [Poly 1:C]=100 ng/ml zeigte sich eine 2,08 * 1,6-fache, p>0,05
erhohte Expression. Eine signifikante Steigerung, um das 5,64 + 1,03-fache, p <0,01 zeigte sich fir
[Poly I:C]=1 pg/ml. Die mit [Poly I:C]=10 pug/ml bzw. 100 pug/ml behandelten Ansitze zeigten eine
36,80 + 16,14-fache bzw. 135,47 + 54,88-fache mit jeweils signifikanter p<0,05 Expressionssteigerung
von IL-1B.

Die Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von Poly I:C behandeltem RPE zeigte in jeder
getesteten Gruppe eine statistisch signifikante Zunahme der IL-1B Expression. In der nur mit RPE-
Uberstinden behandelten Mikroglia fand sich eine 455,48 + 171,59-fache, p<0,01 Steigerung der
Expression. Fur die mit RPE+[Poly I:C] = 100 ng/ml stimulierte Mikroglia zeigte sich ein Anstieg um
das 291,71 + 129,08-fache, p<0,001 und fur RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml, um das 505,80 *+ 155,42-fache,
p<0,001 behandelten Mikroglia. Die Gruppen RPE+[Poly 1:C]=10 pg/ml und RPE+[Poly I:C]=100 pg/ml
zeigten Erhohungen der IL-1B Expression, um das 545,79 + 285,71-fache bzw. um das 592,33 +
287,32-fache des Kontrollwerts, p<0,01.

Im Vergleich der mit Poly I:C stimulierten Mikroglia gegeniiber der mit Uberstinden von Poly I:C
stimulierten RPE behandelten Mikroglia lieRen sich fiir alle getesteten Poly |:C-Konzentrationen
signifikante Werte erfassen. Die Signifikanz lag fiir [Poly 1:C]= 100ng/ml bei p<0,01, fir 1 ug/ml bei
p<0,01, fur 10 pg/ml bei p<0,05 und fir 100 pg/ml bei p<0,05.

IL-1B, 6 h 1000

* * %

- T

* %k % * % * %
— — H [Poly I:C]
600 T T

800

B RPE + [Poly I:C]

400 T

200

IL-1B mRNA, x-fache der Kontrolle

KO 100 ng 1lug 10 ug 100 pg

Abb.3.7. real-time RT-PCR IL-1B, 6 h: Bestimmung der Expression von IL-1B in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly 1:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse IL-18 mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegenliber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05; ** =0,001>p<0,01; *** = p<0,001
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3.3.4. Expression von IL-1p in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation

Bei 24-stiindiger Stimulation zeigte sich in Poly I:C stimulierter Mikroglia eine signifikante,
konzentrations-abhdngige Zunahme in der Expression von IL-1B ab einer Poly I:C-Konzentration von
10 pg/ml. Fur [Poly I:C] = 100 ng/ml fand sich die 0,50 + 0,25-fache; fiir 1 ug/ml die 6,02 + 9,68-fache,
p>0,05 Expression. Mikroglia die mit [Poly I:C]=10 pg/ml bzw. 100 pg/ml behandelt wurde
exprimierte die 6,87 + 2,11-fache bzw. 30,47 + 10,69-fache Anzahl fiir IL-1B codierende mRNA — p
jeweils <0,01.

Die Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von mit Poly 1:C behandeltem RPE zeigte einen
konzentrationsabhangigen Anstieg in der Expression von IL-1B, der bei [Poly 1:C]=100 pg/ml ein
signifikantes AusmaR erreichte. In den mit RPE-Uberstand behandelten Ansitzen fand sich eine
Steigerung der Expression um das 38,71 + 22,64-fache, p<0,05; bei RPE+[Poly 1:C]=100 ng/ml das
85,94 *+ 122,50-fache, p>0,05; bei RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml das 87,83 + 121,72fache, p>0,05. Bei
Stimulation mit RPE+[Poly I:C]=10 pg/ml lieB sich die 177,845 + 179,10-fache, p>0,05; bei [Poly
[:C]=100 pg/ml die 267,31 + 131,65-fache, p<0,05 Expression von IL-1B gegeniber der Kontrolle
bestimmen.

In der Gegeniiberstellung der Ergebnisse der mit Poly I:C stimulierten Mikroglia und der Uberstanden
von TLR-3 stimulierten RPE behandelten Mikroglia konnten wir eine konzentrationsabhangige
Zunahme der IL-1B Expression erfassen, die bei [Poly 1:C]=100 pg/ml, ein signifikantes Niveau

erreichte, p<0,05.
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Abb.3.8. real-time RT-PCR IL-1B, 24 h: Bestimmung der Expression von IL-1B in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly 1:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse IL1-B mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegenliber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05; ** =0,001>p<0,01
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3.3.5. Expression von TNF-a in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation

In Gber 6 Stunden mit Poly I:C stimulierter Mikroglia lieB sich ein konzentrationsabhangiger, ab [Poly
I:C]=1 pg/ml signifikanter Anstieg in der Expression fir TNF-a codierender mRNA feststellen. Fir
[Poly 1:C]=100 ng/ml ergab sich eine Zunahme der Expression um den Faktor 4,97 + 3,80, p>0,05; fiir
[Poly I:C]=1 pg/ml zeigte sich eine signifikante Steigerung um den Faktor 8,18 *+ 3,71 p<0,05. Bei [Poly
[:C]=10 ug konnten wir eine signifikante Zunahme um den Faktor 15,55 + 3,08 p<0,01 gegeniiber der
Kontrolle nachweisen. Die Stimulation mit [Poly 1:C]=100 pg/ml ergab eine signifikante Erhohung der
Expression von TNF-a um das 23,89 * 8,32-fache, p<0,01.

Mikroglia, die Giber 6 Stunden mit Uberstianden von mit Poly I:C stimuliertem RPE behandelt wurde,
exprimierte ab [Poly I:C]=1ug/ml signifikant mehr TNF-a als die unbehandelte Kontrolle. Fir die mit
RPE-Uberstand behandelte Gruppe lieR sich eine Steigerung der Expression um das 9,69 + 8,80-fache,
p>0,05 und fur die mit RPE+[Poly I:C] =100 ng/ml behandelte Gruppe um das 4,91 + 3,89-fache,
p>0,05 des Kontrollwerts bestimmen. Bei RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml konnten wir eine signifikante
Steigerung der Expression um den Faktor 11,01 + 9,28 erfassen, p<0,05. Fiir RPE+[Poly I:C]=10 pg/ml
lieRl sich eine signifikante Zunahme um den Faktor 16,83 + 10,61,p<0,05, fiir RPE+[Poly I:C]=100
pug/ml um den Faktor 32,28 + 27,84, p <0,05 nachweisen.

Im Vergleich der Werte von mit Uberstinden von TLR-3 stimuliertem RPE behandelter Mikroglia und
mit Poly I:C behandelter Mikroglia zeigte sich kein signifikanter Unterschied — in beiden Gruppen

zeigte sich ein konzentrationsabhdngiger Anstieg der Expression von TNF-a.
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Abb.3.9. real-time RT-PCR TNF-a, 6 h: Bestimmung der Expression von TNF-a in retinaler Mikroglia nach 6h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly I:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse TNF-a mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegeniiber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder

Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau).
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3.3.6. Expression von TNF-a in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation

In den Gber 24 Stunden mit Poly I:C behandelten Mikroglia-Zellen liel§ sich ein moderater Anstieg der
TNF-a Expression nachweisen, der bei [Poly 1:C]=100 pg/ml statistisch signifikant wurde, p<0,05.
Fur [Poly 1:C]=100 ng/ml wurde das 1,04 + 0,21-fache,p >0,05; fiir [Poly I:C]=1 pg/ml das 2,44 + 2,45-
fache, p>0,05 der Expression von TNF-a gegeniiber der Kontrolle ermittelt. Die Stimulation mit [Poly
[:C]=10 pg/ml fihrte zu einer Expressionssteigerung um den Faktor 3,92 + 2,52, p>0,05. Firr [Poly
[:C]=100 pug/ml konnte eine signifikante Erhohung der Expression von TNF-a, um den Faktor 3,88 +
1,46, p<0,05 erfasst werden.

Bei 24-stiindiger Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden von mit Poly I:C-stimuliertem RPE
deuten die Daten auf eine konzentrationsabhangige Steigerung der TNF-a Expression hin. In mit RPE
ohne Poly I:C-Zusatz behandelter Mikroglia fand sich eine Expressionssteigerung um das 2,01 * 2,32-
fache, p>0,05. Fur RPE+[Poly 1:C]=100 ng/ml bzw. RPE+[Poly I:C]=1 pug/ml lieB sich ein Anstieg um das
1,37 £ 1,41-fache, p>0,05 bzw. das 2,34 + 2,36-fache, p>0,05 ermitteln. Die Stimulation mit RPE+[Poly
I:C]=10 ug/ml ergab eine Zunahme der Expression um den Faktor 4,86 * 4, p>0,05. RPE+[Poly I:C] =
100 pg/ml ergab eine Steigerung der Expression von TNF-a um den Faktor 6,60 + 5,49, p>0,05.

In der Gegeniiberstellung der von mit Uberstinden von TLR-3 stimuliertem retinalen Pigmentepithel
behandelten Mikroglia gegeniliber der mit Poly I:C stimulierter Mikroglia lie sich ein konzentrations-
abhéngiger Anstieg der TNF-a Expression, ohne signifikante Unterschiede in beiden Gruppen

erfassen.
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Abb.3.10. real-time RT-PCR TNF-a, 24 h: Bestimmung der Expression von TNF-a in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly I:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse TNF-a mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegeniiber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder

Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau).
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3.3.7. Expression von IL-10 in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation

Mikroglia, die fir 6 Stunden mit Poly I:C stimuliert wurde zeigte keinen statistisch signifikanten
Unterschied in der Expression von IL-10 im Vergleich zur Kontrolle. Fiir [Poly 1:C]=100 ng/ml lieR sich
ein Anstieg der Expression um den Faktor 1,17 + 0,95,p>0,05; fir [Poly I:C]=1ug/ml um den Faktor
1,87 % 1,16; fir [Poly I:C]=10 pg/ml um den Faktor 1,71 *+ 1,25,p>0,05 und fur [Poly 1:C]=100 pg/ml
um den Faktor 1,83 + 1,35,p>0,05 gegeniber der Kontrolle messen.

Im Gegensatz dazu konnten wir einen signifikanten Anstieg der Expression von IL-10 in Mikroglia, die
mit unbehandeltem RPE Uberstand oder mit RPE+[Poly 1:C]=100 ng/ml und mit RPE+[Poly I:C]=
1 pg/ml stimuliert wurde nachweisen. In der mit RPE-Uberstand, ohne Poly I[:C-Stimulation
behandelten Mikroglia zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression des
antiinflammatorischen IL-10 um das 2,48 + 2,08-fache,p<0,05. Bei Stimulation mit RPE+[Poly 1:C]=100
ng/ml bzw. RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml lieB sich eine Steigerung der Expression um den Faktor 2,60 +
0,95, p<0,01 bzw. 2,22 + 0,89, p<0,05 nachweisen. Fiir RPE+[Poly I:C]= 10 pg/ml lieR sich ein Anstieg
um das 1,65 + 0,84-fache, p>0,05, fur [Poly 1:C]=100 pug/ml ein Anstieg um das 1,92 + 1,15-fache,
p>0,05 gegenliber der Kontrolle erfassen.

In der Gegeniiberstellung von mit Poly I:C behandelter Mikroglia gegeniiber der mit Uberstdnden von
TLR-3 aktiviertem RPE stimulierten Mikroglia zeigte sich eine signifikante Steigerung der Expression
des antiinflammatorischen IL-10. Erstens bei Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden von
unbehandeltem RPE gegeniiber der Kontrolle und zweitens bei Stimulation mit moderater Poly I:C

Konzentration - RPE+[Poly 1:C]=100 ng/ml,p<0,05.
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Abb.3.11. real-time RT-PCR IL-10, 6 h: Bestimmung der Expression von IL-10 in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly 1:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse IL-10 mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegenlber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly 1:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05
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3.3.8. Expression von IL-10 in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation

Die 24-stiindige Stimulation von Mikroglia mit Poly I:C in unterschiedlichen Konzentrationen zeigte
einen signifikanten Anstieg in der IL-10 Expression bei moderaten Poly I:C-Konzentrationen von 100
ng/ml bzw. 1ug/ml. Hier lieR sich fir [Poly 1:C]=100 ng/ml eine Steigerung der Expression um den
Faktor 2,13 + 0,39,p<0,01 und flr [Poly I:C]=1 pug/ml eine Zunahme um den Faktor 3,34 + 0,85,
p<0,01 gegenliber der Kontrolle bestimmen. Bei [Poly 1:C]=10 pg/ml stieg die Expression um das 3,53
+ 3,10-fache,p>0,05, bei [Poly 1:C]=100 pg/ml um das 2,84 + 1,40-fache,p>0,05.

In Mikroglia, die mit Uberstinden von TLR-3 stimulierten RPE behandelt wurden konnte fiir alle
getesteten Poly 1:C Konzentration ein signifikanter Anstieg in der Expression von IL-10 bestimmt
werden. Fiir Mikroglia die mit Uberstinden von RPE ohne Poly I:C Behandlung stimuliert wurden
zeigte sich eine Zunahme der Expression um das 3,18 + 1,75-fache, p>0,05. Eine signifikante
Zunahme der Expression von IL-10 um den Faktor 2,35 + 0,16, p<0,001 wurde fir RPE+[Poly 1:C]=100
ng/ml erfasst. Fur RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml bzw. RPE+[Poly 1:C]=10 pg/ml lieBen sich signifikante
Steigerungen der Expression um den Faktor 2,20 + 0,36, p<0,01 bzw. 2,05 + 0,63,p<0,05 nachweisen.
Im Vergleich der Expression von IL-10 zwischen mit Poly I:C stimulierter Mikroglia und Mikroglia, die
mit Uberstinden von mit Poly I:C stimuliertem RPE behandelt wurde, zeigten sich signifikante
Unterschiede. Erstens bei der Gegeniiberstellung von mit unstimulierten RPE-Uberstinden
behandelter Mikroglia gegeniiber der Kontrolle (K0), p<0,05 und zweitens bei mit RPE+[Poly I:C]=

1 ug/ml behandelter Mikroglia gegeniber mit [Poly I:C] = 1 ug/ml stimulierter Mikroglia, p<0,05.
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Abb.3.12. real-time RT-PCR IL-10, 24 h: Bestimmung der Expression von IL-10 in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly 1:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse IL-10 mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegenlber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05
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3.4. Ergebnisse real-time RT-PCR — Enzyme

3.4.1. Expression von COX-2 in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation

FUr Mikroglia, die (iber 6 Stunden mit Poly I:C stimuliert wurde zeigte sich ab [Poly I:C] = 1 ug/ml ein
statistisch signifikant erhohtes Expressionsniveau von COX-2 gegeniiber der Kontrolle. In den
Ansatzen mit [Poly 1:C]=100 ng/ml wurde eine Zunahme der Expression um das 2,02 + 1,15-fache,
p>0,05 und in Proben mit [Poly I:C]=1 pg/ml eine signifikante Steigerung um das 2,62 + 0,54-fache,
p<0,01 bestimmt. Mikroglia, die mit [Poly I1:C]=10 ug/ml bzw. [Poly I:C]=100 pg/ml stimuliert wurde
exprimierte das 3,60 + 0,64-fache, p<0,05 bzw. 4,15 + 1,75, p<0,05 der COX-2 mRNA der Kontolle.

In Mikroglia, die mit Uberstinden von mit TLR-3 stimulierten RPE behandelt wurde fand sich eine
signifikante Steigerung der Expression der COX-2 in allen getesteten Poly |:C-Konzentrationen. Die
mit RPE Uberstand, ohne Poly I:C-Stimulation behandelte Mikroglia exprimierte das 6,14 + 1,98-
fache, p<0,05, die mit RPE+[Poly 1:C]=100 ng/ml stimulierte Mikrolglia das 5,22 * 1,23-fache, p<0,01
der COX-2 mRNA des Kontrollwerts. Fir RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml wurde ein Anstieg der Expression um
den Faktor 6,28 *+ 1,92, p<0,05, fiir RPE+[Poly I:C]=10 pg/ml eine Steigerung um den Faktor 6,80 +
1,15, p<0,05 erfasst. Eine ebenfalls signifikante Zunahme der Expression von COX-2 um das 13,04 +
3,87-fache, p<0,05 gegenliber der unbehandelten Kontrolle zeigte sich bei RPE+[Poly I:C]=100 pg/ml.
Die Unterschiede der Expression von COX-2 in Mikroglia, die mit Uberstinden von mit Poly I:C
behandeltem RPE stimuliert wurde war gegeniiber der mit Poly I:C behandelten Mikroglia fiir die

Ansatze mit 1 pg/ml, 10 pg/ml und 100 pg/ml Poly I:C signifikant — jeweils p<0,05.
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Abb.3.13. real-time RT-PCR COX-2, 6 h: Bestimmung der Expression von COX-2 in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly I:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse COX-2 mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegeniiber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05
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3.4.2. Expression von COX-2 in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation

Die 24-stlindige Stimulation von Mikroglia mit Poly I:C ergab keine statistisch signifikanten
Unterschiede gegeniber der Kontrolle. Bei [Poly 1:C]=100 ng/ml konnte das 0,69 *+ 0,26-fache,
p>0,05, bei [Poly I:C]=1 pug/ml das 0,95 + 0,77, p>0,05 und fiir [Poly I1:C]=10 pg/ml das 2,71 + 1,14-
fache, p>0,05 der Expression von COX-2 gegenliber der Kontrolle nachgewiesen weden. Bei [Poly
[:C]=100 pg/ml fand sich eine Erhéhung der Expression um das 1,95 + 0,86-fache, p>0,05 gegentiber
dem Kontrollwert.

Fiir Mikroglia die mit Uberstidnden von Poly I:C stimulierten RPE behandelt konnte ein signifikanter
Anstieg der COX-2-Expression fur RPE+[Poly I:C]=10 pg/ml und 100 pg/ml bestimmt werden. In mit
Uberstanden von RPE ohne Poly I:C-Stimulation behandelter Mikroglia stieg die Expression von COX-
2 um das 1,73 + 0,69-fache, p>0,05. Mikroglia die mit RPE+[Poly I:C]=100 ng/ml behandelt wurde
exprimierte das 1,79 + 0,81-fache, p>0,05, mit RPE+[Poly I:C]=1 pug/ml exprimierte die Mikroglia das
1,87 + 0,67-fache, p>0,05 der Menge fiir COX-2 codierender mRNA der Kontrolle. Fiir RPE+[Poly
[:C]=10 pg/ml lieR sich eine signifikante Zunahme der Expression von COX-2 um den Faktor 4,32 *
1,62, p<0,05 und fur RPE+[Poly 1:C]=100 pg/ml eine ebenfalls signifikante Steigerung um den Faktor
4,74 + 1,25, p<0,01 erfassen.

Im Vergleich der Ergebnisse von mit Poly I:C behandelter Mikroglia zu mit Uberstinden von RPE
behandelter Mikroglia konnte bei hoher Poly I:C Konzentration — 100 ug/ml, p<0,05 ein statistisch

signifikanter Unterschied beider Gruppen erfasst werden.
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Abb.3.14. real-time RT-PCR COX-2, 24 h: Bestimmung der Expression von COX-2 in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly I:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse COX-2 mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegeniiber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05
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3.4.3. Expression von iNOS in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation

In der real-time RT-PCR von Mikroglia, die Gber 6 Stunden mit Poly I:C stimuliert wurde konnte fiir
alle getesteten Poly 1:C-Konzentrationen ein signifikanter, konzentrationsabhangiger Anstieg der
iNOS-Expression bestimmt werden. Fir [Poly 1:C]=100 ng/ml zeigte sich eine Steigerung der
Expression um das 1,89 * 0,63-fache, p<0,05. Bei [Poly I:C]=1 ug/ml fand sich eine Zunahme um den
Faktor 4,34 + 1,92, p<0,05, bei [Poly I:C]=10 pg/ml. Die Stimulation mit [Poly 1:C]=100 pg/ml
resultierte in einer Expressionssteigerung von iNOS um den Faktor 16,60 + 12,50, p<0,05 gegeniiber
der Kontrolle. Mikroglia, die mit Uberstinden von retinalem Pigmentepithel behandelt wurde
exprimierte in Ansdtzen mit RPE+[Poly 1:C]=100 ng/ml, RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml und RPE+[Poly I:C]=
10 pg/ml signifikant héhere iINOS-Level, als die Kontrolle. Fiir Mikroglia, die mit Uberstanden von
RPE, ohne Poly I:C Stimulation behandelt wurde zeigte sich eine Zunahme der Expression um das
4,22 + 2,11-fache, p>0,05. Fiir RPE+[Poly I:C]= 100 ng/ml bzw. RPE+[Poly I:C]=1 pg/ml konnten wir
signifikante Steigerungen in der Expression von iNOS um den Faktor 3,23 + 0,84, p<0,05 bzw. um den
Faktor 2,87 + 0,66, p<0,01 bestimmen. Bei RPE+[Poly I:C]=10 pg/ml fand sich ein Anstieg der
Expression um das 2,38 + 0,75-fache,p<0,05, bei RPE+[Poly I:C]= 100 pg/ml um das 4,09 * 2,17-fache,
p>0,05.

In der Gegenlberstellung der Ergebnisse der mit Poly I:C stimulierten Mikroglia auf der einen und der
mit Uberstianden von RPE behandelten Mikroglia auf der anderen Seite konnten wir signifikante
Unterschiede bei 0 ng/ml = KO, 100 ng/ml, 1 ug/ml und 10 pg/ml nachweisen jeweils p<0,05. Eine
signifikante Abnahme der Expression fiir iNOS fand sich in den Ansatzen mit RPE+[Poly 1:C]=10 ug/ml
und RPE+[Poly I:C]= 100 pg/ml.

iNOS, 6 h 35 .
30 —
25
N [Poly I:.C]
20 *
Z B RPE+[Poly:C]
15

10

iNOS mRNA, x-fache der Kontrolle

KO 100ng lug 10pg 100pg

Abb.3.15. real-time RT-PCR iNOS, 6 h: Bestimmung der Expression von iNOS in retinaler Mikroglia nach 6 h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly 1:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse iNOS mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegenlber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05; ** =0,001>p<0,01
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3.4.4. Expression von iNOS in retinaler Mikroglia nach 24 h Stimulation

In Mikroglia, die Uber eine Periode von 24 Stunden mit Poly I:C stimuliert wurde zeigte sich eine
signifikante Erh6hung der Expression von iNOS bei [Poly 1:C]=100 ng/ml und [Poly I:C]=10 pg/ml. Fur
[Poly I:C]=100 ng/ml konnte ein Anstieg der Expression um den Faktor 1,42 + 0,07, p<0,01, fiir [Poly
[:C]=1 pg/ml um den Faktor 3,73 + 1,84, p>0,05 und fir [Poly I:C]=10 pg/ml um den Faktor 3,68 +
0,72, p<0,01 erfasst werden. Bei [Poly I:C]=100 pug/ml stieg die Expression von iNOS um das 3,55 +
2,42-fache, p>0,05 der Kontrolle.

Mikroglia, die mit Uberstinden retinalen Pigmentepithels behandelt wurde zeigte keinen
signifikanten Anstieg der iNOS-Expression. In Mikrogliaansitzen die mit Uberstinden retinalen
Pigmentepithels ohne Poly I:C-Stimulation behandelt wurde konnte das 1,04 + 0,22-fache, p>0,05 der
iNOS mRNA gegenliber der Kontrolle bestimmt werden. Bei RPE+[Poly 1:C]=100 ng/ml lieR sich das
1,35 + 0,76-fache, p>0,05; fur RPE+[Poly 1:C]=1 ug/ml das 1,27 + 0,74-fache, p>0,05 und fir RPE+[Poly
[:C]=10 pg/ml das 1,19 + 0,71-fache, p>0,05 im Vergleich zur Kontrolle erfassen. In mit RPE+[Poly
[:C]=100 pg/ml behandelter Mikroglia zeigte sich das 1,67 + 0,68-fache,p>0,05 der Expression von
iNOS gegeniiber der Kontrolle.

Im Vergleich der mit Poly I:C stimulierten und der mit Uberstinden von RPE behandelten Mikroglia
zeigte sich bei Poly I:C Konzentrationen von 10 pg/ml ein signifikant niedrigeres Niveau, p<0,05 der
iNOS-Expression in der mit RPE-Uberstand behandelten Gruppe - RPE+[Poly 1:C]=10 pg/ml gegeniiber

der mit [Poly I1:C]=10 ug/ml stimulierten Mikroglia.
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Abb.3.16. real-time RT-PCR iNOS, 24 h: Bestimmung der Expression von iNOS in retinaler Mikroglia nach 24h Stimulation. x-Achse
Konzentration Poly 1:C/ml Stimulationsmedium; y-Achse iNOS mRNA, x-fache der Kontrolle. Die Zielgenexpression wurde gegenlber dem
HKG 18S normalisiert. Die Berechnung der Daten erfolgte mit der AACP-Methode. Retinale Mikroglia wurde mit Poly I:C (schwarz) oder
Uberstinden von mit Poly I:C behandeltem RPE stimuliert (grau). Die markierten Signifikanzen zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia

+ RPE Uberstand wurden mit dem student’s t-test bestimmt. * = 0,01>p<0,05; ** =0,001>p<0,01
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3.5. Ubersicht Ergebnisse real-time RT-PCR

Experiment Poly I:Cvs RPE vs Poly I:C + RPE vs
unstimuliert unstimuliert Poly I:C
Expression
IL-6 Induktion Induktion Steigerung (24h)
IL-1B Induktion Induktion Steigerung (24h)
TNF-a Induktion (24h) keine signifikante keine signifikante
Induktion Steigerung

IL-10 Induktion Induktion Steigerung

(bei basaler und
geringradiger
Stimulation)

COX-2 Induktion Induktion Steigerung
iNOS Induktion Induktion Verminderte
Steigerung

Abb. 3.17. Signifikante Unterschiede im Expressionsmuster in der real-time RT-PCR

horizontal: Versuchsaufbau: Poly I:C vs unstimuliert = mit Poly I:C stimulierte retinale Mikroglia versus unstimulierte Mikroglia; RPE vs
unstimuliert = mit Zellmediumiiberstanden unstimulierten RPE’s behandelte retinale Mikroglia gegentiber unbehandelter Mikroglia;
Poly I:C + RPE = retinale Mikroglia die mit Zellmediumiberstdnden Poly I:C stimulierten RPE’s behandelt wurde gegeniber mit Poly I:C
stimulierter Mikroglia;

vertikal: Expressionsmuster der in der real-time RT-PCR getestete Faktoren: IL-6, IL-1B, TNF-B, IL-10, COX-2, iNOS

4. Diskussion
4.1. Vorbemerkung

Die altersabhingige Makuladegeneration (AMD) ist die h&aufigste Ursache fir Erblindung in der
westlichen Welt. Es finden sich eine Reihe von Hypothesen zur Pathogenese der Erkrankung, die
unter anderem para/inflammatorische, degenerative, nekroptotische, epi/genetische und

umweltbedingte Konzepte umfassen und auf eine gemeinsame multifaktorielle Genese hindeuten.

Inflammatorische Prozesse, wie die Parainflammation haben Teil an jeder Form der AMD (Nita et al.,

2014). In der Beaver Dam Eye Study wurde tber 20 Jahre an 975 Individuen ohne Zeichen einer AMD



das Verhéltnis von Entzlindungsfaktoren im Blut der Probanden gegeniiber der kumulativen Inzidenz
von frilher AMD getestet (Klein et al., 2014). Dabei fanden Klein et al., (2014) eine Assoziation von
erhohter Serum-Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6, des Entziindungsmarkers high-
sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) und des TNF-a receptor 2 (TNF-aR2) zur kumulativen Inzidenz
friiher AMD Uber den 20 jahrigen Beobachtungszeitraum unabhingig von Geschlecht, Ubergewicht
oder physischer Aktivitdt. Nassar et al., (2015) konnten zeigen, dass Patienten mit AMD signifikant
hohere Blut-Serum Level von IL-1f als die nicht betroffenen Kontrollgruppe aufweisen. Die Autoren
schlielRen, dass es sich bei der frihen AMD um ein entzlindliches Geschehen handelt — ohne jedoch
mikro/ bzw. ultrastrukturelle Untersuchungen durchgefiihrt zu haben (Klein R et al., 2014).
Ardeljan et al., (2014) beschreiben die AMD in einem immunpathologischen und ultrastrukturellen
Modell als Prozess vor dem Hintergrund eines sich standig wandelnden Immunsystems, der sich an
der Expression von Zytokinen und Komplement, der Akkumulation von Mikroglia und anderen
Verdnderungen abbilden l3sst. Genauer zeigt sich eine Hochregulation und Uberexpression
entziindlicher Zytokine wie IL-1B und von Mikroglia, die eng mit dem angeborenen Immunsystem
assoziiert sind (Ardeljan et al., 2014). Ein wesentlicher Teil des angeborenen Immunsystems stellen
die PRRs und unter ihnen die TLRs dar. Die AMD kann als altersabhdngige Suszeptibilitat fiir die
aberrante Aktivierung des angeborenen Immunsystems betrachtet werden - Ardeljan et al., (2014)
fihren aus, dass durch altersabhangige Verdnderungen endogene Proteine Muster (patterns)
aufweisen kdonnen, die von den PRRs des angeborenen Immunsystems als fremd erkannt werden und
entsprechende Signalkaskaden initiieren. Ursachlich fur derartige Muster kann die altersabhangige
Akkumulation von reactive oxygen species (ROS) mitochondrialen Ursprungs, die zur Freisetzung von
DAMPs fiihrt, sein (Tang et al., 2011), (Huang et al., (2015), die ihrerseits Gber PRRs wie TLRs zur
Aktivierung retinaler Mikroglia fiihren kénnen (Lehnardt, 2010), (Karlstetter and Langmann, 2012).
Ma et al.,, (2013) haben gezeigt, dass mit zunehmendem Alter die Expression von MyD88 (einem
gemeinsamen Adaptorprotein der meisten TLRs) in retinaler Mikroglia steigt, was als eine
Veranderung des homdoostatischen setpoints im Sinne einer aberranten Aktivierung des angeborenen
Immunsystems (Ardeljan et al., 2014) mit parainflammatorischer Reaktion betrachtet werden kann,
die die Entstehung der AMD beginstigt (Xu et al., 2009). Mikroglia ist Teil des angeborenen
Immunsystems; sie ist die Abwehrzelle der Retina und ihre Aktivierung scheint ein frilhes und lang

anhaltendes chronisches Merkmal der Pathogenese der AMD darzustellen (Karlstetter et al., 2015).

Die retinale Mikroglia ist Teil unseres experimentellen Modells, um in dessen Limitationen Aussagen
Uber eine mogliche Beteiligung an der Pathogenese der AMD und viraler Infektionen der Retina
ableiten zu kénnen. In enger Kooperation mit Prof. Dr. Lucius und Mitarbeitern etablierten wir die

retinale Mikrogliakultur, erganzend zur bereits bestehenden RPE Kultur der Klinik fiir Ophthalmologie



des UKSH Campus Kiel. Die Interaktion von RPE und retinaler Mikroglia wird in der Literatur als ein
Baustein in der Pathogenese der AMD (Xu et al., 2009), (Ma et al., 2009) diskutiert. Mit unseren
Experimenten wollten wir feststellen, welchen Effekt die Interaktion von RPE und retinaler Mikroglia
als Teil des angeborenen Immunsystems hat, ob sich die oben beschriebenen Theorien mit dem
exprimierten Zytokin- und Enzymmuster unserer Versuche vereinbaren lassen und welchen Einfluss
die Stimulation des TLR-3 einem PRR, ebenfalls Teil des angeborenen Immunsystems auf dieses
System hat. In einer multizentrischen Studie konnten (Yang et al., 2008) die genetische Assoziation
der trockenen Form der altersabhdngigen Makuladegneration mit einem hypomorphic single
nucleotide polymorphism im TLR-3 Gen 412Phe beschreiben, wonach Individuen, die Trager dieses
genetischen  Polymorphismus sind vor der trockenen Form der altersabhangigen
Makuladegeneration geschiitzt seien. Zugleich zeigten die Autoren den potentiell retinotoxischen
Effekt der TLR-3 Aktivierung auf (Yang et al., 2008), (Kleinman and Ambati, 2012),(Klettner et al.,
2013).

Nahum et al,, (2012, 2011) deckten die Assoziation der TLR3 L412F Variante mit einer erhdhten
Anfalligkeit fir den Cytomegalievirus (CMV — Humanes-Herpes Virus 5) auf. Der TLR-3 scheint, wenn
man diesen Beobachtungen folgt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von AMD und viralen
Erkrankungen der Retina einzunehmen, wobei diese Prozesse in Rahmen der AMD miteinander
assoziiert sein konnen (Mukhamed’ianova et al., 2014). In Drusen von mit AMD betroffenen Augen
findet sich neben oxidierten Lipiden, Lipoproteinen und Komplement-Proteinen auch dsRNA (Curcio
et al., 2009), (Kaneko et al., 2011), (Murakami et al., 2014). Die subretinale Injektion von polyinosinic
polycitidylic acid (Poly 1:C) einem synthetischen Analogon von double stranded ribonucleic acid
(dsRNA), einem Liganden des TLR-3 flihrt im Mausemodell zur programmierten Nekrose von RPE und
Photorezeptoren, sowie zur Migration von Makrophagen in die &duBere Retina und in den
subretinalen Raum — (dsRNA wird von den meisten Viren wahrend der Replikation synthetisiert)
(Murakami et al., 2014), (Jacobs and Langland, 1996), (Alexopoulou et al., 2001). Poyl I:C stimuliert
das RPE Uber den TLR-3 zur erhdhten Sekretion von Interferon-B, das einen starken antiviralen Effekt
im RPE vermittelt (Klettner, 2015). Zusatzlich induziert die Aktivierung tGber den TLR-3 im RPE die
Expression einer Reihe von Zytokinen und Chemokinen — unter anderem die proinflammatorischen
Faktoren IL-8, IL-6 und TNF-a (Klettner, 2015), (Kumar et al., 2004), (Klettner et al., 2013), (Wérnle et
al.,, 2011). Die TLR-3 abhdngige Stimulation von Mikroglia mit dsRNA fihrt zu einer
konzentrationsabhangigen Induktion der Expression von IL-6, TNFa und Interferon- (Kettenmann et
al., 2011), (Hanisch and Kettenmann, 2007), (Alexopoulou et al.,, 2001), (Jack et al., 2005).
Beobachtungen von TLR-3 stimuliertem RPE und TLR-3 stimulierter gehirnstandiger Mikroglia wurden
bereits getrennt voneinander durchgefiihrt s.o. Im Rahmen der AMD kommt es zur Aktivierung von

Mikroglia, sowie ihrer Migration und Akkumulation im eigentlich immunprivilegierten subretinalen



Raum (SRR) (Xu et al., 2009), (Xu et al., 2007), (Zeiss and Johnson, 2004) in direkter Nachbarschaft zur
apikalen Seite des RPE und den Photorezeptoraullensegmenten (Ma et al., 2009). Unser
Versuchsaufbau zielte darauf ab diese pathologischen Prozesse in den Limitationen eines in vitro
Modells mit der real-time RT-PCR messbar zu machen und damit Aussagen Uber eine mogliche
Interaktion von RPE und retinaler Mikroglia vor dem Hintergrund der AMD und viraler Infektionen

der Retina zu treffen

4.2. Etablierung der Zellkultur retinaler Mikroglia

Die Retina ist ein hochgradig differenziertes Gewebe. In vitro kann diese Struktur auf Grund ihrer
Komplexitdt noch nicht abgebildet werden. Da fiir unsere Fragestellung zwei Zellpopulationen der
Retina im Vordergrund standen — das RPE und die retinale Mikroglia — nutzten wir Zellkulturen, um
ihre Interaktion abzubilden. Mikroglia des Gehirns und retinale Mikroglia weisen &hnliche
Oberflachenantigene und Enzyme auf, leben aber in anderen Mikromilieus und sind
unterschiedlichen pathophysiologischen Prozessen ausgesetzt (Devarajan et al.,, 2014; Giulian and
Baker, 1986; Gupta et al., 2003; Minagar et al., 2002; Terubayashi et al., 1984). Retinale Mikroglia
stellt eine andere Mikrogliapopulation als Mikroglia des Gehirns dar (Yuan et al., 2015) und weist ihr
gegenlber unterschiedliche immunologische Eigenschaften auf (Jerri Y. Niederkorn and Harry J.
Kaplan, 2007). Um die Prozesse in der Retina in vitro moglichst aussagekréaftig abzubilden sind daher
bestehende Mikrogliakulturen mit gehirnstandiger Mikroglia weniger geeignet, sodass fiir diese
Arbeit eine eigene Kultur retinaler Mikroglia etabliert wurde. Zur Qualitdtskontrolle dienten wie oben
beschrieben Farbungen mit dem Mikrogliamarker Iba-1 — Mikroglia im SRR ist Iba-1 positiv (Xu et al.,
2009). Die Farbungen erfolgten mit retinalen Mikrogliakulturen, die nach identischem Protokoll
generiert und immunzytochemisch identifiziert wurden. Es konnte gezeigt werden, dass 95% der in
der Zellkultur generierten Zellen Mikroglia Zellen waren. Zudem ergab die real-time RT-PCR der
mRNA von Mikroglia die mit Poly I:C Uber 6 Stunden stimuliert wurde einen konzentration-
sabhdngigen signifikanten Anstieg der Expression von IL-6 ab einer Poly I:C Konzentration von 1
pg/ml  Stimulationsmedium ([Poly I:C] =1 pg/ml) ein Ergebnis, das mit vorangegangenen
Beobachtungen an Mikroglia gut vereinbar ist (Alexopoulou et al., 2001), (Jack et al., 2005),
(Kettenmann et al.,,2011). Dies untermauert neben den Ergebnissen der Immunzytochemie die

Qualitat unserer Mikrogliakultur.

4.3. Interaktion von RPE und retinaler Mikroglia

Die Interaktion von RPE und retinaler Mikroglia wird in der Literatur als Baustein in der Genese einer
Reihe von Erkrankungen am Auge (Xu et al., 2009), (Ma et al., 2009) diskutiert. In den oben

angegebenen Modellen wird die AMD unter anderem als Zustand einer chronischen geringgradigen



Entzlindung, die sich im Alter intensiviert beschrieben (Nita et al., 2014), (Ardeljan and Chan, 2013),
(Xu et al., 2009), der eine abberante Aktivierung des angeborenen Immunsystems zu Grunde liegen
kann (Ardeljan and Chan, 2013). In dieser Arbeit wurden eine Reihe Zytokine und Effektorenzyme
mittels real-time RT-PCR bestimmt, um offenzulegen, ob und und in welcher Form pro- oder
antiflammatorische Reaktionen in der Interaktion von RPE und retinaler Mikroglia auftreten. Dies

gelang in den Limitationen unseres in vitro Modells auf signifikantem Niveau.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass Uber den TLR-3 aktivierte retinale Mikroglia mit einer
konzentrationsabhdngigen Expressionssteigerung der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1B,
TNF-a und der Effektorenzyme COX-2 und iNOS reagiert. Diese Ergebnisse stehen in
Ubereinstimmung mit vorangegangenen Untersuchungen von Mikroglia des Zentralnervensystems
jenseits der Retina, die eine Poly I:C induzierte TLR-3 abhdngige Antwort der Zellen zeigten (Olson
and Miller, 2004) inklusive der Sekretion von TNFa (Steelman and Li, 2011) und der verstarkten
Expression von IL-1B und IL-6 (Suh et al., 2009). Einerseits verdeutlichen diese Ergebnisse die
Wirkung von dsRNA am TLR-3 retinaler Mikroglia, wie sie im Rahmen von Viruserkrankungen und
altersabhangigen Veranderungen wie Drusen auftreten kann (Curcio et al., 2009), (Kaneko et al.,
2011), (Murakami et al., 2014), (Nahum et al., 2012, 2011); zum anderen dienten sie als Kontrolle
gegenlber der weiteren Fragestellung nach der Interaktion unstimulierten und TLR-3 stimulierten
RPEs mit retinaler Mikroglia. Kommt retinale Mikroglia in Kontakt mit Uberstinden von TLR-3
stimuliertem RPE steigt die Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und des
Effektorenzyms COX-2 gegeniiber der Kontrollgruppe von TLR-3 stimulierter retinaler Mikroglia an —
es zeigt sich ein signifikanter Effekt unstimulierten, sowie TLR-3 stimulierten RPEs auf retinale
Mikroglia.

Das RPE findet sich histologisch in direkter Nachbarschaft zur Choroidea — der blutfihrenden
Aderhaut und ist am Aufbau der Blut-Retina Schranke beteiligt. An dieser Grenze zwischen der
immunprivilegierten Zone der Retina, in der sich die retinale Mikroglia befindet und der mit dem
systemischen Blutkreislauf verbundenen Choroidea kann das RPE danger signals viraler, bakterieller
oder von Protozoen Infektionen zum Beispiel Herpes Viren oder Toxoplasmen ausgesetzt sein. Es
konnte gezeigt werde, dass leptomeningeale Zellen der duReren Barriere der Blut-Hirn Schranke auf
systemische inflammatorische Signale reagieren, diese an die Mikroglia weiterleiten und damit
aktivieren (Wu et al., 2005). Die in den Limitationen unseres in vitro Modells gewonnenen Ergebnisse
deuten darauf hin, dass das RPE die Signaltransduktion systemischer inflammatorischer Reize an
retinale Mikroglia vermitteln konnte; entsprechend einer Weiterleitung proinflammatorischer
Signale in die immunprivilegierte Zone der inneren Retina zum Beispiel Uber |6sliche Faktoren

(soluble factors) wie Zytokine. Darliber hinaus zeigte die Aktivierung retinaler Mikroglia durch das



RPE nicht nur eine reine Induktion der proinflammatorischen Antwort retinaler Mikroglia sondern
eine differenzierte, vom Grad der Aktivierung abhangige Immunantwort. Wahrend die Induktion von
IL-1B, IL-6 und COX-2 durch die Zugabe von RPE Uberstand zu retinaler Mikroglia verstirkt wurde,
zeigte sich eine Reduktion fiir iNOS, sowie eine indifferente Antwort fir TNFa. Die Expression des
antiinflammatorischen IL-10 in retinaler Mikroglia stieg bei Behandlung mit Uberstinden von nicht
und basal Poly I:C stimulierten RPE signifikant an; in der Behandlung mit Uberstdnden von stirker
TLR-3 stimuliertem RPE verlor sich dieser antiinflammatorische Effekt. Diese Ergebnisse deuten auf
einen stimulusabhéngigen proinflammatorischen Effekt hin. Proinflammatorische Zytokine wie TNFa
und IL-1B konnen neurotoxische Effekte auslosen insbesondere synergistisch und in hoheren
Konzentrationen (Chao et al., 1995), (Downen et al., 1999; Hanisch, 2002). Als Mediator der
neurotoxischen Effekte von IL-1B und TNFa ist Sickstoffmonoxid (NO) Gber die Expression von iNOS
beschrieben (Chao et al., 1995). Demgegeniber fiihrt IL-6 nicht zu einer Steigerung der Expression
von iNOS (Mufioz-Fernandez and Fresno, 1998), ist im Gegenteil als neuroprotektiv beschrieben
(Sanchez et al., 2003). In unseren Experimenten wurde die Expression von IL-6, IL1f und IL-10 in
retinaler Mikroglia durch das RPE und abhéangig von der Starke der Stimulation des RPE (siehe oben)
erhoht, wahrend wir einen indifferenten Effekt fir TNFa und eine Reduktion der Expression von iNOS
feststellen konnten. Die Immunantwort weist durch das gezeigte Expressionsmuster neben der
fihrenden inflammatorischen zugleich eine die Neurotoxizitdt limitierende Komponente auf. Fir
COX-2 zeigte sich eine Erhéhung der Expression in mit Uberstinden von TLR-3 stimulierten RPE
behandelter Mikroglia gegeniiber TLR-3 stimulierter Mikroglia ohne Zugabe von RPE Uberstinden.
Neurodegenerative Effekte von Cox-2 sind beschrieben (Ju et al., 2003), sollen aber durch iNOS
vermittelt werden (Nagayama et al.,, 1999), womit die beobachtete gleichzeitige verminderte
Expression von iNOS die neurotoxischen Effekte von COX-2 dampfen wiirde. Dariiber hinaus wird die
Beteiligung von COX-2 an neurodegenerativen Prozessen weiterhin diskutiert (Minghetti, 2004).
Neuroprotektive Effekte von COX-2 wurden ebenfalls beschrieben (Aid et al., 2008). Fiir TNFa und IL-
1B zeigte sich eine verminderte Induktion der Expression in den 24h Werten verglichen mit 6
stiindiger TLR-3 Aktivierung. Wéahrend fiir die langere Exposition mit TNF-a neurotoxische Effekte
beschrieben sind, zeigte kurzzeitige Aktivierung unter demselben Stimulus neuroprotektive Effekte;
dhnliche Ergebnisse konnten fiir IL-1 gezeigt werden (Chao and Hu, 1994; Dolga et al., 2008; Song et
al., 2013). Die gewonnen Daten unserer Experimente deuten auf eine differenzierte Immunantwort
des RPEs im Zusammenspiel mit der retinalen Mikroglia hin; einer bei moderaten Stimulation
effizienten zwischen pro- und antiinflammatorischen Faktoren balancierten Immunantwort, die erst
bei starker Stimulation effektiv exazerbiert. Neben der chronischen Parainflammation und
altersabhingigen Verdnderungen der zelluliren Oberflichen/Muster mit Aktivierung des

angeborenen Immunsystems (Nita et al., 2014; Xu et al., 2009), (Ardeljan and Chan, 2013) wird auch



die okulare Herpes simplex Virus Infektion als relevant fiir die Pathogenese der AMD beschrieben
(Mukhamed’ianova et al., 2014). Es gibt eine Reihe von Theorien zur Pathogenese der AMD, die sich
jedoch nicht gegenseitig ausschlieBen missen, sondern sich logisch ergdnzen koénnen. Der
multifaktoriellen Genese der AMD folgend konnten neben genetischen Polymorphismen,
altersabhingigen Verdnderungen des endogenen Proteinmuster/patterns und virale Infektionen zur
abberanten Aktivierung des Immunsystems mit proinflammatorischem Effekt — wie die von uns
bestimmte Interaktion TLR-3 stimuliertem RPEs und retinaler Mikroglia fiihren. Dieser Prozess kdnnte
Uber eine chronifizierte parainflammatorische Immunantwort mit begleitenden nekroptotischen

Prozessen, lokal exazerbiert, zur Entwicklung einer AMD fihren.

Komplement Polymorphismen

dsRNA
DAMP
Abberrante Aktivierung

Immmunsystem

AIterung, oxidativer Stress V|rusmfekt|on

Parainflammation I Nekroptose

Die Projektion unserer in vitro gewonnenen Ergebnisse auf die Pathogenese der AMD in vivo deutet

Abb. 4.1. Modell zur Pathogenese der AMD

auf die mogliche Aktivierung des RPEs durch Bestandteile von Drusen wie ds-RNA (Ebihara et al.,
2007; Kumar et al., 2004) (Xu et al., 2009), DAMPs und veranderter Oberflaicheneigenschaften der
Zellen (Ardeljan and Chan, 2013) die auch TLR-3 vermittelt, einen feed-forward Mechanismus lber
|6sliche Fakoren an die in den der inneren und duleren plexiformen Schicht gelegene retinale
Mikroglia moderiert hin. Die dadurch aktivierte Mikroglia kénnte dann in den immunprivilegierten
SRR migrieren und dort ihrerseits, stimulusabhingig eine differenzierte Immunantwort induzieren,
die wir in Ausschnitten anhand des in der real-time RT-PCR dargestellten Zytokin- und

Effektorenzymmusters aufzeigen konnten. Die Bestimmung der exakten Pathophysiologie der AMD
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und viraler Infektionen des Auges wird mit fortgeschritteneren retinalen Modellen moglich sein —
aktuelle Modelle kénnen eine Facette abbilden, bleiben aber von der Interpretation des Betrachters
abhéangig.

Die therapeutische, pharmakologische Relevanz der Interaktion TLR-3 stimulierter Zellen zeigen
klinischen Studien zur si-RNA (kurze Fragmente von dsRNA) vermittelten Pharmakotherapie der
AMD. Synthetische 21-nucleotid small interfering RNA (siRNA) wirkt als selektiver,
sequenzspezifischer Inhibitor des Ziel-Gens (Elbashir et al., 2001), (Wall and Shi, 2003). Nach dieser
Annahme wurde siRNA designed und schlieRlich in an feuchter AMD erkrankten Menschen getestet.
Eine Phase Ill Studie an 330 Patienten die die Kombinationstherapie von Bevasiranib (siRNA mit
VEGFA als pharmakologischem Target) in Kombination mit dem etablierten Ranibizumab der
Monotherapie mit Ranibizumab gegeniiberstellte deutete auf eine Uberlegenheit der
Kombinationstherapie hin (Clinical Trails, 2008), (Guzman-Aranguez et al., 2013) — die Studie wurde
nie zu Ende gefiihrt. Noch wahrend die ersten Studien am Patienten durchgefiihrt wurden fanden
(Kleinman et al., 2008), dass die Suppression von Neovaskularisation eine allgemeine Eigenschaft von
21nt siRNA ist — unabhéangig von ihrer Sequenz und der Ziel mRNA. Dieser Effekt wird Uber die
Bindung von siRNA an den TLR-3 vermittelt (Kleinman et al., 2008). Dariiber hinaus wurde gezeigt,
dass siRNAs von > 21 nt Lange zur dsRNA, TLR-3 abhangigen retinalen Degeneration fiihrt (Kleinman
et al.,, 2012), ein Effekt der bei siRNA < 21nt Lange ausblieben soll. Weitere klinische Studien von
siRNA wie zu AGN211745 mit VEGFR1 als pharmakologischem target wurden trotz initial positiver
Ergebnisse ebenfalls abgebrochen (Guzman-Aranguez et al., 2013). Ultrashort-interfering RNA (usi-
RNA) von 16-nt Lange sind Gegenstand aktueller Forschung, mit ihnen soll die sequenzspezifische
Pharmakotherapie liber iRNA unter Umgehung des potentiell retinotoxischen Effekts der TLR-3
Aktivierung moglich gemacht werden. Wie beschrieben — die TLR-3 getriggerte Immunantwort ist Teil
des angeborenen Immunsystems und dient der Abwehr viraler Infektionen; die Effekte synthetischer
iRNA mit 221 nt scheint eine TLR-3 abhédngige exazerbierte antivirale Immunantwort auszulésen
(Kleinman et al., 2012). Unsere in vitro gewonnenen Ergebnisse, die auch eine Exazerbation der
proinflammatorischen Immunantwort retinaler Mikroglia bei hohergradiger Poly I:C Stimulation
zeigen, kénnen einen potentiell retinotoxischen Effekt abbilden der neben der AMD und der
pharmakologischen RNA Interferenz auch Relevanz flir Pathogenese viraler Infektionen haben
kann. Um die potentielle Retinotoxizitdt der Mikrogliastimulation genauer zu untersuchen sind
weitere Experimente erforderlich. Neben der experimentellen Stimulation und den oben
beschriebenen Prozessen in der theoretischen Pathogenese der AMD findet die TLR-3 Aktivierung
hauptsachlich durch virale dsRNA statt (Jacobs and Langland, 1996), (Alexopoulou et al., 2001).
Herpes Viren sind die Hauptursache der retinalen Nekrose (Hillenkamp et al., 2009), die eine

fulminante Form retinaler Degeneration, ein hochakutes Krankheitsbild mit akuter Visusgefahrdung



darstellt. Die Rolle des TLR-3, der in der ersten Reihe der kérpereigenen angeboren Virusabwehr
steht scheint vor dem Hintergrund der durch (Kleinman et al., 2012), (Murakami et al., 2014)
beobachteten TLR-3 vermittelten Retinotoxizitdt von immanenter Bedeutung in der Pathophysiologie
dieses Krankheitsbildes zu sein; und dabei gleichzeitig eine mogliche therapeutische Zielstruktur
darzustellen. In der Literatur finden sich aktuell keine Aussagen (liber die die Interaktion von HHV mit
dem TLR-3 vor dem Hintergrund der retinalen Nekrose. Grundlagenforschung zu diesem Thema
bleibt notwendig, auch um zu evaluieren, ob eine therapeutische Verminderung der Rezeptordichte
des TLR-3 zum Beispiel im Rahmen der RNA Interferenz eine Therapieoption darstellt und ob die
programmierte Nekrose wie von Murakami et al., (2014) vorgeschlagen ein wirksamer
therapeutischer Angriffspunkt ist. Zusammenfassend zeigt sich die Bedeutung des TLR-3 und seiner
Wirkung nicht nur im Hinblick auf das Verstdndnis der Pathophysiologie der AMD und viraler
Infektionen des Auges. Die Pharmakotherapie retinaler Erkrankungen muss auch auf Ebene der RNA
Interferenz, um Wirksamkeit zu erreichen die differenzierte Immunantwort der Retina auf TLR-3

Stimulation bericksichtigen.



5. Zusammenfassung

Die altersabhdngige Makuladegeneration (AMD) ist Hauptursache fiir schwere Sehstorungen in der
westlichen Welt. Es ist eine Volkskrankheit, deren Pathomechanismus noch nicht offengelegt werden
konnte. Entzlindliche Prozesse werden neben genetischer Pradisposition fiir die Genese der AMD
verantwortlich gemacht. Im Fokus dieser Arbeit steht die noch unklare Interaktion retinalen
Pigmentepithels (RPE) und retinaler Mikroglia, deren proinflammatorische Aktivitat fur die
Pathogenese der AMD und viraler Infektionen mitverantwortlich gemacht wird. Das Ziel der Arbeit
war es den Effekt von toll like Rezeptor-3 (TLR-3) stimuliertem RPE auf retinale Mikroglia anhand des
Expressionsmusters pro/antiinflammatorischer Zytokine und Enzyme darzulegen, deren quantitative
Bestimmung auf mRNA-Ebene in der real-time RT-PCR erfolgte. Die Versuche wurden an primaren
RPE- und retinalen Mikroglia Kulturen durchgefiihrt. Das RPE fungiert als Schnittstelle zwischen der
Aderhaut (Choroidea) die mit dem systemischen Blutfluss verbunden ist und der immunprivilegierten
Retina. Die retinale Mikroglia ist die gewebestdndige Abwehrzelle. Der TLR-3 ist Teil des angeborenen
Immunsystems und vermutlich an der Genese der AMD beteiligt. Mit viraler doppelstrangiger RNA
(dsRNA) als Ligand dient er zudem der Virusabwehr. Da retinale Mikroglia und Mikroglia des
restlichen ZNS unterschiedliche immunologische Eigenschaften aufweisen, wurde eine Zellkultur
retinaler Mikroglia etabliert. Zum Mikroglianachweis und zur Qualitatskontrolle der Zellkultur
dienten immunzytochemische Farbungen mit dem Mikroglia-Marker Anti-lba-1-Antikérper, die den
Kulturerfolg bestatigten. Unsere Experimente zeigen, dass durch polyinosinic polycitidylic acid (Poly
I:C — synthetische dsRNA) TLR-3 stimulierte retinale Mikroglia mit einer signifikanten,
konzentrationsabhangigen Induktion der proinflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6, TNF-a und der
Effektorenzyme COX-2 und iNOS reagiert. In der Untersuchung der Interaktion TLR-3 stimulierten
RPEs und retinaler Mikroglia zeigte sich eine signifikanten Expressionssteigerung der
proinflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und des Effektorenzyms COX-2 gegeniiber der mit
identischer Poly [:C-Konzentration behandelten Kontrollgruppe retinaler Mikroglia. Die
Immunantwort der vom RPE aktivierten Mikroglia ist nicht rein proinflammatorisch. Wir fanden eine
Reduktion der Expression fir iNOS, ein indifferentes Expressionsniveau fiir TNF-a, sowie ein
signifikant erhdhtes Expressionsniveau fir das antiinflammatorische Zytokin IL-10 bei Kontakt mit
unbehandeltem RPE. Die Ergebnisse der Experimente deuten auf eine differenzierte Immunantwort
des RPEs und retinaler Mikroglia hin, die erst bei starker Stimulation exazerbiert. Fiir Zytokine wie IL-
1B und TNF-a, sowie das Enzym COX-2 sind neurodegenerative Effekte beschrieben — vermittelt Gber
den Mediator Sickstoffmonoxid (NO) durch die Expression der iNOS. Wir beobachteten eine
Reduktion der Expression von iNOS bei gleichzeitiger Induktion von COX-2 und IL-1B eine

Entzlindungsreaktion mit gleichzeitiger Limitation der Neurotoxizitdt. Das RPE kann an der Blut-



Retina-Barriere danger signals von Infektionen zum Beispiel viraler oder bakterieller Genese
ausgesetzt sein. Eine Aktivierung kann zuséatzlich durch Bestandteile von Drusen, wie dsRNA, DAMPs
oder verdnderte Oberflaicheneigenschaften der Zellen erfolgen. Ein feed-forward Mechanismus,
vermittelt Gber |6sliche Fakoren, wie Zytokine, konnte die im Rahmen der AMD im subretinalen
Raum in direkter Nachbarschaft zum RPE lokalisierte retinale Mikroglia aktivieren und die
stimulusabhangige, differenzierte Immunantwort, die wir in Ausschnitten anhand des in der real-
time RT-PCR dargestellten Zytokin- und Effektorenzymmusters aufzeigen konnten, induzieren.
Mikroglia steht in der potentiellen Therapie neurodegenerativer Erkrankungen schon langer im Fokus
der Forschung. Eine Modulation der Immunantwort von RPE und retinaler Mikroglia wére ein Schritt
vorwarts in der Therapie chronischer Krankheitsbilder wie der AMD, aber auch akuter Prozesse, wie

viraler Infektionen.
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7. Anhang

Faktor KO 100 ng 1ug 10 ug 100 pg

IL-6, 6h:

Poly I:C 1,0 3,78 £3,73 2,35+£0,84 4,13 +2,41 12,26 £ 8,44
RPE+Poly I:C 23,29+7,33 18,20 £ 10,46 31,60 £ 16,77 53,90 + 44,65 108,21 + 103,20
Vergleich: p<0,001; *** p<0,05; * p<0,01; ** p<0,05; * p>0,05

IL-6, 24h:

Poly I:C 1,0 1,01 +£0,35 2,43+1,31 8,41 +2,27 19,07 £ 3,31
RPE+Poly I:C 13,14+ 7,64 8,75 £ 5,09 13,00 £ 7,05 25,51+12,03 69,85 + 35,06
Vergleich p<0,01; ** p<0,05; * p<0,05; * p<0,05; * p<0,05; *

IL-1B, 6h:

Poly I:C 1,0 2,08+1,6 5,64 £1,03 36,80 + 16,14 135,47 + 54,88
RPE+Poly I:C 455,48 £177,59 | 291,71 £129,08 | 505,08 £ 155,48 | 545,71 + 285,71 | 592,33 £ 287,32
Vergleich p<0,001; *** p<0,01; ** p<0,01; ** p<0,05; * p<0,05; *
IL-1B,24h:

Poly I:C 1,0 0,50+ 0,25 6,02 £9,68 6,87 £ 2,11 30,47 £ 10,69
RPE+Poly I:C 38,71+ 22,67 85,94 +122,5 87,83 +£121,72 177,45+ 179,10 | 267,31 + 131,65
Vergleich p<0,01; ** p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,01, **
TNF-a, 6h:

Poly I:C 1,0 4,97 + 3,80 8,18 +3,71 15,55 + 3,08 23,89 + 8,32
RPE+Poly I:C 9,69 £ 8,80 4,91+ 3,89 11,01 £9,28 16,83 £ 10,61 32,28 + 27,84
Vergleich p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

TNF-a, 24h:

Poly I:C 1,0 1,04 £0,21 2,44 £ 2,45 3,92+2,52 3,88 +1,46
RPE+Poly I:C 2,01+£2,32 1,37+1,41 2,34 +2,36 4,86 + 4,80 6,60 £ 5,49
Vergleich p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05




IL-10, 6h:

Poly I:C 1,0 1,17 £ 0,95 1,87 +1,16 1,71+£1,25 1,83 +1,35
RPE+Poly I:C 2,48 £1,08 2,60 £ 0,95 2,22 £0,89 1,65 10,84 1,92 +1,15
Vergleich p<0,05; * p<0,05; * p>0,05 p>0,05 p>0,05
IL-10, 24h:

Poly I:C 1,0 2,13+£0,39 3,34 +£0,85 3,58 £ 3,10 2,84 +1,40
RPE+Poly I:C 3,18 +1,75 2,35+0,16 2,2+0,36 2,05+0,63 2,32+0,8
Vergleich p<0,05; * p>0,05 p<0,05; * p>0,05 p>0,05
COX-2, 6h:

Poly I:C 1,0 2,02+1,15 2,62+0,54 3,60+0,64 4,15+ 1,75
RPE+Poly I:C 6,14 £1,98 5,22+1,23 6,28 £1,92 6,80%1,15 13,04 + 3,87
Vergleich p<0,05; * p<0,05; * p<0,05; * p<0,05; * p<0,05; *
COX-2, 24h:

Poly I:C 1,0 0,69+ 0,26 0,95+0,77 2,7+1,14 1,95 +£0,85
RPE+Poly I:C 1,72 £ 0,69 1,79 +0,81 1,87 £ 0,67 4,32 +1,62 4,74 + 1,25
Vergleich p<0,05; * p>0,05 p>0,05 p>0,05 p<0,05; *
iNOS, 6h:

Poly I:C 1,0 1,89 £0,63 4,34+1,92 6,39 £+ 3,80 16,6 £ 12,5
RPE+Poly I:C 4,22 +2,11 3,23+£0,84 2,87 £ 0,66 2,38+0,75 4,09+2,17
Vergleich p<0,01; ** p<0,05; * p>0,05 p<0,05; * p<0,05; *
iNOS, 24h:

Poly I:C 1,0 1,42 £ 0,07 3,73+£1,84 3,68 +0,72 3,55+2,42
RPE+Poly I:C 1,04 £0,22 1,35+0,75 1,27 £0,74 1,19+0,71 1,67 £ 0,68
Vergleich p>0,05 p>0,05 p<0,05; * p<0,01; ** p>0,05

Abb.7.1. Ubersicht Ergebnisse real-time RT-PCR: vertikale Spalte: getesteter Faktor,6h oder 24h Stimulation; Mikroglia + Poly I:C;Mikroglia
+ RPE Uberstand; Vergleich zwischen Mikroglia + Poly I:C und Mikroglia + RPE Uberstand — die Signifikanz wurde mit dem student’s t-test
bestimmt — * = 0,01>p<0,05; ** =0,001>p<0,01; *** = p<0,001; horizontale Spalte: Konzentration Poly I:C/ml Stimulationsmedium
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